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บทคัดย่อภาษาไทย 

นอกจากการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กด้วยวิธีทางเคมีและกายภาพแล้ว การสังเคราะห์อนุภาค
นาโนแม่เหล็กด้วยวิธีทางชีวภาพโดยอาศัยเซลล์สิ่งมีชีวิตเป็นอีกวิธีหนึ่งที่ก าลังได้รับความสนใจในการ
ศึกษาวิจัย ทั้งนี้เซลล์แบคทีเรียบางชนิดสามารถน าอิออนของเหล็กจากสิ่งแวดล้อมมาเปลี่ยนเป็นอนุภาคนาโน
แม่เหล็กภายในเซลล์หรือภายนอกเซลล์ได้ แต่ไม่มีการศึกษาดังกล่าวในประเทศไทย ดังนั้นในงานวิจัยนี้มี
จุดมุ่งหมายเพ่ือคัดเลือก ศึกษาลักษณะ และจ าแนกชนิดของแบคทีเรียที่สามารถผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็ก ซึ่ง
แยกได้จากน้ าเสียที่ปนเปื้อนเหล็กในประเทศไทย ตลอดจนศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต
อนุภาคนาโนแม่เหล็กของแบคทีเรียเหล่านี้ ในงานวิจัยนี้สามารถแยกแบคทีเรียได้ 6 ไอโซเลทได้แก่ HER_I  
HER_II  KPI_I  L3_5  SRL_I และ TSB_II ซึ่งสามารถระบุว่าเป็นแบคทีเรียที่ผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็ก 
(magnetic producing bacteria) โดยมีพฤติกรรมการตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กแบบอ่อน และมีโครงสร้าง
ของแมกนีโตโซม (magnetosomes) บรรจุอนุภาคออกไซด์ของเหล็กในรูปแมกนีไทท์ (magnetite, Fe3O4) 
ภายในเซลล์ ซึ่งวิเคราะห์จากภาพกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน (Transmission Electron 
Microscope, TEM) การวิเคราะห์ธาตุด้วยเทคนิค TEM-energy dispersive X-ray spectroscopy และการ
วิ เคราะห์การเลี้ ยวเบนของอิเล็กตรอนแบบเลือกพ้ืนที่ ด้ วย เทคนิค  TEM-selected area electron 
diffraction นอกจากนี้จากการวิเคราะห์ทางชีวเคมีพบว่าแบคทีเรียที่แยกได้จัดเป็นพวกไมโครแอโรฟิลิกและ
แอนแอโรบิก ทั้งนี้จากล าดับเบสของ 16S rRNA สามารถจ าแนกแบคทีเรียดังกล่าวได้ในระดับสกุล (genus) 
จากแบคทีเรีย 6 ไอโซเลทนี้ได้คัดเลือก Acinetobacter sp. สายพันธุ์ HER_I เพ่ือใช้ในการศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตออกไซด์ของเหล็ก ซึ่งผลการศึกษาพบว่าสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญ
ของแบคทีเรียชนิดนี้ คือการเลี้ยงในอาหารชนิด Modified magnetotactic bacteria (MTB) ที่มีกรดแอซีติก
ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ พีเอช 6.9 และอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แต่สภาวะดังกล่าวไม่ส่งเสริมการ
สังเคราะห์อนุภาคนาโน Fe3O4 ทั้งนี้การสังเคราะห์อนุภาคนาโน Fe3O4 พบเฉพาะการเลี้ยงในอาหารชนิด 
Modified MTB ที่ไม่มีกรดแอซีติก จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค X-ray Absorption Near Edge Structure 
ที่ใช้แหล่งก าเนิดพลังงานจากแสงซินโครตรอน พบว่าปริมาณของอนุภาคนาโน Fe3O4 ที่แบคทีเรียสังเคราะห์
ได้เพ่ิมข้ึนตามการเจริญของแบคทีเรียจากระยะเพ่ิมจ านวนตอนต้น (early log phase) ไปยังระยะเพ่ิมจ านวน
ตอนปลาย (late log phase) ทั้งนี้พบว่าแบคทีเรีย Acinetobacter sp. ไอโซเลท HER_I สามารถเจริญใน
อาหาร Modified MTB ที่มีความเข้มข้นของเหล็กอิออนได้สูงถึง 160 มิลลิกรัมต่อลิตร นอกจากนี้ยังมี
ความสามารถในการน าอิออน ของเหล็กเข้าเซลล์สูงกว่าแบคทีเรีย Escherichia coli และ Staphylococcus 
aureus อย่างมีนัยส าคัญ ในขณะที่ความสามารถในการดูดซับอิออนของเหล็กมีความใกล้เคียงกับ E. coli แต่
สูงกว่า S. aureus อย่างมีนัยส าคัญ ผลจากการศึกษานี้แสดงถึงการคัดแยกแบคทีเรีย Acinetobacter sp. ไอ
โซเลท HER_I ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กชนิดในประเทศไทย ซึ่งน่าจะเป็นแบคทีเรียที่มี
ศักยภาพส าหรับการผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็ก และการชีวบ าบัดน้ าที่มีเหล็กปนเปื้อนในปริมาณสูง 



ค 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

In addition to the syntheses of magnetic nanoparticles (MNPs) via chemical and 
physical approaches, a biosynthesis of MNPs via living cells has gained many research 
interests. Some bacterial cells were reported to uptake iron ions from an environment and 
transformed them to MNPs inside or outside the cells. Nevertheless, there is still no study of 
these bacteria in Thailand. Thus, this research aimed to screen, characterize, and classify the 
bacteria producing MNPs which were isolated from iron-contaminated wastewater in 
Thailand, as well as to study the optimized conditions for their growth and production of 
MNPs. In this work, six isolated bacterial strains, designated as HER_I, HER_II, KPI_I, L3_5, 
SRL_I and TSB_II, were isolated, which were characterized as the magnetic producing 
bacteria due to their exhibition of weak magnetotactic behavior and presence of 
magnetosomes that contained iron oxide particles in a form of magnetite (Fe3O4) as 
determined by images of transmission electron microscope (TEM), the element analysis of 
TEM-energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX), and the analysis of TEM-selected area 
electron diffraction (SAED). In addition, the biochemical analyses identified these bacteria in 
the groups of microaerophilic and anaerobic bacteria. The nucleotide sequences of 16S rRNA 
analysis could identify them at the genus level. Among 6 strains of the isolated bacteria, 
Acinetobacter sp. strain HER_I was chosen for further studies on its optimized growth 
condition and production of iron oxide particles. Results showed that its optimal growth 
condition was to use the modified MTB medium with 10 mM acetic acid, pH 6.9 at 25 C, 
however, this condition did not support the formation of Fe3O4 nanoparticles. Formation of 
Fe3O4 nanoparticles was found only when they were cultured in the modified MTB medium 
without an acetic acid supplement. The amount of synthesized Fe3 O4  nanoparticles was 
increased according to its growth from an early log phase to a late log phase as determined 
by the fluorescence mode of synchrotron X-ray Absorption Near Edge Structure analysis. 
Acinetobacter sp. strain HER_I could grow in the modified MTB medium supplement with 
the iron ion solution as high as 160 mg/l. Also, its ability to uptake iron ions was significantly 
higher than those of Escherichia coli and Staphylococcus aureus, while its capability to 
adsorb iron ions was similar to E. coli but significantly greater than S. aureus. The results of 
this work suggested that Acinetobacter sp. strain HER_I, the first magnetic producing bacteria 
isolated in Thailand, could be a potential bacterial strain for a production of magnetic 
nanoparticles and a bioremediation of high iron-contaminated water. 
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บทท่ี  1  

บทน า 

1.1  ที่มาและความส าคัญ  

อนุภาคนาโนแม่เหล็ก ได้รับความสนใจในการประยุกต์ใช้ในงานด้านอิเล็กทรอนิกส์ (เช่น การบันทึก
ระบบแม่เหล็ก อุปกรณ์เก็บข้อมูลระบบแม่เหล็ก) ด้านชีวการแพทย์ (การสร้างภาพด้วยเรโซแนนซ์แม่เหล็ก 
การรักษาโรคด้วยความร้อน และระบบการให้ยาตรงเป้าหมาย ) ด้านโบโอเทคโนโลยี (เช่น การแยกสารชีว
โมเลกุล ได้แก่ การแยกโปรตีน การแยกดีเอ็นเอ การแยกอาร์เอ็นเอ ) และด้านสิ่งแวดล้อม (Song et al., 
2007) อนุภาคนาโนแม่เหล็กเหล่านี้ส่วนใหญ่ได้มาจากการสังเคราะห์ด้วยวิธีทางเคมี เช่น การตกตะกอนร่วม 
(co-precipitation) เทอร์มอลดีคอมโพซิชัน (thermal decomposition หรือ sonolysis) ไมโครอีมัลชัน 
(microemulsion) ปฏิกิริยาโซ-เจล (sol-gel reaction) วิธีโพลีออล (polyol method) วิธีอิเล็กโตรเคมิคอล 
(electrochemical method) และการสังเคราะห์แบบโฟลอินเจ็คชัน (flow injection syntheses) แม้ว่าวิธี
ดังกล่าวมีข้อดี คือ สามารถผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กได้ในปริมาณสูง แต่มีข้อจ ากัดคือ มีต้นทุนสูงเนื่องจาก
ต้องใช้เครื่องมือและพลังงานในการกระตุ้นปฏิกิริยาสูง ก่อให้เกิดมลภาวะต่อสิ่งแวดล้อมเนื่องจากสารตกค้าง
จากสารตั้งต้นและผลผลิตที่เกิดจากปฏิกิริยา และมีพ้ืนที่ผิวที่ต้องดัดแปลงให้เหมาะสมต่อการเชื่อมกับสารชีว
โมเลกุลเพื่อการน าไปใช้ประโยชน์เชิงชีวภาพ  

นอกจากการสังเคราะห์ด้วยวิธีทางเคมีแล้ว พบว่าแบคทีเรียในธรรมชาติบางชนิดสามารถผลิตอนุภาคนา
โนแม่เหล็กได้ และมีบางชนิดที่นอกจากจะผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กภายในเซลล์ได้แล้ว  แบคทีเรียยังใช้
อนุภาคนาโนแม่เหล็กเหล่านี้ในการเคลื่อนที่ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็ก ซึ่งเรียกแบคทีเรียกลุ่มนี้ว่า แมกนี
โตแทกติกแบคทีเรีย (magnetotactic bacteria, MTB) ในธรรมชาติพบว่าแบคทีเรียกลุ่มนี้มีกลไกน าเหล็กเข้า
เซลล์ และสามารถสะสมเหล็กในเซลล์สูงกว่าภายนอกเซลล์มากกว่า 4% ของน้ าหนักแห้ง ต่อมาภายหลังจะ
เกิดกระบวนการออกซิเดชัน และตกตะกอนในรูปออกไซด์ของเหล็กคือ แมกนีไทท์ (magnetite, Fe3O4) หรือ
ซัลไฟด์ของเหล็กคือ กรีไกท์ (greigite, Fe3S4) ซึ่งมีสมบัติทางแม่เหล็กเป็น single domain magnetic ชนิด
ซุปเปอร์พาราแมกนีติก (supper paramagnetic) (Hergt et al., 2005; Schüler, 2008) ซึ่งมีขนาด 30–
120 นาโนเมตร โดยถูกห่อหุ้มด้วยฟอสโฟลิปิด เรียกโครงสร้างนี้ว่า แมกนีโตโซม (magnetosome) (Perez-
Gonzalez et al., 2010; Tanaka et al., 2010) ซึ่งอาจมีการเรียงตัวเป็นสาย (Hennebel et al., 2009) ที่
พบในแบคที เรีย เช่น Magnetospirillum magnetotacticum  Magnetospirillum gryphiswaldense  
Acidithiobacillus ferrooxidans และ Magnetobacterium bavaricus ซึ่งสามารถออกซิไดซ์ Fe(II) และ 
Fe(III) เป็นแมกนีไทท์ และสะสมในแมกนีโตโซมภายในเซลล์ การสะสมอนุภาคนาโนแม่เหล็กนี้ท าให้แบคทีเรีย
สามารถตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กได้ (Liu et al., 2008; Liu et al., 2006; Philipse and Maas, 2002; 
Schüler et al., 1995) จากสมบัติดังกล่าวท าให้แมกนีโตแทกติกแบคทีเรียได้รับความสนใจในฐานะแหล่งของ
อนุภาคนาโนแม่เหล็กแหล่งใหม่ ที่สังเคราะห์ด้วยกระบวนการทางชีวภาพ สนับสนุนกระแสของเทคโนโลยีสี
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เขียว (green technologies) ซึ่งมุ่งลดสารพิษและสารตกค้างจากขบวนการผลิต อีกทั้งอนุภาคนาโนแม่เหล็ก
ที่ได้จากแบคทีเรียมีความเป็นพิษต่ าเมื่อเทียบกับวิธีการสังเคราะห์ทางเคมี นอกจากนี้ยังมีขนาด และรูปร่างที่
แน่นอนซึ่งจ าเพาะต่อเชื้อแต่ละชนิด มีการกระจายตัวที่ดี และสามารถปรับเปลี่ยนพ้ืนผิวเพ่ือประยุกต์ใช้ด้าน
การแพทย์ เทคโนโลยีชีวภาพ และอณูชีววิทยาได้ง่าย เนื่องจากถูกห่อหุ้มด้วยฟอสโฟลิปิด (Pan et al., 2005) 
อย่างไรก็ตามสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญ กลไลในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็ก และการปรับปรุง
สายพันธุ์แบคทีเรียเพ่ือให้มีสมบัติที่ดี เพ่ือการประยุกต์ใช้ในงานด้านต่าง ๆ ยังเป็นสิ่งที่ส าคัญ แต่เป็นที่น่า
เสียดายที่ยังไม่พบรายงานการศึกษาเกี่ยวกับสายพันธุ์แบคทีเรียและการผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กโ ดย
แบคทีเรียในประเทศไทย เมื่อเร็ว ๆ นี้ทีมวิจัยประสบความส าเร็จในการส ารวจและแยกบริสุทธิ์สายพันธุ์
แบคทีเรียที่ผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กแมกนีไทท์เป็นครั้งแรกในประเทศไทย จากน้ าทิ้งโรงงานอุตสาหกรรม
ผลิตเหล็ก และเหมืองแต่งแร่ ซึ่งมีความแตกต่างจากสายพันธุ์อ่ืนที่มีรายงานมาก่อนหน้านี้จากต่างประเทศ 
ดังนั้นแบคทีเรียดังกล่าวจึงเป็นโมเดลที่ดีในการศึกษาการผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็ก และศึกษาสมบัติทาง
กายภาพของอนุภาคนาโนแม่เหล็กที่ได้ ทั้งนี้เพ่ือเป็นพ้ืนฐานในการพัฒนาเพ่ือการประยุกต์ใช้ในด้านต่าง ๆ 
ต่อไป 

1.2  วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1)  เพ่ือศึกษาผลของระยะการเจริญและสูตรอาหารต่อการเจริญของแบคทีเรีย การผลิตอนุภาคนาโน
แม่เหล็กของแบคทีเรีย และสมบัติบางประการของอนุภาคนาโนแม่เหล็กภายในเซลล์แบคทีเรีย 

2)  เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบลักษณะและสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนแม่เหล็กที่ได้จากการท าให้
เซลล์แบคทีเรียแตกและจากการเผา 

1.3  ขอบเขตของโครงการวิจัย 

โครงการวิจัยนี้มีขอบเขตครอบคลุมการศึกษาผลของระยะการเจริญและสูตรอาหาร ต่อการเจริญของ
แบคทีเรีย การผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กของแบคทีเรีย และสมบัติบางประการของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก
ภายในเซลล์แบคทีเรียที่แยกได้ในประเทศไทย โดยศึกษาชนิดและสัดส่วนของออกไซด์ของเหล็กชนิดต่างๆใน
ระยะการเจริญของแบคทีเรีย สูตรอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนและโลหะหนักที่แตกต่างกันต่อการเจริญและการ
ผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็ก การศึกษาลักษณะและสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนแม่เหล็กที่ได้จากการ
แยกออกจากเซลล์แบคทีเรียด้วยการท าให้เซลล์แตกและการเผา  
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1.4  ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

 
 

9.  
10.  
11.  
12.  
13.  
14.  
15.  
16.  
17.  
18.  
19.  
20.  
21.  

 
 

 

  

 
ส ารวจพบแบคทีเรียทีส่ามารถผลติอนุภาคนาโนแม่เหล็กในไทยเป็นครั้งแรกโดยทีมนักวิจัยนี้ 

แต่ขาดความรู้พื้นฐานเกี่ยวกับอนภุาคแม่เหล็กท่ีผลิตโดยแบคทีเรียชนิดนี้ ซึ่งยังไม่มีรายงานมาก่อน 

ปีที่ 1 
1. ผลของปัจจัยต่อไปนี้ต่อการเจรญิและการ
ผลิตอนภุาคนาโนแม่เหล็กของแบคทีเรีย 

-ระยะการเจริญ 
-สูตรอาหาร 
-แหล่งคาร์บอน 
-ชนิดของเกลือโลหะหนัก 

2. สมบัติของอนุภาคแมเ่หล็กภายในเซลล ์
(TEM  HRTEM  SAED  Synchrotron  
XANES) 

อนุภาคนาโนแมเ่หล็กจากแบคทีเรยี: การผลิต และสมบัต ิ

ปีที่ 2 
1. การผลติอนุภาคแม่เหล็กจากแบคทีเรียโดย 

-การแยกบรสิุทธ์ิจากเซลล ์
-การเผา 

2. เปรียบเทียบสมบตัิของอนุภาคแม่เหล็กท่ีได้ 
(TEM  HRTEM  EDX  SAED  Synchrotron 
XANES  ความเป็นพิษต่อเซลล)์ 
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บทที ่ 2 
เอกสารที่เกี่ยวข้อง 

แมกนีโตแทกติกแบคทีเรียเป็นแบคทีเรียที่มีการสะสมอนุภาคนาโนแม่เหล็กอยู่ภายในเซลล์ แบคทีเรีย
ดังกล่าวสามารถตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กโลกได้ ซ่ึงเป็นผลมาจากสภาพความเป็นแม่เหล็กจากอนุภาคนาโน
ที่อยู่ในออแกเนลล์ของแบคทีเรีย อนุภาคเหล่านี้ได้แก่ ออกไซด์ของเหล็กหรือซัลไฟด์ของเหล็ก ถึงแม้ว่าใน
ปัจจุบันได้มีการให้ความสนใจเกี่ยวกับแมกนีโตแทกติกแบคทีเรียมากขึ้น แต่การเลี้ยงและการแยกแบคทีเรียที่
ได้มาจากแหล่งน้ าปนเปื้อนของเหมืองแร่เหล็กที่อยู่บริเวณเขตร้อน โดยเฉพาะในประเทศไทยยังไม่มีรายงาน
การศึกษา ดังนั้นจึงท าให้ผู้วิจัยสนใจศึกษาการเลี้ยงและการแยกแมกนีโตแทกติกแบคทีเรียในเขตอุตสาหกรรม
เหมืองแร่เหล็กในประเทศไทย  

2.1  อนุภาคนาโนแม่เหล็ก  

อนุภาคนาโนแม่เหล็ก คือ อนุภาคของแม่เหล็กที่มีขนาด 1–100 นาโนเมตร สามารถตอบสนองต่อ
สนามแม่เหล็กได้ โดยทั่วไปอนุภาคดังกล่าวที่สังเคราะห์ได้ เช่นเหล็ก (Fe) นิเกิล (Ni) และโคบอลต์ (Co) มัก
อยู่ในรูปสารประกอบเกลือของโลหะได้แก่ เกลือคลอไรด์ เกลือไนเตรท และเกลือซัลเฟต การจัดเรียงตัวของ
อะตอมภายในโครงสร้างแต่ละโมเลกุลมีผลต่อขนาด และสมบัติทางแม่เหล็กของอนุภาค ซึ่งเกิดจากการหมุน
ของอิเล็กตรอนรอบ ๆ อะตอมและการเคลื่อนที่ของอิเล็กตรอนรอบนิวเคลียส หรือที่เรียกกันว่า แมกนีติกได
โพลโมเมนต์ ดังภาพที่ 2.1 โดยแบ่งสภาวะความเป็นแม่เหล็กได้ 6 สภาวะ ดังตารางที่ 2.1 

 
ภาพที่ 2.1 การจ าลองแมกนีติกไดโพลโมเมนต์ (Callister and Rethwisch, 2011) 
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ตารางที่ 2.1 ประเภทของสภาพแม่เหล็กตามการจัดเรียงตัวของอะตอมภายในโครงสร้าง  (Callister and 
Rethwisch, 2011)  

 
 

2.2.1  กลุ่ ม ไดอะแมกนีติ ก  (diamagnetic) คือ สารที่ แสดงคุณ สมบั ติ แม่ เหล็ กใน เชิ งต้ านกับ
สนามแม่เหล็กภายนอก เมื่อมีสนามแม่เหล็กภายนอกกระท าต่ออะตอมของสาร จะท าให้อิเล็กตรอนที่เคลื่อน
เป็นวงโคจรรอบนิวเคลียสของอะตอมเสียสมดุล  เกิดเป็นขั้วแม่เหล็กขนาดเล็กขึ้นภายในอะตอม  โดย
ขั้วแม่เหล็กนั้นจะเกิดการต้านกับสนามแม่เหล็กภายนอก (ภาพที่ 2.2ก) ท าให้เกิดค่าของสภาพรับไว้ได้เชิง
แม่เหล็ก (magnetic susceptibility; Xm) ในเชิงลบเล็กน้อย (ภาพที่ 2.2ข)  ค่าสภาพรับไว้ได้เชิงแม่เหล็กนั้น
จะถูกหักล้างด้วยผลสภาวะแม่เหล็กเชิงบวก และไม่เปลี่ยนแปลงตามอุณหภูมิ (ภาพที่ 2.2ค) สมบัติทาง
แม่เหล็กลักษณะนี้พบได้ใน แร่ควอตซ์ แร่แกรไฟต์ หินอ่อน เกลือหิน เป็นต้น (Haering and Wallace, 1957; 
Narayanan and Sakthivel, 2010) 
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ภาพที่ 2.2 สมบัติทางแม่เหล็กของสารที่มีสภาพแม่เหล็กไดอะแมกนีติก โดย ภาพ ก คือการจัดเรียงโมเมนต์
แม่เหล็กเนื่องจากอิเล็กตรอนในอะตอมที่มีและไม่มีสนามแม่เหล็กภายนอก  (H) มากระท า ภาพ ข คือการ
เปลี่ยนแปลงของแมกนีไทเซชัน (M) เมื่อได้รับสนามแม่เหล็กจากภายนอก (H) และภาพ ค คือค่าสภาพรับไว้
เชิงแม่เหล็กท่ีไม่มีการเปลี่ยนแปลงตามอุณหภูมิ (Perez-Gonzalez et al., 2010) 

 
2.2.2  กลุ่มพาราแมกนีติก (paramagnetics) คือ สารที่เมื่ออยู่ในสภาวะที่ไม่มีสนามแม่เหล็ก (H=0) มา

กระตุ้น อิเล็กตรอนในอะตอมมีการจัดเรียงตัวแบบสุ่ม เกิดการหักล้างให้โมเมนต์แม่เหล็กมีค่าสุทธิเป็นศูนย์ 
เมื่อถูกกระตุ้นจากสนามแม่เหล็กภายนอก อิเล็กตรอนจะมีการจัดเรียงตัวในทิศทางเดียวกับสนามแม่เหล็ก เกิด
โมเมนต์แม่เหล็กทางบวกซ่ึงจะเปลี่ยนแปลงไปตามสนามแม่เหล็กภายนอก (ภาพที่ 2.3ก) โดยโมเมนต์แม่เหล็ก
นี้จะแปรผกผันกับอุณหภูมิ (ภาพที่ 2.3ข) และสภาพความเป็นแม่เหล็กจะหายไปเมื่อหยุดให้สนามแม่เหล็ก
ภายนอก นอกจากนั้นวัตถุจ าพวกนี้ยังมีค่าของสภาพรับไว้ได้เชิงแม่เหล็กของวัตถุเป็นค่าบวกและมีค่าอยู่
ระหว่าง 10-6–10-2 วัตถุที่มีคุณสมบัติแม่เหล็กจ าพวกนี้ ได้แก่วัตถุทุกชนิดที่ไม่ใช่วัตถุจ าพวกไดอะแมกนีติก 
(Havholm and Kocurek, 1988; Kotani, 1968) 

 
 

ภาพที่ 2.3 สมบัติทางแม่เหล็กของสารที่มีสภาพแม่เหล็กแบบพาราแมกนีติก เมื่อภาพ ก คือการจัดเรียง
โมเมนต์แม่เหล็กเนื่องจากอิเล็กตรอนในอะตอมเมื่อมีและไม่มีสนามแม่เหล็กภายนอกมากระท า ภาพ ข คือการ
เปลี่ยนแปลงของแมกนีไทเซชัน (M) เมื่อได้รับสนามแม่เหล็กจากภายนอก (H) และ ค คือการเปลี่ยนแปลงของ
ค่าสภาพรับไว้เชิงแม่เหล็ก เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ (Zhang et al., 2011) 
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2.2.3  กลุ่มเฟอร์โรแมกนีติก (ferromagnetism) คือ เป็นสารที่มีสภาพความเป็นแม่เหล็กเมื่อถูก

เหนี่ยวน าจากสนามแม่เหล็กภายนอก และเมื่อน าสนามแม่เหล็กภายนอกออกไปจะยังคงมีสภาพความเป็น
แม่เหล็กอยู่ นั่นคือ สารมีโมเมนต์แม่เหล็กถาวรในโครงสร้างอะตอม สารจ าพวกนี้มีสภาพรับไว้ได้เชิงแม่เหล็ก
เป็นค่าบวกและมีค่ามากกว่า 100 ขึ้นไป หรือกล่าวอีกนัยหนึ่ง คือเป็นวัตถุจ าพวกพาราแมกนีติที่มีค่าของ
สภาพรับไว้ได้เชิงแม่เหล็กมากกว่า 100 ขึ้นไป สารที่จัดอยู่ในกลุ่มเฟร์โรแมกนีติก คือแร่ที่ประกอบด้วยธาตุ Fe  
Co  Ni  Gadolinium (Gd) และ Dysprosium (Dy) สารในกลุ่มเฟอร์โรแมกนีติกภายในจะประกอบด้วย
อาณาบริเวณย่อยๆ เรียก โดเมนแม่เหล็ก (magnetic domain) แต่ละโดเมนถูกแบ่งด้วยผนังกั้น เรียก ผนัง
โดเมน (domain wall) ภายในโดเมนแต่ละโดเมนมีไดโพลโมเมนต์แม่เหล็กในทิศทางเดียวกัน  (ภาพที่ 2.4) 
โดยบริเวณขอบโดเมนมีทิศทางของโมเมนต์แม่เหล็กจะค่อย ๆ เปลี่ยนไปที่ละน้อย (ภาพที่ 2.5) 

 

 
ภาพที่ 2.4 โดเมนแม่เหล็กและทิศทางของไดโพลโมเมนต์ในแม่เหล็กแบบเฟอร์โรแมกนีติก (Chambers et 
al., 2006) 
 
 

 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 2.5 การจัดเรียงทิศทางของไดโพลโมเมนต์แม่เหล็ก ซึ่งจะค่อย ๆ เปลี่ยนทิศไปภายในผนังโดเมน 
(Farzan et al., 2010) 
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โดยทั่วไปโดเมนต่างๆ จะจัดเรียงตัวอย่างไม่เป็นระเบียบเพ่ือให้ระบบทั้งหมดเข้าสู่สภาวะพ้ืน 

(ground stage) ดังนั้นเฟอร์โรแมกนีติกที่ยังไม่ถูกกระตุ้นด้วยสนามแม่เหล็กภายนอกอาจไม่แสดงสภาพ
แม่เหล็ก เนื่องจากผลรวมของโมเมนต์แม่เหล็กของโดเมนทั้งหมดเป็นศูนย์ แต่เมื่อน าไปวางในสนามแม่เหล็ก
โมเมนต์แม่เหล็กจะมีการจัดเรียงตัวของอิเล็กตรอนในทิศทางที่สอดคล้องกับทิศของสนามแม่เหล็ก (ภาพที่ 2.6
ก) ดังนั้น เมื่อมีสนามแม่เหล็กภายนอกมากระท า สารในกลุ่มเฟอร์โรแมกนีติกจะแสดงสภาพแม่เหล็กที่แรง
มากกว่าสารแม่เหล็กแบบไดอะแมกนีติกและพาราแมกนีติก และคงสภาพแม่เหล็กได้แม้หยุดให้สนามแม่เหล็ก
ภายนอก เนื่องจากสนามโมเลกุลภายในสารมีความแรงมากพอที่จะท าให้โมเมนต์แม่เหล็กที่เกิดจากการสปินข
องอิเล็กตรอนแต่ละตัวหันเรียงตัวขนานกันในทิศเดียวภายในโดเมน นอกจากนั้นอุณหภูมิยังมีผลต่อค่าแมกนีไท
เซชัน กล่าวคือ ค่าแมกนีไทเซชันรวมของสารจะลดลงขณะที่อุณหภูมิเพ่ิมข้ึน (ภาพที่ 2.6ข) จนถึงอุณหภูมิหนึ่ง
ที่ เรียกว่า อุณหภูมิคูรี หรือ TC ค่าแมกนีไทเซชันของสารจะแปรผันโดยตรงกับขนาดความเข้มของ
สนามแม่เหล็กภายนอก จึงส่งผลให้ค่าสภาพรับไว้ทางแม่เหล็กมีการเปลี่ยนแปลงไปตามอุณหภูมิที่เพ่ิมสูงขึ้น 
(ภาพที่ 2.6ค และ 2.6ง) 
 

 
ภาพที่ 2.6 สมบัติทางแม่เหล็กของสารที่มีสภาพแม่เหล็กแบบเฟอร์โรแมกนีติก โดยภาพ ก คือการจัดเรียงตัว
ของโมเมนต์แม่เหล็กของสารที่มีสภาพแม่เหล็กแบบเฟอร์โรแมกนีติก เมื่อไม่มีและมีสนามแม่เหล็กกระท าจาก
ภายนอก  ภาพ ข คือ การเปลี่ยนแปลงค่าแมกนีไทเซชัน (M) เมื่อมีสนามแม่เหล็กจากภายนอก (H) ที่อุณหภูมิ
ต่าง ๆ  ภาพ ค คือ การเปลี่ยนแปลงค่าสภาพรับไว้ทางแม่เหล็ก (Xm) เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ
เพ่ิมขึ้นจากอุณหภูมิคูรี (TC) และภาพ ง คือ การเปลี่ยนแปลงของแมกนีไทเซชัน (M) เมื่อมีการเปลี่ยนแปลง
ของอุณหภูมิจากต่ าไปถึงอุณหภูมิคูรี (TC) (Farzan et al., 2010) 
 

2.2.4 กลุ่มแม่เหล็กแบบแอนติเฟอร์โรแมกนีติก (antiferromagnetic) เป็นสารที่ถึงแม้ว่าจะมีโมเมนต์
แม่เหล็กถาวรประกอบอยู่ในวัตถุ แต่ทิศทางการเรียงตัวของโมเมนต์แม่เหล็กถาวรภายในโดเมนแต่ละโดเมนมี
การเรียงในทิศทางตรงกันข้าม และมีขนาดเท่ากัน จึงหักล้างกันหมด ท าให้มีค่าาสภาพรับไว้ได้เชิงแม่เหล็ก 
เป็นศูนย์ (ภาพที่ 2.7ก) ตัวอย่างสารที่มีสภาพแม่เหล็กแบบแอนติเฟอร์โร และสภาพแม่เหล็กแบบนี้มีการ
เปลี่ยนแปลงพฤติกรรมของสภาพแม่เหล็กตามอุณหภูมิเช่นเดียวกับในกรณีของเฟอร์โร (ภาพที่ 2.7ข) กล่าวคือ 
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สารจะเปลี่ยนสภาพแม่เหล็กจากแบบแอนติเฟอร์โรเป็นสภาพแม่เหล็กแบบพาราเมื่อได้รับความร้อนที่อุณหภูมิ
สูงกว่าอุณหภูมินีล (Neel temperature) หรือ TN (ภาพที่ 2.7ค)  แร่ที่มีคุณสมบัติประเภทนี้ คือ ฮีมาไทต ์

 

 
ภาพที่ 2.7 สมบัติทางแม่เหล็กของสารที่มีสภาพแม่เหล็กแบบแอนติเฟอร์โรแมกนีติก โดยภาพ ก คือการ
จัดเรียงแบบสวนทางกันของโมเมนต์แม่เหล็กอันเกิดจากการสปินของอิเล็กตรอนใน  MnO ภาพ ข คือการ
เปลี่ยนแปลงของแมกนีไทเซชัน (M) เมื่อมีสนามแม่เหล็กจากภายนอก (H) ณ อุณหภูมิต่างๆ และภาพ ค คือ
การเปลี่ยนแปลงขอค่าสภาพรับไว้ทางแม่เหล็ก (Xm) เมื่อถึงอุณหภูมินีล (Sorop et al., 2004) 
 

2.2.5  กลุ่มแม่เหล็กแบบเฟอร์ริ (Ferrimagnetisms) เป็นสารทีมีโมเมนต์แม่เหล็กถาวรประกอบอยู่
ภายใน และมีทิศทางการเรียงตัวของโมเมนต์แม่เหล็กถาวรภายในโดเมนมีการเรียงในทิศทางตรงกันข้าม แต่มี
ขนาดไม่เท่ากัน จึงท าให้มีอ านาจแม่เหล็ก และค่าของสภาพรับไว้ได้เชิงแม่เหล็กเป็นบวก วัตถุที่มีคุณสมบัติ
ประเภทนี้ คือ สารประกอบจ าพวกเฟอร์ไรต์ มีสูตรทางเคมีคือ XOFe2O3 เมื่อ X คือ Mn  Co  Ni  Cu  Mg  
และ Zn เป็นต้น 

2.2.6  กลุ่มซุปเปอร์พาราแมกนีติก (superparamagnetic) คือ สารเฟอร์โรแมกนีติกที่มีขนาดเล็ก
ในระดับนาโนเมตร พลังงานของผนังโดเมนจะเสถียรเมื่อถึงค่าวิกฤติค่าหนึ่ง ส่งผลท าให้อนุภาคนาฏฯแม่เหล็ก
แบบเฟอร์โรแมกนีติกกลายเป็นโดเมนแม่เหล็กเดี่ยว (single domain) เรียกว่า สภาพแม่เหล็กแบบซุปเปอร์
พาราแมกนีติก ซึ่งสมบัติทางแม่เหล็กจะแปรปรวนตามอุณหภูมิ และจะแสดงสมบัติทางแม่เหล็กเมื่อได้รับ
สนามแม่เหล็กภายนอกเท่านั้น โดยความสัมพันธ์ระหว่างสนามแม่เหล็กภายนอก (H) กับค่าแมกนีไทเซชัน (M) 
ที่เกิดขึ้นในสารที่มีสภาพแม่เหล็กแบบต่าง ๆ แสดงดังภาพที่ 2.8 



10 

 
ภาพที่ 2.8 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าแมกนีไทเซชัน (M) กับสนามแม่เหล็กภายนอก (H) ของสารต่างๆ ที่
มีสภาพแม่เหล็กแบบไดอะแมกนีติก  พาราแมกนีติก  เฟอร์โรแมกนีติก และซุปเปอร์พาราแมกนีติก (Schüler, 
2008) 

2.2  การผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็ก 

การสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กโดยทั่วไปประกอบด้วย 2 กระบวนการได้แก่ กระบวนการ top-
down ซึ่งเป็นการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กจากการเปลี่ยนสสารที่มีขนาดใหญ่ให้เป็นอนุภาคในระดับ
นาโนเมตร กระบวนการ bottom-up เป็นการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กจากการรวมกันของอะตอม
หรือโมเลกุลกลายเป็นอนุภาคที่มีขนาดใหญ่ขึ้น โดยอาศัยการเกิดปฏิกิริยาเคมีของสารตั้งต้น และวิธีทาง
ชีวภาพ เช่น การอาศัยเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย์ในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนซิลิกา และยิปซัม การใช้เชื้อรา 
Fusarium oxysporum เพ่ือสังเคราะห์อนุภาคนาโนซิลเวอร์ (Christine B Flies et al., 2005; Husseiny et 
al., 2015) เป็นต้น (ตารางที่ 2.2)  

ปัจจุบันการผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กนิยมสังเคราะห์ด้วยวิธีทางเคมี เนื่องจากสามารถสังเคราะห์อนุภาค
นาโนแม่เหล็กได้ในปริมาณมาก ให้ผลผลิตไว และอนุภาคนาโนแม่เหล็กที่สังเคราะห์ได้ส่วนใหญ่มีขนาด
ใกล้เคียงกัน โดยการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กด้วยวิธีทางเคมี ได้แก่  

2.1.1  วิธี co-precipitation เป็นปฏิกิริยาแบบตกตะกอนร่วมของสารประกอบโลหะ ดังแสดงในสมการ
ที่ 1 โดยอาศัยการท าปฏิกิริยาระหว่างอิออนของเฟอร์รัสและเฟอร์ริกในอัตราส่วน 1 ต่อ 2 โมล ภายใต้ พีเอช 
ระหว่าง 8 ถึง 14 และปราศจากออกซิเจน เพ่ือป้องกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารตั้งต้นก่อนการ
ฟอร์มรูปร่างเป็นอนุภาคนาโนแม่เหล็กได้สารประกอบแมกนีไทท์เป็นสารผลิตภัณฑ์ โดยวิธีนี้มีข้อดี  คือ 
ประหยัดเวลา และขนาดอนุภาคที่ได้มีขนาดในระดับนาโนเมตร 

Fe2+  +  2Fe3+  +  8OH-     Fe3O4  +  4H2O............................................(1) 
 

2.2.2  วิธี sol-gel เป็นกระบวนการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กโดยอาศัยปฏิกิริยา hydroxylation 
และ ปฏิกิริยา condensation ของสารตั้งต้นในสารละลาย เริ่มจากกระบวนการเปลี่ยนของเหลวที่เรียกว่า 
โซล ผ่านปฏิกิริยา condensation ท าให้เกิดการรวมตัวกัน (polymerization) ของสารอนินทรีย์ที่ใช้เป็นสาร
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ตั้งต้น เกิดเป็นโครงสร้างสามมิติรูปตาข่ายของอิออนโลหะมีลักษณะเป็นของแข็งที่เรียกว่า เจล จากนั้นเมื่อให้
อุณหภูมิที่สูงขึ้นสารอินทรีย์ที่เป็นส่วนประกอบเหล่านั้นจะถูกเผาและสลายไป ท าให้เหลืออนุภาคนาโน
แม่เหล็กเป็นสารผลิตภัณฑ์ การสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กวิธีนี้เป็นที่นิยมมากในอุตสาหกรรมเซรามิก 
เนื่องจากสามารถควบคุมขนาดและรูปร่างของอนุภาคได้โดยอาศัยการควบคุมอุณหภูมิในการเผา 

2.2.3  วิธี polyol เป็นกระบวนการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กโดยใช้สาร polyol เช่น สารโพลีเอที
ลีนไกลคอล (polyetheyleneglycol) ซึ่งสามารถละลายได้ดีในตัวท าละลายอนินทรีย์ เนื่องจากสารเหล่านี้มี
ค่าคงที่ไดอิเล็กทริกสูง (high dielectric constant) เมื่อเพ่ิมความร้อนถึงจุดเดือดของสารในระหว่างการท า
ปฏิกิริยา สารตั้งต้นที่เป็นพวกอิออนของโลหะจะเกิดการฟอร์มตัวกันเป็นสารสารมัธยันตร์ (intermediate) 
อยู่ในกลุ่มของไดออล (diol) แล้วถูกรีดิวซ์เป็น metal nuclei จากนั้นเกิด nucleate เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาจะได้
อนุภาคโลหะเกิดขึ้นที่มีขนาดอนุภาคระดับ sub-micrometer  
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ตารางท่ี 2.2 แบคทีเรียที่สังเคราะห์อนุภาคโลหะในระดับนาโนเมตร (Bazylinski and Frankel, 2003) 

 
 ND = not determined 
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2.2.4  วิธี Flow injection เป็นกระบวนการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กที่มีการกระจายตัวของ

ขนาดอนุภาคในช่วง 2–7 นาโนเมตร ซึ่งวิธีนี้สามารถผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กได้ในปริมาณมาก โดยการฉีด
พ่นสารผ่านเข้าไปยัง matrixes ชนิดต่างๆ ขณะที่ matrix เกิดการหมุน (confinement) เช่น emulsion เป็น
ต้น 

2.2.5  วิธี Electrochemical เป็นกระบวนการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กโดยการใช้กระแสไฟฟ้า
เข้ามาช่วยในการควบคุมขนาดของอนุภาค โดยที่กระแสไฟฟ้าที่ปล่อยเข้ ามาจะท าให้เกิดปฏิกิริยาเคมีกับอิ   
ออนของโลหะในสารละลายเกิดเป็นอนุภาคนาโนแม่เหล็ก การสังเคราะห์โดยวิธีนี้นิยมใช้เตรียมอนุภาค
แม่เหล็กแมกนีไททแ์ละฮีมาไทท์ 

2.2.6  วิธี Aerosol/Vapor เป็นกระบวนการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กโดยการพ่นสารละลายเกลือ
ของโลหะ และตัวรีดิวซ์ ผ่านลงไปท าปฏิกิริยากันแล้วเกิดการควบแน่น จากนั้นระเหยสารตัวท าละลายออกให้
แห้งแล้วเกิดผลึกอนุภาคนาโนแม่เหล็กท่ีมีขนาดอนุภาคในช่วง 5–60 นาโนเมตร 

2.2.7 วิธี Sonolysis เป็นกระบวนการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กโดยการแยกสลายสารจ าพวก 
organometallic ในสารละลายโดยใช้ความร้อน หรืออาศัยการสั่นของคลื่นเสียงความถ่ีสูงเพื่อเป็นการควบคุม
ขนาดของอนุภาค 

2.2.8 วิธี Hydrothermal เป็นกระบวนการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กโดยอาศัยการเกิดปฏิกิริยา 
hydrolysis ปฏิกิริยา oxidation หรือ ปฏิกิริยา neutralization ของสารตั้งต้นที่อุณหภูมิสูงถึง 200 องศา
เซลเซียสและใช้ความดันสูง 2000 psi ในการเร่งปฏิกิริยาในระบบ  

แม้การสังเคราะห์ทางเคมีจะให้ผลผลิตค่อนข้างสูง แต่ยังมีข้อจ ากัดคือ ในการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีจะได้
สารผลิตภัณฑ์ร่วม และยังมีสารตั้งต้นเหลือจากปฏิกิริยา ซึ่งท าให้เกิดการปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมได้ 
นอกจากนั้นสมบัติของอนุภาคนาโนแม่เหล็กที่ได้มีขนาด และรูปทรงไม่คงที่ การกระจายตัวไม่ดี หากน าไป
ประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์อาจเกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ได้ (Komeili, 2007) ดังนั้นการศึกษาในปัจจุบันจึง
มุ่งศึกษาเกี่ยวกับแหล่งของอนุภาคนาโนแม่เหล็กทางชีวภาพที่ได้จากสังเคราะห์จากแบคทีเรีย เพ่ือความ
ปลอดภัยทั้งต่อสิ่งมีชีวิต สิ่งแวดล้อม และการพัฒนาสู่การประยุกต์ใช้ต่อไปในอนาคต (Han et al., 2007) 
โดยทั่วไปแบคทีเรียสามารถสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กได้ 2 วิธี คือ การสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็ก
ภายนอกเซลล์  (extracellular synthesis) เรียกว่า biologically Induced Mineralization (BIM) เช่น 
แบคทีเรียสายพันธุ์ Shewanella oneidensis เกิดปฏิกิริยา co-precipitation ระหว่างอิออนของเฟอร์ริก 
กับ อิออนของเฟอร์รัส ในสภาวะเป็นด่างรอบ ๆ เซลล์ ท าให้เกิดอนุภาคนาโนแม่เหล็กชนิดแมกนีไทท์
(Komeili, 2007) ดังภาพที่ 2.9 และการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กภายในเซลล์ (intracellular) หรือ
เรียกว่า biologically Control Mineralization (BCM) แบคทีเรียหลายชนิดสามารถสังเคราะห์อนุภาคนาโน
แม่เหล็กชนิดแมกนีไทท์และกริไกรต์ได้ (ตารางที่ 2.3) โดยบรรจุอยู่ในถุงแมกนีโตโซมซึ่งเป็นถุงที่มีเยื่อหุ้มอยู่ใน
ออร์แกแนล ซึ่งโดยทั่วไปมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 7.5–120 นาโนเมตร (ดังแสดงในภาพที่ 2.10) 
(Komeili, 2007; Yan et al., 2017) โดยจะเรียกแบคทีเรียที่สังเคราะห์แมกนีโตโซมเรียงกันอย่างเป็นระเบียบ
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ภายในเซลล์ และมีพฤติกรรมตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กได้ดีว่า แมกนีโตแทกติกแบคทีเรีย (magnetotactic 
bacteria) ส่วนแบคทีเรียที่สังเคราะห์แมกนีโตโซมภายในเซลล์ได้ แต่แมกนีโตโซมไม่มีการเรียงอย่างเป็น
ระเบียบ และไม่มี/มีการตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กต่ า จะถูกจัดอยู่ในกลุ่มแบคทีเรียที่ผลิตอนุภาคนาโน
แม่เหล็กได้ หรือเรียกว่า Magnetic producing bacteria (Atlas, 2010; Blakemore and Wolfe, 1984; 
Jacob and Suthindhiran, 2016; Lin et al., 2011) 

 

 
 

ภาพที่ 2.9 Biologically Induced Mineralization (BIM) ของ Shewanella oneidensis โดยภาพ ก คือ
ลักษณะการตกตะกอนของแมกนีไทท์รอบ ๆ เซลล์ และภาพ ข คือภาพขยายของอนุภาคนาโนแม่เหล็กแบบ
แมกนีไทท์ ซ่ึงศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Zablotskii et al., 2001) 

 

 
 

ภาพที่ 2.10 Biological Control Magnetite (BCM) ในแมกนีโตแทกติกแบคทีเรียที่แยกได้จากทะเลสาป 
Caspian โดยลูกศรแสดงแมกนีโตโซมภายในเซลล์ ซึ่งศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Liu 
et al., 2006) 
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2.3  แมกนีโตแทกติกแบคทีเรีย 

แมกนีโตแทคติกแบคทีเรีย คือ กลุ่มแบคทีเรียที่สามารถผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กที่มีขนาด 1100 นา
โนเมตร โดยจะถูกบรรจุอยู่ภายในถุงแมกนีโตโซม และมีการเคลื่อนที่ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กภายนอก 
แบคทีเรียดังกล่าวส่วนใหญ่จัดอยู่ในอาณาจักรโปรคาริโอต เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ที่มีรูปร่างหลายแบบ เช่น 
รูปร่างกลม (coccoil) แบบท่อน (rodid) แบบท่อนโค้ง (vibrioid) และแบบเกลียว (spirillum) มีทั้งเซลล์
เดี่ยว และหลายเซลล์ (ภาพที่ 2.11) (Liu et al., 2006; Peigneux et al., 2016) การเคลื่อนที่ของแบคทีเรีย
กลุ่มนี้จะอาศัยแฟกเจลลา (flagella) ที่ช่วยให้เซลล์เคลื่อนที่ไปข้างหน้าได้ ในปีคริสศักราช 1975 Richard 
Blakemore แ ล ะค ณ ะ  ได้ ค้ น พ บ แ ม ก นี โต แ ท ค ติ ก แ บ ค ที เรี ย ช นิ ด แ รก คื อ  Magnetospirillum 
magnetotacticum และ Magnetospirillum Aquaspirillum (Schüler et al., 1995) แบคทีเรียกลุ่มนี้มี
สมบัติเฉพาะที่ส าคัญ คือสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็ก ขนาด 30–120 นาโนเมตรอยู่ภายในแมกนีโตโซม 
ซึ่งมีจ านวน 1 ถึง 100 อนุภาคต่อเซลล์และมีการเรียงตัวทั้งแบบกระจายและเป็นสายในไซโตพลาสซึมตาม
แนวสนามแม่เหล็กโลก (ภาพที่ 2.12) การมีแมกนีโตโซมในเซลล์จะกระตุ้นให้แบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถเคลื่อนที่
ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กโลกได้ทั้งขั้วเหนือ (north seek) และ/หรือขั้วใต้ (south seek) ขึ้นอยู่กับแหล่งที่
อาศัย โดยพฤติกรรมการเคลื่อนที่ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กโลกนี้เรียกว่า แมกนีโตแทกซิส (magnetotaxis) 
(Lefèvre and Wu, 2013; Lins and Bazylinski, 2009) เนื่องจากข้อมูลเรื่องหน้าที่ของแมกนีโตโซมยังไม่
ปรากฏชัดเจน แต่ปัจจุบันนี้เป็นที่ยอมรับว่าแมกนีโตโซมในเซลล์แบคทีเรียดังกล่าวท าหน้าที่ในการกระตุ้นให้
แบคทีเรียเคลื่อนที่ไปยังบริเวณที่มีสารอาหาร (chemotaxis) ออกซิเจน (aerotaxis) และแสง (phototaxis) 
ที่เหมาะสมต่อการเจริญ (Polyakova and Zablotskii, 2005) นอกจากแบคทีเรียที่สามารถเคลื่อนที่ได้แล้ว 
ปัจจุบันยังพบว่า มีแมกนีโตแทกติกแบคทีเรียอีกชนิดที่สามารถผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กภายในเซลล์ได้ แต่ไม่
สามารถเคลือ่นที่ได้ ซึ่งเรียกว่า Magnetic bacteria (MB) (Elena et al., 2017) 
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ภาพที่ 2.11 ลักษณะรูปร่างของเซลล์แบคทีเรียแมกนีโตแทกติก (Sakaguchi et al., 1996) 
 

 
 

ภาพที่ 2.12 ลักษณะแมกนีโตโซมเรียงต่อเป็นสายตามแนวสนามแม่เหล็ก จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องผ่าน โดย  N = แม่เหล็กข้ัวเหนือ S = แม่เหล็กข้ัวใต ้(Molcan et al., 2017) 
 

2.4  แมกนีโตโซม  

แมกนีโตโซมเป็นโครงสร้างที่มีลักษณะเฉพาะและพบในแบคทีเรียจ าพวกนี้เท่านั้น ซึ่งมีลักษณะเป็นถุงที่
เกิดจากเยื่อหุ้มเซลล์ที่เว้าเข้ามาภายใน มีผลึกของเหล็กจัดเรียงตัวกันอย่างเป็นระเบียบภายในเซลล์แบคทีเรีย 
(ภาพที่ 2.13) ผลึกดังกล่าวเป็นผลึกแม่เหล็กโดเมนเดี่ยว ซึ่งแม่เหล็กมีสมบัติเป็นซุปเปอร์พาราแมกนีติก
เนื่องจากประกอบด้วยคริสตัลออกไซด์ของเหล็กที่มีขนาดเล็กประมาณ 30–120 นาโนเมตร โดยเรียกว่า 
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แมกนีไทท์ หรือ ซัลไฟด์ของเหล็ก เรียกว่า กริไกรท์ จากรายงานพบว่าแมกนีโตแทกติกแบคทีเรียทั้งหมดที่
เพาะเลี้ยงได้ในปัจจุบันสังเคราะห์ได้เพียงแมกนีไทท์ เท่านั้น ยังไม่พบรายงานถึงแบคทีเรียที่สังเคราะห์ กริ
ไกรท์ ได้ (Wolfe et al., 1987) ลักษณะส าคัญของผลึกแมกนีไทท์ที่สังเคราะห์จากแมกนีโตแทกติกแบคทีเรีย
คือ รูปร่าง ขนาด และองค์ประกอบทางเคมีคงที่ และจ าเพาะต่อแบคทีเรียแต่ละชนิด (Prozorov, 2015) ดัง
ภาพที่ 2.14 ขณะเดียวกันก็มีการกระจายตัวที่ดี เมื่อเปรียบเทียบกับอนุภาคนาโนแม่เหล็กที่ได้จากการ
สังเคราะห์ด้วยวิธีทางเคมี (Song et al., 2008) 

 

 
 

ภาพที่ 2.13 องค์ประกอบของแมกนีโตโซม โดย M = Magnetite, MM = magnetosome membrane 
(Blakemore et al., 1979) 

 

 
 
ภาพที่ 2.14 ความหลากหลายทางรูปร่างและขนาดของแมกนีโตโซมที่มีความจ าเพาะในแมกนีติกแบคทีเรียแต่
ละชนิด โดยภาพ a e f h I j คือแมกนีโตโซมผลึกรูปปริซึมยาว (elongated prisms) ภาพ b คือ ผลึกทรง
ลูกบาศก์แปดเหลี่ยม (cuboid-octahedral) และภาพ c d และ g คือ ผลึกรูปกระสุน (bullet-shape) การ
เรียงตัวของผลึกเป็นสายอาจมีตั้งแต่หนึ่งสายถึงหลายสายต่อเซลล์ (Jogler et al., 2009) 
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ถึงแม้ว่ากลไกการสังเคราะห์แมกนีโตโซมในเซลล์ของแบคทีเรียกลุ่มนี้ยังไม่มีการระบุชัดเจนเนื่องจากมี

ความซับซ้อนของกลุ่มยีนควบคุม แต่ก็มีการสัณนิษฐานคร่าว ๆ ว่า การเกิดแมกนีโตโซมเกิดได้โดย 4 
กระบวนการ ดังนี้  

2.4.1  Membrane biologenesis คือ การสร้างเยื่อหุ้มแมกนีโตโซม โดยการม้วนของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นใน 
(inner membrane) เป็นถุง  

2.4.2  Magnetosomal iron uptake คือ การล าเลียงอิออนของเหล็กเข้าสู่ถุงแมกนีโตโซม  
2.4.3  Biomineralization คือ การสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กภายในถุงแมกนีโตโซม 
2.4.4  Chain formation คือ การเรียงตัวของแมกนีโตโซมเป็นสายภายในเซลล์  

ทั้งนี้อิออนของเฟอร์ริก และเฟอร์รัส จะถูกน าเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียและสะสมในถุงแมกนีโตโซม
ด้วยวิธีการล าเลียงสารผ่านเยื่อหุ้มเซลล์แบบใช้พลังงาน (Active transport) โดยอาศัยโปรตีน ferritin จน
ความเข้มข้นของอิออนของเหล็กในเซลล์มีประมาณ 4 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้ง (Faivre and Schuler, 
2008; Mackenzie et al., 2008) ขณะเดียวกันได้มีการเว้าเข้าของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในกลายเป็นถุงแมกนีโต
โซม ซึ่งเรียกข้ันตอนดังกล่าวว่าเป็นการเริ่มการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กข้ันที่ 1 ด้วยเหตุนี้เยื่อหุ้มแมกนี
โตโซมจึงมีองค์ประกอบเป็นไขมันสองชั้นเหมือนเยื่อหุ้มเซลล์ (ภาพที่ 2.15ก-ง) กระบวนการที่ 2 เป็นการ
ล าเลียงอิออนของเหล็กผ่านเยื่อหุ้มแมกนีโตโซม (magnetosome membrane) เข้าสู่ถุงแมกนีโตโซม โดยการ
ท างานของ transmembrane protein ซึ่ ง ในแบคที เรีย  Magnetospirillum magneticum มี โปรตีน 
MamA ในการท าหน้าที่ล าเลียงอิออนของเหล็กเข้าถุงแมกนีโตโซม ส่วนในแบคทีเรีย Magnetospirillum 
gryphiswaldense มีโปรตีน cation diffusion facilitor (CDF) ที่ช่วยในการล าเลียงเหล็กเข้าสู่ถุงแมกนีโต
โซม ซึ่งมี 2 ชนิด คือ MamB และ MamM กระบวนการที่ 3 เป็นการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของอิออนของ
เหล็กขึ้นในเยื่อหุ้มแมกนีโตโซมพร้อมกันในหลายจุด (ภาพที่ 2.15จ) ดังสมการที่ (2) อนุภาคนาโนแม่เหล็ก
โดเมนเดี่ยวที่ได้มีขนาดประมาณ 30–120 นาโนเมตร หากเล็กกว่า 30 นาโนเมตรจะไม่แสดงสมบัติการ
ตอบสนองต่อขั้วแม่เหล็ก แต่หากใหญ่เกิน 120 นาโนเมตร จะมีสมบัติเป็นเฟอร์โรแมกนีติก ที่มีหลายโดเมน 
(Jun et al., 2006)  

Fe2+ + 2Fe3++ 4H2O                      Fe3O4 + 8H+.................................................. (2) 

จากสมการ 2 โปรตีน Mms6 ท าหน้าที่ควบคุมการเกิดอนุภาคนาโนแม่เหล็กที่จ าเพาะต่อสภาวะที่
ไม่มีออกซิเจน (anoxic) หรือมีออกซิเจนเพียงเล็กน้อย (microoxic) เนื่องจากออกซิเจนที่สูงเกิน 6 เปอร์เซ็นต์ 
จะยับยั้งการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็ก ซึ่งอาจท าให้ขนาดของอนุภาคเล็ก หรือรูปร่างผิดปกติ 
นอกจากนั้นยังมีโปรตีน MamGFDC และโปรตีน MamN ที่ควบคุมขนาดของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก และ
ควบคุมการส่งไฮโดรเจนอิออน จากแมกนีโตโซมออกนอกเซลล์เพื่อป้องกันความเป็นพิษของสภาวะกรดที่สูงต่อ
เซลล์ เนื่องจากขบวนการออกซิเดชันท าให้อิออนของไฮโดรเจน (H+) ออกมา 8 โมเลกุลต่อแมกนีไทท์ 1 
โมเลกุล ดังนั้นในสภาวะแวดล้อมของการเจริญจ าเป็นต้องมีบัฟเฟอร์ควบคุมค่า พีเอช ให้คงที่ ซึ่งท าให้ไม่เป็น
พิษต่อเซลล์ กระบวนการที่ 4 เป็นการเรียงตัวของแมกนีโตโซมเป็นสาย ซึ่งส าคัญต่อพฤติกรรมการตอบสนอง
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ต่อสนามแม่เหล็ก เนื่องจากช่วยให้มีความแรงแม่เหล็กมากพอที่จะควบคุมให้เซลล์ตอบสนองต่อทิศทางของ
สนามแม่เหล็ก โดยมีโปรตีนที่ส าคัญ 2 ชนิด คือ โปรตีน MamK ซ่ึงท าหน้าที่ควบคุมการเกิด แมกนีโตโซมฟิลา
เมนต์ (magnetosome filament; MF) เป็นเส้นพาดยาวตามแนวเซลล์ (ดังภาพที่ 2.16) และโปรตีน MamJ 
ท าหน้าที่ยึดแมกนีโตโซมกับ MF (ภาพท่ี 2.17) 

 

 
 

ภาพที่ 2.15 การเกิดแมกนีโตโซมในแบคทีเรีย Magnetosopirillum โดยภาพ ก เป็นการเว้าเข้าของเยื่อหุ้ม
เซลล์ชั้นในเป็นถุงแมกนีโตโซม ส าหรับภาพ ข และ ค เป็นการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กในถุงแมกนีโต
โซม ภาพ ง เป็นแมกนีโตโซมที่สมบูรณ์ และภาพ จ แสดงต าแหน่งการสังคราะห์แมกนีโตโซมสามารถเกิดขึ้น
พร้อม ๆ กันในหลายต าแหน่ง (Komeili et al., 2006)  
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ภาพที่ 2.16 ภาพจ าลองกลไกการสังเคราะห์แมกนีโตโซม และโปรตีนที่เกี่ยวข้อง (Arakaki et al., 2016) 

 
 

ภาพที่ 2.17 ภาพจ าลองโปรตีนที่เกี่ยวข้องในขั้นตอนการจัดเรียงตัวของแมกนีโตโซมในกลไกการสังเคราะห์
แมกนี โตโซมของแบคที เรีย  M. gryphiswaldense ซึ่ งเกี่ ยวข้องกับ  MamJ (สีแดง), magnetosome 
vesicles (MV, สีเหลือง) และ magnetosome filaments (MF, สีเขียว) โดยภาพ ก คือผลึกแมกนีไทท์ (สี
ด า) ก าลังถูกสังเคราะห์ในถุงแมกนีโตโซมที่ยึดบน  MF  ภาพ ข คือแมกนีโตโซมที่สมบูรณ์  (mature 
magnetosome) เรียงตัวเป็นสายโดยการท างานร่วมกันของ MamJ และ MF (โปรตีน MamK) และภาพ ค 
และ ง คือ M. gryphiswaldense สายพันธุ์ที่ขาดโปรตีน MamJ ท าให้ MV ไม่ยึดเป็นแนวกับ MF และเมื่อ
เกิดแมกนีโตโซมท่ีสมบูรณ์ จะจับกลุ่มกันซึ่งอาจขาดสมบัติ magnetism (Scheffel et al., 2006) 
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2.5  ความหลากหลายของแมกนีโตแทคติกแบคทีเรีย  

โดยทั่วไปพบแมกนีโตแทกติกแบคทีเรียประมาณ 105–106 เซลล์ต่อมิลลิตร ในบริเวณรอยต่อของการมี
และไม่มีออกซิเจน (oxic-anoxic transition zone, OATZ) เช่น รอยต่อระหว่างน้ ากับดินตะกอนในน้ าจืด
และน้ าเค็ม (Bazylinski et al., 2012) แบคทีเรียกลุ่มนี้มีความหลากหลายทั้งรูปร่าง สรีรวิทยา และสายพันธุ์ 
โดยพบว่าทุกสายพันธุ์จัดอยู่ ในกลุ่ม Nitrospira และ Proteobacteria เช่น  แบคที เรียคลาส delta-
Proteobacteria  gamma-Proteobacteria และส่วนใหญ่จัดอยู่ในคลาส alpha-Proteobacteria ซึ่งใกล้ชิด
กับแบคทีเรียในกลุ่ม Photosynthetic  Nonsulfur purple bacteria ที่สามารถสร้าง intracytoplasmic 
membrane จ ากสม บั ติ ข้ อนี้ จึ งอ าจ เป็ น ไป ได้ ว่ าห าก เลี้ ย งแบ คที เรี ย กลุ่ ม  Non-magnetotactic  
Photosynthetic bacteria และ Nonsulfur purple bacteria ในสภาวะที่มีธาตุเหล็กปริมาณสูงเชื้อดังกล่าว
อาจถูกกระตุ้นให้มีการสร้างแมกนีโตโซมในเซลล์แบคทีเรียได้ (Yan et al., 2013)  

ปัจจัยการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กชนิดแมกนีไทท์ และ/หรือ กริไกรท์ ของแมกนีโตแทกติก
แบคทีเรีย ขึ้นอยู่กับตัวรับอิเล็คตรอนตัวสุดท้ายในขบวนการหายใจ แบคทีเรียกลุ่มที่สังเคราะห์แมกนีไทท์ จะ
อยู่บริเวณ OATZ ซึ่งไม่มีออกซิเจน ส่วนกลุ่มที่สังเคราะห์กริไกรท์ จะพบบริเวณที่มีธาตุซัลไฟด์และไม่มี
ออกซิเจน (anoxic sulfide zone) โดยซัลไฟด์จะถูกใช้เป็นตัวรับอิเลกตรอนตัวสุดท้ายพบในแบคทีเรียน้ าเค็ม 
(Wenbing et al., 2007) แต่อย่างไรก็ตาม นอกจากการสังเคราะห์อนุภาคนาโนที่ ไม่อาศัยออกซิเจนแล้ว ยัง
พบว่าแมกนีโตแทกติกแบคทีเรียบางชนิดสามารถใช้ออกซิเจนและสารประกอบไนไตร์ เป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัว
สุดท้ายในขบวนการหายใจ เช่น แบคทีเรียสายพันธุ์ Desulfovibrio magneticus ดังนั้นจึงมีความหลากหลาย
ในสภาวะที่เหมาะสมของแมกนีโตแทกติกแบคทีเรีย ปัจจุบันมีรายงานเกี่ยวกับแมกนีโตแทคติกแบคทีเรียเพียง
ไม่กี่ชนิดที่สามารถเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการได้ (ตารางที่ 2.3) ดังนั้นความหลากหลายของแบคทีเรียกลุ่มนี้
จึงศึกษาจากสารพันธุกรรม 16S rRNA โดยสกัดจากตัวอย่างดินตะกอนโดยตรง (Lefèvre et al., 2014) 

2.6  ปัจจัยท่ีส่งผลต่อการเจริญและการสร้างอนุภาคนาโนแม่เหล็ก 

ปัจจัยส าคัญที่ส่งผลต่อการเจริญและการสร้างอนุภาคนาโนแม่เหล็กภายในเซลล์ของแบคทีเรียกลุ่มนี้ มี
หลายปัจจัย ได้แก่ อุณหภูมิ ค่าพีเอชของน้ า และปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ า โดยทั่วไปอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการเจริญของแมกนีโตแทกติกแบคทีเรีย มักอยู่ในช่วงอยู่ในช่วง 18–35 องศาเซลเซียส โดยมีค่าพี
เอชของน้ าประมาณ 5.2–7.5 มากไปกว่านั้นปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ าควรอยู่ในช่วง 0.2–6 เปอร์เซ็นต์
เท่านั้น เนื่องจากแบคทีเรียกลุ่มนี้ส่วนใหญ่จัดเป็นสิ่งมีชีวิตที่เจริญได้ในสภาวะที่มีปริมาณออกซิเจนต่ า 
(microaerophillic bacteria) และบางชนิดเป็นแบคทีเรียที่ ไม่ต้องการออกซิเจน (anaerobic bacteria) 
อาหารที่ใช้ในห้องปฏิบัติการที่สามารถเพาะเลี้ยงแมกนีโตแทคติกแบคทีเรียได้ส าเร็จนั้นส่วนใหญ่มักใช้อาหารที่
ประกอบไปด้วยแหล่งพลังงานที่ส าคัญจากสารเคมี (ปริมาตรรวม 100 มิลลิลิตร) ซ่ึงประกอบไปด้วย 

2.6.1  สารที่ใช้เป็นแหล่งธาตุเหล็ก ได้แก่ สารละลายเฟอริกควิเนท (ferric quinate) โดยทั่วไปใช้
ประมาณ 2–30 ไมโครโมลาร์ 
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2.6.2  กรดอินทรีย์ ในการเป็นแหล่งคาร์บอน ได้แก่ กรดทาร์ทาริก (tartaric acid) กรดซักซินิก 

(succinic acid) กรดฟูมาริก (fumaric acid) กรดมาลิก (malic acid) กรดแลกติก (lactic acid) กรดไพรูวิก 
(pyruvic acid) กรดออกซาลิก (oxaloacetic acid) กรดมาโลนิก (malonic acid) กรดเบต้าไฮดรอกซีบิวที
ริก (beta-hydroxybutyric acid) และกรดมาลิก (maleic acid) ปริมาณแหล่งคาร์บอนที่ใช้มักอยู่ในช่วง 
10–1000 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร  

2.6.3  วิตามิน หรือ vitamin elixir ซึ่งเป็นจัดเป็นโคเฟกเตอร์ที่จ าเป็นที่ช่วยให้แบคทีเรียดังกล่าว
สามารถผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กภายในเซลล์ได้ โดยปริมาณของวิตามินส่วนใหญ่อยู่ในช่วง 0.25–2 มิลลิลิตร
ต่อปริมาตรรวม 100 มิลลิลิตร 

2.6.4  แร่ธาตุ หรือ mineral elxir ปริมาณ 0.25–2 มิลลิลิตรต่อปริมาตรรวม 100 มิลลิลิตร (Prozorov 
et al., 2013) 

2.6.5  แหล่งไนโตรเจน ได้แก่แอมโมเนียมคลอไรด์ หรือ แอมโมเนียมไนเตรท ปริมาณ 1–100 มิลลิกรัม
ต่อปริมาตรรวม 100 มิลลิลิตร  

2.6.6  ตัวให้อิเล็กตรอน (reducing agent) ได้แก่ กรดแอซีติก 2–100 มิลลิกรัม สารละลายโซเดียมไทโอ
ไกลโคเลท (Sodium thioglycolate) 2.5–50 มิลลิกรัม และฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1–5 มิลลิโมลาร์ เป็น
บัฟเฟอร์เนื่องจากในกลไกการสังเคราะห์แมกนีโตโซมจะเกิด ไฮโดรเนียมอิออนซึ่งเป็นกรดอาจมีผลท าให้พีเอช
ของอาหารต่ าลงจนเป็นพิษต่อเซลล์แบคทีเรีย (Zhu et al., 2010) 

ส าหรับการแยกบริสุทธิ์แบคทีเรียกลุ่มแมกนีโตแทกติกเบื้องต้นนิยมแยกและเพ่ิมจ านวนโดยการล่อด้วย
แม่เหล็ก เนื่องจากแบคทีเรียมีสมบัติการตอบสนองต่อสนามแม่เหล็ก (ภาพที่ 2.18) จากนั้นจึงล้างตะกอน
เซลล์บนกระดาษกรองแล้วเลี้ยงลงในอาหารโดยการฉีดผ่านจุกยาง และเลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสมดังกล่าวมา
ข้างต้น (Bazylinski and Schübbe, 2007; Kimura, 1980; MEYER and JONES, 1973) 

 

 
 
ภาพที่ 2.18 การแยกแมกนีโตแทกติกแบคทีเรียจากตัวอย่างดินตะกอนด้วยแม่เหล็ก (Jogler et al., 2009) 
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2.7  การใช้ประโยชน์จากแบคทีเรียที่ผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็ก 

เนื่องจากอนุภาคนาโนแม่เหล็กภายในแมกนีโตโซมมีขนาด 30–120 นาโนเมตร ช่วยให้มีพ้ืนที่
ผิวสัมผัสต่อปริมาตรสูง อีกท้ังยังมีมีสมบัติความเป็นแม่เหล็กท่ีมีการกระจายตัวได้ดีในสารละลาย และสามารถ
เปลี่ยนแปลงพ้ืนผิวให้มีความจ าเพาะต่อสารชีวโมเลกุลได้ง่ายเพราะอนุภาคถูกห่อหุ้มด้วยเยื่อหุ้มที่มีสมบัติ
เหมือนเยื่อหุ้มเซลล์ ดังนั้นอนุภาคนาโนแม่เหล็กจากแบคทีเรียจึงได้รับความสนใจน ามาพัฒนาเพ่ือประยุกต์ใน
งานด้านต่าง ๆ ดังนี้ 

2.7.1  ด้านการแพทย์ ได้มีการน าแมกนีโตโซมมาพัฒนาเพ่ือรักษาผู้ป่วยโรคมะเร็งด้วยวิธี magnetic 
particle hyperthermia (MPH) (Alphandéry, 2014; Xie et al., 2009) ซึ่ ง เป็ น การใช้ อนุ ภ าคนาโน
แม่เหล็กท่ีถูกเคลือบด้วยสารชีวโมเลกุลหรือสารที่จ าเพาะกับเซลล์มะเร็งแล้วน าเข้าสู่ร่างกาย และถูกเหนี่ยวน า
ให้เกิดความร้อนเฉพาะจุด โดยมีอุณหภูมิประมาณ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 30 นาที เพื่อท าลาย
เซลล์มะเร็งอย่างจ าเพาะต่อเซลล์เป้าหมาย 

2.7.2  ด้านสิ่งแวดล้อม เนื่องจากแมกนีโตแทกติกแบคทีเรียสามารถน าโลหะเหล็กเข้าสู่เซลล์ และเก็บ
สะสมในรูปแมกนีไทท์ หรืออนุภาคนาโนแม่เหล็กชนิดอ่ืนในแมกนีโตโซม แบคทีเรียดังกล่าวจึงได้รับความสนใจ
ในการน ามาใช้ลดการปนเปื้อนโลหะในแหล่งน้ า เนื่องจากสามารถแยกเซลล์ได้ง่าย ใช้ต้นทุนต่ าเมื่อเทียบกับวิธี
บ าบัดน้ าเสียทางชีวภาพอ่ืน ๆ และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมเพราะในกระบวนการไม่มีการใช้สารเคมี เช่น
การศึกษาสมดุลการดูดซับอิออนของทอง และอิออนของทองแดง ด้วยเชื้อแมกนีโตแทกติกแบคทีเรียที่แยกได้
จากแหล่งน้ า (Song et al., 2007) ซึ่งพบว่าแบคทีเรียดังกล่าวสามารถดูดซับอิออนของทอง และอิออนของ
ทองแดง ได้ในช่วงพีเอชค่อนข้างกว้าง ประมาณ 1.0–5.5 และ 2.0–4.5 ตามล าดับ ที่อุณหภูมิประมาณ 25–
30 องศาเซลเซียส ประสิทธิภาพในการดูดซับอิออนดังกล่าวต่อน้ าหนักแห้งของแบคทีเรีย 1 กรัม มีค่าถึง 
505.2 มิลลิกรัม และ 493.1 มิลลิกรัม ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาประสิทธิภาพการก าจัดอิออนของ
ทอง ของแบคทีเรีย Stenotrophomonas sp. ในน้ าทิ้งซึ่งมีค่าความสามารถดูดซับอิออนของทองและ
ทองแดงเท่ากับ 506 369 และ 308 มิลลิกรัมต่อกรัมของน้ าหนักแห้ง ตามล าดับ (Song et al., 2008) 
นอกจากนี้ได้มีการศึกษาความสามารถในการก าจัด Tolilite (VI) จากน้ าทิ้งอุตสาหกรรมอัลลอยด์ด้วย
แบคทีเรียแมกนีโตแทกติกชนิด Magnetospirillum magneticum (Lohße et al., 2011; Wang et al., 
2013) พบว่าแบคทีเรียดังกล่าวสามารถดูดซับ tellulite และสังเคราะห์เป็นอนุภาค tellulium เก็บไว้ภายใน
เซลล์ ควบคู่กับการสังเคราะห์แมกนีโตโซม และสามารถแยกเซลล์แบคทีเรียจากน้ าได้ง่ายด้วยแม่เหล็ก 
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ตารางท่ี 2.3 แมกนีโตแทกติกแบคทีเรียที่สามารถเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ (Bazylinski and Schübbe, 2007) 

Magnetotactic bacteria Sources 
Morphology Magnetosome 

distribution 
particle 
types 

Note 
Cells Magnetosomes 

Magnetospirillum magneticum strain MS-
1 

Fresh water (pond) spirillum Cubo-octahedra In chain Fe3O4 Blakemore, 1975 

M. gryphiswaldense MSR-1 Fresh water (lake) spirillum Hexahedal prism In chain Fe3O4 Schleifer et al., 1991 
M. magneticum strain AMB-1 Fresh water (pond) spirillum Hexahedal prism In chain Fe3O4 Matsunaga et al., 1991 
Candidatus magnetobacterium 
bavaricum 

Fresh water Rod-sharp - -  Lin et al., 2011 

RS-1 Marine Rod-shaped Hexahedal prism - Fe3S4 
Bazylinski et al., 1995; 

Mann et al., 1990 
HM-1 Fresh water (pond) Rod Not known In chain Iron oxide Wei et al., 1994 
MV-4 Marine spirillum Hexahedal prism In chain Fe3S4 Mann et al., 1990 
DMW-1 Dye mill wastewater Rod Spheroid Irregular Iron oxide Goa et al., 2004 
MC-1 Marine      
Desulfovibrio magneticus strain RS-1 
Candidatus magnetoglobus 
multicellularis 

Marine      

DMW-1 Dye-mill wastewater rod Spheroid Irregular Iron oxide Goa et al., 2004 

HMB-1 Tieshan iron ore Cocci, rod 
Spheroid, rectangle or  

triangle 
Irregular  Iron oxide Liu et al., 2006 
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2.8  งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

จากการศึกษาข้อมูลในฐานข้อมูลที่รวบรวมผลงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการจัดกลุ่มและการจัดล าดับนิวคลี
โอไทด์ของแมกนีโตแทกติกแบคทีเรียที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ ในห้องปฏิบัติการ (Yan et al., 2012) และ
แบคทีเรียที่เจริญได้ตามธรรมชาติ ซึ่งงานวิจัยต่าง ๆ ได้จ าแนกแบคทีเรียดังกล่าวออกโดยอาศัยการจัดล าดับ
หมวดหมู่ของล าดับนิวคลีโอไทด์โดยอาศัยความแตกต่างของข้อมูลจาก 16s rRNA (Lefèvre and Bazylinski, 
2013) โดยอาศัยเทคนิค Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ
ต่อยีนบริเวณ 16s rDNA เพ่ือหาล าดับดีเอ็นเอ จากนั้นเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับฐานข้อมูลใน 
NCBI nucleotide database ด้วยโปรแกรม BLAST algorithm พบแมกนีโตแทกติกแบคทีเรียทั้งสิ้น 268 
ชนิด ซึ่งทราบล าดับดีเอ็นเอ และจ าแนกไว้ใน GenBank ได้ทั้งหมด 6 กลุ่ม (ดังตารางที่ 2.3) โดยพบว่ากลุ่ม
ใหญ่ที่สุดคือ แบคทีเรียที่อยู่ในไฟลัม Proteobacterium คลาส Alphaproteobacteria รองลงมา คือ ไฟลัม 
Deltaproteobacteria  Grammaproteobacteria  Epsolonolproteobacteria  Betaproteobacteria 
และไฟลัม Nitrospirales จากการศึกษาพบว่าแบคทีเรียส่วนใหญ่ไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้ มีเพียง 53 ชนิด
เท่านั้นที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ โดย 48 ชนิด อยู่ในคลาส Alphaproteobacteria อีก 5 ชนิด อยู่ในคลาส 
Deltaproteobacteria (ตารางที่ 2.4–2.6) ท าให้การศึกษาแบคทีเรียกลุ่มนี้ยังคงมีความจ าเป็นทั้งในด้าน
ความหลากหลาย สภาวะที่เหมาะสมในการเจริญ สภาวะที่เหมาะสมในการสั งเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็ก 
กลไกในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็ก การปรับปรุงสายพันธุ์เพ่ือให้มีสมบัติที่ดีในการสังเคราะห์อนุภาค
นาโนแม่เหล็ก และการประยุกต์ใช้ในงานด้านต่าง ๆ นอกจากนั้นยังไม่พบรายงานการศึกษาเกี่ยวกับแมกนี
โตแทกติกในประเทศไทย 

ตารางที่  2.4 แมกนีโตแทกติกแบคทีเรียที่ถูกศึกษาล าดับดีเอ็นเอแบ่งตามไฟลัม ที่มา: Database of 
Magnetotactic Bacteria (DMB), http://database.biomnsl.com/phyloSort.html 

  

Phylogeny Number of sequence 
Proteobacteria; Alphaproteobacteria 166 
Proteobacteria; Betaproteobacteria 2 
Proteobacteria; Grammaproteobacteria 20 
Proteobacteria; Deltaproteobacteria 65 
Proteobacteria; Epsolonproteobacteria 3 
Nitrospirae; Nitrospirales 12 
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ตารางที่ 2.5 แมกนีโตแทกติกแบคทีเรียที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ในคลาส Alphaproteobacteria (Lefèvre 
and Bazylinski, 2013) 

Sequence Name 
GenBank 
Accession  
Number 

GenBank Definition 
Sequence  

Length 
(bp) 

Reference 

CS103 X61605 Magnetic coccus (CS103) for 16S rRNA 1495 Spring et al., 
1992 

CS310 X61606 Undescribed magnetotactic alpha 
proteobacterium (strain Cs310) 16S 
rRNA 

715 Spring et al., 
1992 

CS308 X61607 Magnetic coccus (CS308) for 16S rRNA 1494 Spring et al., 
1992 

CS92 X81182 Magnetic rod 16S rRNA gene (CS92) 1498 Spring et al., 
1994 

CS81 X81184 Magnetic coccus 16S rRNA gene (CS81) 1497 Spring et al., 
1994 

Magnetospirillum 
magnetotacticum 
MS-1 

M58171 Magnetospirillum magnetotacticum 
MS-1 16S ribosomal RNA gene 

1407 Eden et al., 
1991 

Magnetospirillum 
magneticum AMB-1 

D17514 Magnetospirillum magneticum gene for 
16S rRNA, strain:AMB-1 

1428 Kawaguchi et al., 
1992 

TB24 X81185 Magnetic coccus 16S rRNA gene (TB24) 1494 Spring et al., 
1994 

rj520 Y13207 Magnetic bacterium small subunit rRNA 
gene, strain rj520 

1494 Spring et al., 
1998 

rj53 Y13208 Magnetic bacterium small subunit rRNA 
gene, strain rj53 

1493 Spring et al., 
1998 

rj516 Y13209 Magnetic bacterium small subunit rRNA 
gene, strain rj516 

1493 Spring et al., 
1998 

  

http://database.biomnsl.com/info5detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1621203
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=2&SID=2D8n83K7nffdFf5nKFN&page=1&doc=6&colname=WOS
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=2&SID=2D8n83K7nffdFf5nKFN&page=1&doc=6&colname=WOS
http://database.biomnsl.com/info6detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/38865
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=2&SID=2D8n83K7nffdFf5nKFN&page=1&doc=6&colname=WOS
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=2&SID=2D8n83K7nffdFf5nKFN&page=1&doc=6&colname=WOS
http://database.biomnsl.com/info7detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1632774
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=2&SID=2D8n83K7nffdFf5nKFN&page=1&doc=6&colname=WOS
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=2&SID=2D8n83K7nffdFf5nKFN&page=1&doc=6&colname=WOS
http://database.biomnsl.com/info9detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1061216
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=5&SID=2D8n83K7nffdFf5nKFN&page=1&doc=1&colname=BIOSIS
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=5&SID=2D8n83K7nffdFf5nKFN&page=1&doc=1&colname=BIOSIS
http://database.biomnsl.com/info10detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1061215
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=5&SID=2D8n83K7nffdFf5nKFN&page=1&doc=1&colname=BIOSIS
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=5&SID=2D8n83K7nffdFf5nKFN&page=1&doc=1&colname=BIOSIS
http://database.biomnsl.com/info162detailed.html
http://database.biomnsl.com/info162detailed.html
http://database.biomnsl.com/info162detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/142213
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1854644
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1854644
http://database.biomnsl.com/info163detailed.html
http://database.biomnsl.com/info163detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/450310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1549478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1549478
http://database.biomnsl.com/info16detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1061218
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=5&SID=2D8n83K7nffdFf5nKFN&page=1&doc=1&colname=BIOSIS
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=5&SID=2D8n83K7nffdFf5nKFN&page=1&doc=1&colname=BIOSIS
http://database.biomnsl.com/info17detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2598552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://database.biomnsl.com/info18detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2598553
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://database.biomnsl.com/info19detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2598554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685


27 
ตารางท่ี 2.5 (ต่อ)  แมกนีโตแทกติกแบคทีเรียที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ในคลาส Alphaproteobacteria (Tajer 
Mohammad Ghazvini et al., 2014) 

Sequence Name 
GenBank 
Accession  
Number 

GenBank Definition 
Sequence  

Length 
(bp) 

Reference 

rj517  Y13210 Magnetic bacterium small 
subunit rRNA gene, strain rj517  

1494 Spring et al., 
1998  

rj58  Y13211 Magnetic bacterium small 
subunit rRNA gene, strain rj58  

1495 Spring et al., 
1998  

pa11  Y13212 Magnetic coccus small subunit 
rRNA gene, strain pa11  

1498 Spring et al., 
1998  

pa19  Y13213 Magnetic coccus small subunit 
rRNA gene, strain pa19  

1494 Spring et al., 
1998  

pa119  Y13214 Magnetic coccus small subunit 
rRNA gene, strain pa119  

1496 Spring et al., 
1998  

rj12  Y13215 Magnetic bacterium small 
subunit rRNA gene, strain rj12  

1493 Spring et al., 
1998 

Magnetospirillum 
magneticum MGT-1  

D17515 Magnetospirillum magneticum 
gene for 16S rRNA, strain:MGT-1  

1428 Burgess et al., 
1993  

Magnetospirillum 
gryphiswaldense MSR-1  

NR_026381 Magnetospirillum 
magnetotacticum strain DSM 
3856 16S ribosomal RNA, 
partial sequence  

1443 Burgess et al., 
1993  

Magnetococcus sp. MC-1  CP000471 Magnetococcus sp. MC-1, 16S 
ribosomal RNA  

1497 Schubbe et al., 
2009  

Magnetite-containing 
magnetic vibrio strain MV-1  

L06455 Magnetite containing magnetic 
vibrio rRNA sequence  

1361 DeLong et al., 
1993 

  

http://database.biomnsl.com/info20detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2598555
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://database.biomnsl.com/info21detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2598556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://database.biomnsl.com/info22detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2598558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://database.biomnsl.com/info23detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2598559
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://database.biomnsl.com/info24detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2598560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://database.biomnsl.com/info25detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2598557
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9446685
http://database.biomnsl.com/info164detailed.html
http://database.biomnsl.com/info164detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/450311
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7691800
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7691800
http://database.biomnsl.com/info165detailed.html
http://database.biomnsl.com/info165detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/219846789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7691800?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7691800?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://database.biomnsl.com/info166detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/117607074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19465526?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19465526?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://database.biomnsl.com/info167detailed.html
http://database.biomnsl.com/info167detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/175255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17809345
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17809345


28 
ตารางท่ี 2.5 (ต่อ)  แมกนีโตแทกติกแบคทีเรียที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ในคลาส Alphaproteobacteria (Tajer 
Mohammad Ghazvini et al., 2014)  
Sequence Name GenBank 

Accession  
Number 

GenBank Definition Seque
nce  

Lengt
h (bp) 

Reference 

MSM-3  Y17389  Magnetospirillum sp. 16S rRNA gene, 
strain MSM-3  

1444 Schüler et 
al., 1999  

MSM-4  Y17390  Magnetospirillum sp. 16S rRNA gene, 
strain MSM-4  

1444 Schüler et 
al., 1999  

MSM-6  Y17391  Magnetospirillum sp. 16S rRNA gene, 
strain MSM-6  

1443 Schüler et 
al., 1999  

Marine magnetite-
containing magnetic 
spirillum MMS-1  

EU861390  Marine magnetite-containing magnetic 
spirillum MMS-1 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence  

1417 
Unpublishe
d  

Magnetospirillum sp. B9-1-
22  

FJ562216  Magnetospirillum sp. B9-1-22 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence  

1445 Jogler et 
al., 2009  

Magnetospirillum sp. B9-5-
1  

FJ562217  Magnetospirillum sp. B9-5-1 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence  

1445 Jogler et al, 
2009  

CF18  AJ863151  Magnetospirillum sp. CF18 partial 16S 
rRNA gene, strain CF18  

1444 Flies et al., 
2005  

CF19  AJ863152  Magnetospirillum sp. CF19 partial 16S 
rRNA gene, strain CF19  

1444 Flies et al., 
2005  

http://database.biomnsl.com/info193detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/4138236
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10553299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10553299
http://database.biomnsl.com/info194detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/4138237
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10553299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10553299
http://database.biomnsl.com/info195detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/4138238
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10553299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10553299
http://database.biomnsl.com/info209detailed.html
http://database.biomnsl.com/info209detailed.html
http://database.biomnsl.com/info209detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/194595776
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=12
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=12
http://database.biomnsl.com/info210detailed.html
http://database.biomnsl.com/info210detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/221267832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19220405
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19220405
http://database.biomnsl.com/info211detailed.html
http://database.biomnsl.com/info211detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/221267834
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19220405
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19220405
http://database.biomnsl.com/info226detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/56797898
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15870364
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15870364
http://database.biomnsl.com/info227detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/56797899
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15870364
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15870364
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ตารางท่ี 2.5 (ต่อ)  แมกนีโตแทกติกแบคทีเรียที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ในคลาส Alphaproteobacteria 
(Tajer Mohammad Ghazvini et al., 2014) 

Sequence 
Name 

GenBank 
Accession  
Number 

GenBank Definition 
Sequence  

Length 
(bp) 

Reference 

CF20  AJ863153  Magnetospirillum sp. CF20 partial 16S rRNA 
gene, strain CF20  

1443 Flies et al., 
2005 

CF21  AJ863154  Magnetospirillum sp. CF21 partial 16S rRNA 
gene, strain CF21  

1443 Flies et al., 
2005  

NKMC5  D38093  Magnetic coccus MP17 16S rRNA gene, 
partial sequence, clone NKMC5  

267 Thornhill et 
al., 1995  

NKMC6  D38094  Magnetic coccus MP17 16S rRNA gene, 
partial sequence, clone NKMC6  

267 Thornhill et 
al., 1995  

NKMC8  D38095  Magnetic coccus MP17 16S rRNA gene, 
partial sequence, clone NKMC8  

268 Thornhill et 
al., 1995  

NKMC9  D38096  Magnetic coccus MP17 16S rRNA gene, 
partial sequence, clone NKMC9  

267 Thornhill et 
al., 1995  

NKSE7  D38097  Magnetic coccus MP17 16S rRNA gene, 
partial sequence, clone NKSE7  

268 Thornhill et 
al., 1995  

NKSE9  D38098  
Magnetic coccus MP17 16S rRNA gene, 
partial sequence, clone NKSE9  

268 Thornhill et 
al., 1995  

http://database.biomnsl.com/info228detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/56797900
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15870364
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15870364
http://database.biomnsl.com/info229detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/56797901
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15870364
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15870364
http://database.biomnsl.com/info198detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1330256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7574586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7574586
http://database.biomnsl.com/info199detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1330257
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7574586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7574586
http://database.biomnsl.com/info200detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1330258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7574586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7574586
http://database.biomnsl.com/info201detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1330259
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7574586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7574586
http://database.biomnsl.com/info202detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1330260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7574586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7574586
http://database.biomnsl.com/info203detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1330261
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7574586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7574586
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ตารางท่ี 2.5 (ต่อ) แมกนีโตแทกติกแบคทีเรียที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ในคลาส Alphaproteobacteria (Tajer 
Mohammad Ghazvini et al., 2014)  

Sequence Name 
GenBank 
Accession  
Number 

GenBank Definition 

Sequenc
e  

Length 
(bp) 

Reference 

Magnetospirillum sp. CC-26  AB033746  Magnetospirillum sp. CC-26 gene 
for 16S ribosomal RNA  

1455 Shinoda et 
al., 2000  

Magnetospirillum sp. WM-1  DQ89973
4  

Magnetospirillum sp. WM-1 16S 
ribosomal RNA gene, partial 
sequence  

1458 Li et al., 
2007  

Magneto-ovoid bacterium 
MO-1  

EF643520  Magneto-ovoid bacterium MO-1 
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence  

1495 Lefèvre et 
al., 2009 

TS-6  AB167719  Magnetospirillum sp. TS-6 gene for 
16S ribosomal RNA  

1455 Unpublishe
d  

BM1232  AB167720  Magnetospirillum sp. BM1232 gene 
for 16S ribosomal RNA  

1455 Unpublishe
d  

PM1331  AB167721  Magnetospirillum sp. PM1331 gene 
for 16S ribosomal RNA  

1455 Unpublishe
d  

PM2411  AB167724  Magnetospirillum sp. PM2411 gene 
for 16S ribosomal RNA  

1455 Unpublishe
d  

LB52  AJ223476  Magnetotactic coccus LB52 16S 
small subunit rRNA gene, strain 
LB52  

539 Unpublishe
d 

http://database.biomnsl.com/info206detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/62042210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10742201
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10742201
http://database.biomnsl.com/info207detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/114228557
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/114228557
http://database.biomnsl.com/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17429614
http://database.biomnsl.com/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17429614
http://database.biomnsl.com/info208detailed.html
http://database.biomnsl.com/info208detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/226438428
http://database.biomnsl.com/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19220399
http://database.biomnsl.com/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19220399
http://database.biomnsl.com/info233detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/68533193
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=14
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=14
http://database.biomnsl.com/info234detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/68533194
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=14
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=14
http://database.biomnsl.com/info235detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/68533195
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=14
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=14
http://database.biomnsl.com/info236detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/68533196
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=14
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=14
http://database.biomnsl.com/info237detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2815009
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=14
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=14
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ตารางท่ี 2.5 (ต่อ)  แมกนีโตแทกติกแบคทีเรียที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ในคลาส Alphaproteobacteria 
(Tajer Mohammad Ghazvini et al., 2014)  

Sequence 
Name 

GenBank 
Accession  
Number 

GenBank Definition 
Sequence  

Length 
(bp) 

Reference 

LB52  AJ223476  Magnetotactic coccus LB52 16S 
small subunit rRNA gene, strain 
LB52  

539 Unpublished 

B16  FJ391521  Magnetospirillum sp. enrichment 
culture clone B16 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence  

641 Unpublished 

B17 FJ391522 Magnetospirillum sp. enrichment 
culture clone B17 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence 

506 Unpublished 

 
  

http://database.biomnsl.com/info237detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/2815009
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=14
http://database.biomnsl.com/info238detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/213950699
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=14
http://database.biomnsl.com/info239detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/213950700
http://database.biomnsl.com/list.aspx?id=2&type=ply&page=14
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ตารางท่ี 2.6 แมกนีโตแทกติกแบคทีเรียที่สามารถเพาะเลี้ยงได้ในคลาส Deltaproteobacteria และ ไฟลัม 
Nitrospirae** (Araujo et al., 2015) 

Sequence Name 
GenBank 
Accession  
Number 

GenBank Definition 
Sequence  

Length 
(bp) 

Reference 

Candidatus 
Magnetoglobus 
multicellularis  

EF014726  Candidatus Magnetoglobus 
multicellularis 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence  

1520 Abreu et 
al., 2007  

Iron sulfide-containing 
magnetotactic 
bacterium  

AY576052  Iron sulfide-containing magnetotactic 
bacterium 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence  

283 Keim et 
al., 2004  

Desulfovibrio 
magneticus strain RS-1  

NR_027575  Desulfovibrio magneticus strain RS-1 
16S ribosomal RNA, complete 
sequence  

1540 Sakaguchi 
et al., 
2002  

MMP1991  L06457  Iron sulfide containing magnetotactic 
bacterium rRNA sequence from clone 
MMP1991  

1291 DeLong et 
al., 1993 

Magnetobacterium 
bavaricum ** 

X71838  Magnetobacterium bavaricum 16S 
rRNA gene  

1513 Spring et 
al., 1993 

     

 
  

http://database.biomnsl.com/info3detailed.html
http://database.biomnsl.com/info3detailed.html
http://database.biomnsl.com/info3detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/120556925
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17551050
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17551050
http://database.biomnsl.com/info4detailed.html
http://database.biomnsl.com/info4detailed.html
http://database.biomnsl.com/info4detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/49481852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15522508
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15522508
http://database.biomnsl.com/info168detailed.html
http://database.biomnsl.com/info168detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/228718692
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11837306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11837306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11837306
http://database.biomnsl.com/info169detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/174969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17809345
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17809345
http://database.biomnsl.com/info8detailed.html
http://database.biomnsl.com/info8detailed.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/434308
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16349008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16349008


33 

บทท่ี  3  

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1  การแยกแบคทีเรียสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็ก 

เก็บตัวอย่างดินตะกอนและน้ าในอัตราส่วน 1 ต่อ 3 ที่ระดับความลึกจากผิวหน้าดินตะกอน 5–10 
เซนติเมตร จากแหล่งน้ าทิ้งโรงงานอุตสาหกรรม และเหมืองแร่ที่มีการปนเปื้อนอนเหล็ก 5 แหล่ง ในพ้ืนที่ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือและภาคกลางของประเทศไทย (ภาคผนวก ข) บรรจุตัวอย่างในขวดฝาเกลียว ปิดฝา
หลวม ๆ น ากลับห้องปฏิบัติการเพ่ือการแยกต่อไปดังนี้ 

3.1.1  การเพ่ิมจ านวนแบคทีเรียด้วยแม่เหล็ก (Magnetic enrichment) 
กวนตัวอย่างน้ าและดินตะกอนให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ให้ตกตะกอน เมื่อเห็นระดับดินตะกอนชัดเจน

แล้วท าการติดแผ่นแม่เหล็กท้ังสองด้านของภาชนะโดยให้แม่เหล็กอยู่เหนือระดับดินตะกอน 1 เซนติเมตร เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง ดังภาพที่ 3.1 เพ่ือชักน าให้แบคทีเรียที่ตอบสนองต่อแม่เหล็กเคลื่อนที่มาบริเวณแผ่นแม่เหล็ก
ดังกล่าว จากนั้นใช้ปิเปตดูดน้ าจากบริเวณแผ่นแม่เหล็กด้านละ 5 มิลลิลิตร ไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 
10,000xg เป็นเวลา 5 นาที น าตะกอนที่ได้ไปแยกในขั้นตอนต่อไป 

 

 
ภาพที่ 3.1 การเพ่ิมจ านวนแบคทีเรียด้วยแม่เหล็ก (Jogler et al., 2009) 

 
3.1.2  แยกแบคทีเรียด้วยเทคนิค Trapping  

น าตัวอย่างจากขั้นตอนที่ 3.1.1 มาละลายในอาหาร Modified MTB (Blakemore et al., 1979; 
Sakaguchi et al., 1996; Song et al., 2008) จากนั้นแยกบริสุทธิ์แบคทีเรียที่สนใจด้วยเทคนิค Trapping 
ซ่ึงดัดแปลงจากวิธขีอง Jogler และคณะ (Jogler et al., 2009) ดังภาพที่ 3.2 โดยเติมตัวอย่างลงในภาชนะ
ชุด Trapping ที่ทั้งสองด้านมีท่อเชื่อมต่อกับภาชนะเก็บตัวอย่าง ตอนปลายของแต่ละด้านต่อกับแม่เหล็กขั้ว
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เหนือหรือข้ัวใต้ ทิ้งไว้เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเก็บตะกอนเซลล์แบคทีเรียจากภาชนะเก็บตัวอย่างด้วยการปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000xg ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นกระจายตะกอนเซลล์
แบคทีเรียกลับด้วยน้ ากลั่นและน าไปแยกบริสุทธิ์ในขั้นตอนต่อไปด้วยวิธี Racetrack 

 

 
 

ภาพที่ 3.2 ชุดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กด้วยเทคนิค Trapping (Jogler et al., 2009)  
 

3.1.3  การแยกบริสุทธิ์แบคทีเรียด้วยเทคนิค Racetrack 
น าสารละลายตะกอนเซลล์แบคทีเรียที่ได้จากขั้นตอนที่ 3.1.2 มาแยกบริสุทธิ์ต่อด้วยเทคนิค 

Racetrack (Christine B. Flies et al., 2005) ดังภาพที่ 3.3 โดยเติมตัวอย่างลงด้านบนของพาสเจอร์ปิเปต 
ที่มีส าลีกั้นระหว่างส่วนบนบริเวณที่เติมตัวอย่างกับส่วนปลายที่เก็บตัวอย่าง ซึ่งมีแม่เหล็กติดอยู่เพ่ือชักน าให้
แบคทีเรียที่ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กเคลื่อนที่มายังบริเวณดังกล่าวได้ หลังจากทิ้งไว้เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนั้นน าตัวอย่างบริเวณปลายของพาสเจอร์ปิเปตมาแยกต่อด้วยเทคนิคการกระจายเชื้อ (spread plate) 
บนอาหารแข็ง Modified MTB (Blakemore et al., 1979; Sakaguchi et al., 1996; Song et al., 2008) 
ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนน้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 24–48 ชั่วโมง แล้ว
คัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะแตกต่างกันมาท าการศึกษาสมบัติต่าง ๆ ต่อไป 
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ภาพที่ 3.3 ชุดแยกบริสุทธิ์แบคทีเรียที่สังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กด้วยเทคนิค Ractrack 
 

3.1.4  การศึกษาขนาด รูปร่างของเซลล์และลักษณะแมกนีโตโซมภายในเซลล์แบคทีเรีย 
เตรียมตะกอนเซลล์แบคทีเรียในอาหารเหลว 1 มิลลิลิตร ที่มีค่า OD600 ประมาณ 0.2 จากนั้น ตรึง

เซลล์ด้วย สารละลาย fixative agent โดยละลายตะกอนแบคทีเรียด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้ว
เติม fixative reagent ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดสารละลายดังกล่าวลงบน formvar carbon coated-
copper grids ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จ านวน 5 ครั้ง และล้างด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 10 ไมโครลิตร 2 ครั้ง 
ปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าไปศึกษา ขนาด รูปร่าง และจ านวนของแมกนีโตโซมภายในเซลล์ ด้วย
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน ที่ค่าแหล่งก าเนิดพลังงานที่ 200 กิโลโวลต์ โดยเปรียบเทียบกับ
แบคทีเรีย E. coli และ S. aureus ซ่ึงเป็นตัวควบคุมเชิงลบ 

3.2  ศึกษาสมบัติเบื้องต้นทางชีวเคมีและกายภาพของแบคทีเรีย 

3.2.1  ศึกษาสมบัติการตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กของแบคทีเรียด้วยเทคนิคสไลด์แขวน (Hanging 
drop technique)  

หยดแบคทีเรียปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนจุดกึ่งกลางของกระจกปิดสไลด์ จากนั้นทาขอบทั้ง 4 
ด้านทาด้วยวาสลีนเพ่ือป้องกันออกซิเจน น าแผ่นสไลด์หลุม (concaves slides) มาครอบ จากนั้นพลิกแผ่น
สไลด์ให้หงายขึ้น ดังภาพที่ 3.4 เคลือบรอยต่อระหว่างกระจกปิดสไลด์และสไลด์ด้วยน้ ายาเคลือบ น าไปศึกษา
การเคลื่อนที่ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Bright field microscope) ที่มีแม่เหล็กชักน าการเคลื่อนที่
วางบนแท่นสไลด์ (W.-Y. Zhang et al., 2012) ดังภาพที่ 3.5 

 
ภาพที่ 3.4 การเตรียมสไลด์ด้วยเทคนิคสไลด์แขวน (Hanging drop technique) 
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ภาพที่ 3.5 การศึกษาการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 

3.2.2 ศึกษาสมบัติการติดสีแกรมและสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรีย 
ศึกษาสมบัติการติดสีของผนังเซลล์แบคทีเรียเพ่ือแยกกลุ่ม  ด้วยเทคนิคย้อมแกรม (Gram 

staining) โดยเขี่ยแบคทีเรียจากโคโลนีเดี่ยว แล้วเกลี่ยบาง ๆ บนแผ่นสไลด์ รอให้แห้ง ท าการผนึกเซลล์ให้
ติดแผ่นสไลด์โดยการผ่านเปลวไฟ 3–4 ครั้ง (Heat fixed) จากนั้นย้อมด้วยสีคริสตอลไวโอเลต (crystal 
violet) ทิ้งไว้เป็นเวลา 30 วินาที แล้วล้างสีที่เหลือออกโดยการเปิดน้ าให้ไหลผ่านเบา ๆ เมื่อเสร็จแล้วเติม
สารที่ท าให้เซลล์ติดสี gram’s iodine ประมาณ 2 หยด ทิ้งไว้เป็นเวลา 1 นาที ล้างสีส่วนเกินออกโดยการชะ
ด้วย เอทธานอล 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 15 วินาที หลังจากนั้นย้อมด้วยสี ซาฟรานิน (Safranin) เป็นเวลา 
30 วินาที ล้างสีส่วนเกินออกด้วยน้ า ปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้องและศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง
ต่อไป ในส่วนการศึกษาสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสังเคราะห์เอนไซม์ออกซิเดส
และคาตาเลส สามารถทดสอบด้วยวิธีมาตรฐานของ Bergey’s manual (Jun et al., 2006) และสมบัติทาง
ชีวเคมีอ่ืน ๆ สามารถวิเคราะห์ด้วยชุดทดสอบ Api 20E (BioMerieux, USA) 

3.3  การจ าแนกหมวดหมู่ของแบคทีเรียด้วยล าดับสารพันธุกรรม 16S rRNA 

3.3.1  การสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอ (Genomic DNA) 
เลี้ยงแบคทีเรียที่ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนน้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์

(Microaerobic condition) จนเข้าสู่ระยะเพ่ิมจ านวนทวีคูณ (log phase) (24–48 ชั่วโมง) ในอาหารเหลว 
Modified MTB ปริมาตร 350 มิลลิลิตร (Blakemore et al., 1979; Sakaguchi et al., 1996; Song et al., 
2008) จากนั้นเก็บตะกอนเซลล์ด้วยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5000xg เป็นเวลา 10 นาที ล้างตะกอน 3 ครั้ง 
ด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ หลังจากนั้นสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอของเซลล์แบคทีเรีย (Genomic DNA) ด้วยวิธีฟี
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นอล-คลอโรฟอร์ม (Phenol-chloroform) (Sambrook et al., 1989) ศึกษาแบบแผนของจีโนมิคดีเอ็นเอ
ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis โดยใช้ 1 เปอร์เซ็นต์ agarose gels ในสารละลายบัฟเฟอร์ 1x 
tris-acetate-EDTA (1XTAE) จากนั้นตัดเจลในต าแหน่งจีโนมิคดีเอ็นเอ น าไปสกัดต่อด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอจาก
เจล Gel/PCR DNA fragment extraction kit (Geneaid, Taiwan) น าจีโนมิคดีเอ็นเอที่ได้จากสกัดไปเพ่ิม
จ านวนยีน 16S rRNA เพ่ือใช้ส าหรับการวิเคราะห์ต่อไป 

3.3.2  การเพ่ิมจ านวนยีน 16S rRNA และการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
ยีน 16S rRNA gene เป็นยีนลายเซ็น (signature gene) ที่มีรหัสส าหรับโมเลกุลไรโบโซม ซึ่งมี

ล าดับเบสจ าเพาะและอนุรักษ์ (conserved sequence) โดยมีความจ าเพาะในแบคทีเรียแต่ละชนิด และมี
ล าดับเบสช่วงสั้น ๆ ที่พบได้เหมือนกันในแบคทีเรียทุกชนิด ซึ่งต าแหน่งที่จ าเพาะดังกล่าวจะถูกน ามาใช้ในการ
จ าแนกหมวดหมู่และวิเคราะห์ล าดับความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม ส่วนต าแหน่งยีนที่พบเหมือนกันในแบคทีเรีย
ทุกชนิดจะถูกน ามาใช้ในการออกแบบดีเอ็นเอเริ่มต้น (primer) เพ่ือใช้เป็นต้นแบบในการสังเคราะห์ยีน 16S 
rRNA โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction; PCR) ดังนั้นในการศึกษา
ครั้งนี้ จึงสังเคราะห์ยีน 16S rRNA ด้วยเครื่อง Gene Amp PCR system 9700 (Applied Biosystems, 
USA) ให้มีขนาดประมาณ 1,500 คู่เบส จากดีเอ็นเอต้นแบบ คือ จีโนมิคดีเอ็นเอที่สกัดได้ในขั้นตอนก่อนหน้า 
และใช้ดีเอ็นเอเริ่มต้น คือ Universal bacterial primer เป็นสายไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ด (forward primer) คือ 

27F (5-AGAGTYTGATCMTGGCTCAG-3) แล ะสาย ไพ รเมอร์ รี เวิ ร์ ด  (reverse primer) คื อ  1492R (5-

GGHTACCTTGTTACGACTT-3) (Zhu et al., 2010) ในปฏิกิริยาประกอบด้วย 1x PCR buffer นิวคลีโอไทด์ 
(0.2 mM dNTP)  แมกนีเซียมคลอไรด์ (2 mM MgCl2)  ไพรเมอร์ (250 นาโนกรัม แต่ละสาย) และเอนไซม์ 
Taq DNA polymerase (1.25 ยูนิต) โดยปฏิกิริยาพีซีอาร์ เริ่มต้นที่การแยกสายดีเอ็นเอ (pre-denaturing 
step) ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเข้าสู่รอบแรกของปฏิกิริยา คือ การแยกสายดี
เอ็นเอที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส (denaturing step) เป็นเวลา 45 วินาที ตามด้วยการเข้าจับของดีเอ็นเอ
เริ่มต้นและดีเอ็นเอต้นแบบ (annealing step) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และต่อสายดี
เอ็นเอ (extension step) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จนครบ 25 รอบ แล้วคงไว้ที่
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที (Final extension step) น าปฏิกิริยาดังกล่าวไปแยกด้วยโดย
เทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟริซิส (agarose gel electrophoresis) เพ่ือตรวจสอบขนาดของ 16S rRNA 
จากนั้ นน าไปวิ เคราะห์ ล าดับ เบสด้วยเครื่อง MegaBAcE 1000 and ALF express sequencers (GE 
Healthcare, USA) เปรียบเทียบความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม Blastn (NCBI) และ
เปรียบเทียบความเหมือนของล าดับนิวคลี โอไทล์  (sequence alignment) ด้วยโปรแกรม clustalW 
multiple alignment โดย ใช้ โป รแกรม  BioEdit จากนั้ น วิ เคราะห์ ความสั ม พัน ธ์ท างวิ วัฒ น าการ 
(Phylogenetic tree) ด้วยวิธี maximum likelihood โดยโมเดล Kimura 2-parameter โปรแกรม MEGA 
version 6.06 (Kimura, 1980; Tamura et al., 2013) และก าหนดการสุ่ มข้อมูล  (bootstrap) จ านวน 
1,000 ครั้ง 
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3.4  การศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย 

เตรียมแบคทีเรียตั้งต้น (starter) โดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว Modified MTB ปริมาตร 350 
มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนน้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ จนเข้าสู่ระยะคง
จ านวนเซลล์ (stationary phase) (24–48 ชั่วโมง) น าแบคทีเรียตั้งต้นไปศึกษาปัจจัยต่าง ๆ ที่เหมาะสมต่อ
การเจริญ ได้แก่ อุณหภูมิ พีเอช แหล่งคาร์บอน และความเข้มข้นของเหล็กอิออน ตามล าดับ วัดการเจริญทุก 
6 ชั่วโมง จนเข้าสู่ระยะคงจ านวนเซลล์ด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ด้วย
เครื่อง UV-1 100 Spectrophotometer (Mapada, China) โดยท าการศึกษาสภาวะละ 3 ซ้ า  

ในการศึกษาปัจจัยของอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญ ท าโดยเลี้ยงแบคทีเรียตั้งต้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเหลว Modified MTB ปริมาตร 350 มิลลิลิตร แยกบ่มที่อุณหภูมิ 15  25  
35 และ 45 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ในสภาวะที่มีออกซิเจนน้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ และวัดการเจริญทุก 6 
ชั่วโมง จนกระทั่งเข้าสู่ระยะคงจ านวนเซลล์ ผลที่ได้น าไปเป็นตัวแปรควบคุมในการศึกษาเรื่องปัจจัยของพีเอชที่
เหมาะสมต่อการเจริญโดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว Modified MTB ที่ปรับพีเอชด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์
ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลลาร์ เท่ากับ 3.5  5.5  6.9  8.5  9.5 และ 11.5 ตามล าดับ จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจนน้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ และวัดการเจริญทุก 6 ชั่วโมง จนเข้าสู่ระยะคง
จ านวนเซลล์ ผลที่ได้น าไปเป็นตัวแปรควบคุมในการศึกษาเรื่องแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญ โดย
เลี้ยงแบคทีเรียลงในอาหารเหลว Modified MTB ที่ขาดแหล่งคาร์บอนตามสูตรปกติ แบ่งเป็น 4 สูตร ซึ่งแต่ละ
สูตรมีแหล่งคาร์บอนต่างกัน 4 ชนิด คือ กรดแอซีติก  (acetic acid) กรดแลคติก (lactic acid) กรดฟูมาลิค 
(fumaric acid) และกาแลคโตส (galactose) ที่มีความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนแต่ละแหล่งเป็น 0  2  6  10  
14 และ 18 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ และมีค่าพีเอชเท่ากับ 6.9 บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มี
ออกซิเจนน้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นวัดการเจริญทุก 6 ชั่วโมง น าสูตรอาหารที่มีชนิดและความเข้มข้นที่
เหมาะสมของแหล่งคาร์บอนมาศึกษาเปรียบเทียบผลการเจริญของแบคทีเรียระหว่างอาหารเหลว  Modified 
MTB อาหารเหลว Modified MTB ที่เติมแหล่งคาร์บอนความเข้มข้นที่เหมาะสมเพียงหนึ่งชนิด และอาหาร
เหลว Modified MTB ที่เติมแหล่งคาร์บอนทุกชนิดในความเข้มข้นที่เหมาะสม เลือกสภาวะที่เหมาะสมเพ่ือมา
ศึกษาความเข้มข้นของอิออนของเหล็กที่เหมาะสมต่อการเจริญ โดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว Modified 
MTB ที่เพ่ิมแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม พีเอช 6.9 และปรับความเข้มข้นของเหล็กอิออนจาก FeCl3.6H2O เป็น 
0  10  20  40  80  160 และ 320 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ จากนั้นเลือกความเข้มข้นของอิออนของเหล็ก
ที่เหมาะสมต่อการเจริญไปใช้ในการศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อระยะในการผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กต่อไป 

3.5  ศึกษาปัจจัยของแหล่งคาร์บอนต่อระยะการผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กของแบคทีเรีย 

ศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อชนิดและสัดส่วนของอนุภาคออกไซด์ของเหล็กที่แบคทีเรียผลิตได้ในระยะ
พัก (lag phase) ระยะเพ่ิมจ านวนทวีคูณ (log phase) และระยะคงจ านวนเซลล์ (stationary phase) โดย
เลี้ยงแบคทีเรีย HER_I ในอาหารเหลว Modified MTB พีเอช 6.9 และอาหารเหลว Modified MTB ที่มีความ
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เข้มข้นกรดแอซีติกเท่ากับ 10 มิลลิโมลาร์ มีค่าพีเอชเท่ากับ 6.9 บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  ในสภาวะมี
ออกซิเจนน้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกับอาหารเหลว Modified MTB สูตรปกติ จากนั้นเก็บตะกอน
ของแบคทีเรียที่ระยะการเจริญดังกล่าวระยะละ 5 กรัม (น้ าหนักเปียก) มาท าให้แห้งโดยการท าแห้งแบบแช่
เยือกแข็ง (freeze dehydration หรือ lyophilization) จากนั้นน าตะกอนของแบคทีเรียแต่ละระยะของการ
เจริญไปวิเคราะห์ชนิดออกไซด์ของเหล็กโดยการวิเคราะห์พลังงานชั้น Kedge ของธาตุเหล็กด้วยโหมด 
fluorescence ของเทคนิค X-ray absorption near edge structure (XANES) ที่สถาบันวิจัยแสงซินโครต
รอน (Siam Synchrotron Light Research Institute, Thailand) ในการวิเคราะห์ก าหนดให้ค่าพารามิเตอร์
ตั้งต้นต่างๆ ดังนี้  E0 = 7125.470 Eshift = 0.000, Rbkg = 1.000 Kweight = 2.0 และ Edge step = 0.003.b. 
และวิเคราะห์ผลของสเปกตรัมที่ได้ด้วยโปรแกรม Athena version 0.8.54 โดยมี Fe2O3 (III) and Fe3O4 (II, 
III) เป็นสารเปรียบเทียบมาตรฐาน 

3.6  การศึกษาสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก 

3.6.1  ศึกษาแมกนีโตโซมภายในเซลล์แบคทีเรีย 
เตรียมตะกอนเซลล์จากแบคทีเรียในอาหารเหลวประมาณ 1 มิลลิลิตร ทีม่ีค่า OD600 ประมาณ 0.2 

จากนั้น fixed เซลล์ด้วย สารละลาย fixative agent โดยละลายตะกอนแบคทีเรียด้วยน้ ากลั่น 100 ไมโครลิตร 
แล้วเติม 10 ไมโครลิตร ของ fixative reagent หยดสารละลายดังกล่าวครั้งละ 10 ไมโครลิตร จ านวน 5 ครั้ง 
ลงบน formvar carbon coated-copper grids ล้างด้วยน้ ากลั่น 2 ครั้ง ครั้งละ 10 ไมโครลิตร รอให้แห้ง 
น าไปศึกษารูปร่าง ขนาด และจ านวนของ magnetosome ภายในเซลล์ ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่าน โดยใช้แหล่งก าเนิดพลังงาน 200 กิโลโวลต์ เปรียบเทียบกับแบคทีเรีย E. coli และ S. aureus เป็น
ตัวควบคุมเชิงลบ 

3.6.2  การศึกษาองค์ประกอบและโครงสร้างผลึกของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก  
ในการศึกษาอนุภาคนาโนแม่เหล็กได้ท าการแยกแมกนีโตโซมจากเซลล์ด้วย 2 วิธี คือ การท าให้

เซลล์แตกและสกัดแมกนีโตโซม และการเผาเซลล์ด้วยความร้อนสูง ส าหรับวิธีแรก ได้ เตรียมตะกอนเซลล์
แบคทีเรียอายุ 24 ชั่วโมง น้ าหนัก 2.5 กรัม น าไปสกัดแมกนีโตโซม โดยกระจายตะกอนเซลล์แบคทีเรียด้วยน้ า
กลั่น 6 มิลลิลิตร เติมสารละลายไลโซไซม์ (lysozyme) ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.6 
มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ท าให้เซลล์แตกโดยการเติมสารละลายโซเดียม
โดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate; SDS) ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 300 ไมโครลิตร บ่ม
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และใช้คลื่นเสียงความถี่สูง (ultrasonicator) ที่ 40 แอมปิจูด ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที ก าจัดเศษเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3000xg เป็นเวลา 15 นาท ีจากนั้นน าส่วน
ใสมาปั่นเหวี่ยงที่ 12000xg เป็นเวลา 30 นาท ีเพ่ือแยกเก็บแมกนีโตโซมจากส่วนใสและล้างด้วยน้ ากลั่น 2 ครั้ง 
เตรียมส าหรับศึกษาต่อไป ส าหรับการเตรียมตัวอย่างอีกวิธีเป็นการเผา โดยการน าตะกอนเซลล์ 5 กรัม น าไป
อบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปเผาเพ่ือก าจัดสารประกอบอินทรีย์ที่อุณหภูมิ 300 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมงและที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง น าตัวอย่างที่เตรียมได้จาก
การสกัดและการเผามาศึกษาด้วยเทคนิค TEM  TEM-SAED และ TEM-EDX  

3.7  การวิเคราะห์ทางสถิติ 

วิเคราะห์ข้อมูลเชิงปริมาณด้วยค่าเฉลี่ยเลขคณิต (mean) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard 
deviations) เปรียบเทียบข้อมูลทางสถิติด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (one-way ANOVA) โดย
ใช้โปรแกรม SPSS 11.5 ส าหรับซอฟต์แวร์ Windows (SPSS, สหรัฐอเมริกา) ก าหนดให้ค่าความน่าจะเป็น 
(p-value) น้อยกว่า 0.05 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ และ จ านวนในการวิเคราะห์เท่ากับ 5 ในทุก
การทดลอง 



 

บทท่ี  4 

ผลการทดลองและอภิปราย 

4.1  การส ารวจและศึกษาลักษณะของเซลล์แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตอนุภาคนาโนของเหล็ก 

4.1.1  ลักษณะโคโลนี 
จากการส ารวจแหล่งน้ าทิ้งที่ปนเปื้อนเหล็กจากโรงงานอุตสาหกรรมในแถบภาคกลาง และเหมือง

แร่ในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือจ านวน 5 แหล่ง พบแบคทีเรียที่สามารถผลิตอนุภาคนาโนทั้งหมด 6 ไอโซ
เลตประกอบด้วยไอโซเลต HER_I  HER_II  KPI_I  L3_5  SRL_1 และ TSB2 เมื่อท าการศึกษาความสามารถ
ในการเคลื่อนที่ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กของแบคทีเรียดังกล่าว พบว่าแบคทีเรียทั้ง 6 ไอโซเลตสามารถ
ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กอย่างอ่อน (weak magnetotaxis) โดยแบคทีเรียที่แยกได้เป็นแบคทีเรียแกรมลบ 
โคโลนีมีลักษณะกลม นูน ขอบเรียบ มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางในช่วง 0.1–1 มิลลิเมตร โคโลนีที่พบมีทั้งสีเขียว 
และขาวขุ่น เมื่อท าการศึกษารูปร่างเซลล์แบคทีเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง พบว่าแบคทีเรียมีรูปร่าง
แบบท่อนและกลม ขนาดเซลล์ประมาณ 0.34–0.68 ไมโครเมตร (ตารางท่ี 4.1) 

นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ส ารวจหากลุ่มแบคทีเรียที่สามารถผลิตอนุภาคนาโนจากแหล่งน้ าในธรรมชาติ 
ของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 3 แหล่งประกอบด้วย บึงโขงหลง จังหวัดบึงกาฬ หนองบัวแดง จังหวัดอุดรธานี 
และบึงหนองหาร จังหวัดสกลนคร เมื่อคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถสังเคราะห์อนุภาคนาโนแม่เหล็กด้วยวิธี 
magnetotactic separation และ Racetrack พบแบคทีเรียทั้งหมด 7 ไอโซเลต ได้แก่ UDD1  UDD2  BKL1  
SKN1  SKN2  SKN3–1 และ SKN3–4 จากการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียที่สามารถ
ผลิตอนุภาคนาโนทั้ง 7 ไอโซเลต พบว่าแบคทีเรียดังกล่าวเป็นแบคทีเรียแกรมลบ โคโลนีมีลั กษณะกลม สี
น้ าตาลอ่อน และขาวขุ่น มีลักษณะนูน ขอบเรียบ ซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางอยู่ในช่วง 0.5–2.0 มิลลิเมตร 
เมื่อท าการศึกษารูปร่างของเซลล์แบคทีเรียด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงพบว่าแบคทีเรียมีรูปร่างเป็นท่อน  
ท่อนสั้น และกลม มีขนาดเซลล์ประมาณ 0.5–1 ไมโครเมตร ดังแสดงในตาราง 4.1 ซึ่งลักษณะสัณฐานวิทยา
ของแบคทีเรียดังกล่าวคล้ายคลึงกับกลุ่มแบคทีเรียที่สามารถผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กท่ีเคยรายงานก่อนหน้านี้ 
(Wolfe et al., 1987)  
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ตารางท่ี 4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีแบคทีเรียที่แยกได้ 

สถานที่ส ารวจ แบคทีเรีย สภาวะการเจริญ แกรม 
ลักษณะโคโลน ี

ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง  
(มม.) 

ลักษณะสัณฐานวิทยา 
รูปร่าง สี ความนูน ขอบ 

แหล่งน้ าปนเปื้อนจาก
โรงงาน 

HER_I Microaerophiles ลบ 0.15 กลม, เขียว, นูน, ขอบเรยีบ 
HER_II Microaerophiles ลบ 0.2 กลม, เขียว, นูน, ขอบเรยีบ 
KPI_I Microaerophiles ลบ 0.1 กลม, ขาวขุ่น, นูน, ขอบเรียบ 
L3_5 Microaerophiles ลบ 1 กลม, ขาวขุ่น, นูน, ขอบเรียบ 
SRL_1 Microaerophiles ลบ <0.1 กลม, ขาวขุ่น, นูน, ขอบเรียบ 
TSB2 Microaerophiles ลบ 0.1 กลม, ขาวขุ่น, นูน, ขอบเรียบ 

แหล่งน้ าธรรมชาต ิ UDD1 Microaerophiles ลบ 0.5 กลม, น้ าตาลอ่อน, นูน, ขอบเรียบ 
UDD2 Microaerophiles ลบ 1.0 กลม, ขาวขุ่น, นูน, ขอบเรียบ 
BKL1 Microaerophiles ลบ 0.5 กลม, ขาวขุ่น, นูน, ขอบเรียบ 
SKN1 Microaerophiles ลบ 1.1 กลม, ขาวขุ่น, นูน, ขอบเรียบ 
SKN2 Microaerophiles ลบ 0.7 กลม, น้ าตาลอ่อน, นูน, ขอบเรียบ 

SKN3-1 Microaerophiles ลบ 2 กลม, ขาวขุ่น, นูน, ขอบเรียบ 
SKN3-4 Microaerophiles ลบ 1.7 กลม, ขาวขุ่น, นูน, ขอบเรียบ 

 
4.1.2  การตอบสนองต่อสนามแม่เหล็ก 

เมื่อท าการศึกษาการตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กขั้วเหนือและขั้วใต้ของแบคทีเรียภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสง โดยอาศัยเทคนิค magnetic trapping และเทคนิค capillary racetrack พบว่า
แบคทีเรียที่แยกได้ส่วนใหญ่มีการตอบสนองต่อทั้งแม่เหล็กขั้วเหนือและขั้วใต้ ยกเว้นแบคทีเรียไอโซเลต L3_5 
(ตารางที่ 4.2) ส าหรับแบคทีเรียไอโซเลตอ่ืน ๆ พบว่าสามารถตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กอย่างอ่อน (weak 
magnetotaxis) ซึ่งเมื่อตั้งแบคทีเรียภายใต้สนามแม่เหล็กเป็นเวลา 30 นาที พบว่าแบคทีเรียมีการเคลื่อนที่ไป
ที่ข้ัวแม่เหล็ก การเคลื่อนที่ไปที่ขั้วแม่เหล็กเป็นสมบัติจ าเพาะของแมกนิติกแบคทีเรีย (magnetic bacteria)  
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ตารางท่ี 4.2 พฤติกรรมการตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กและขนาดของเซลล์แบคทีเรียที่แยกได้ 

สถานที่
ส ารวจ 

แบคทีเรีย การเคลื่อนที่ใต้สนามแม่เหลก็ 
รูปร่าง

แบคทีเรีย 
ขนาดของเซลล์ (µm) 
กว้าง ยาว 

แหล่งน้ า
ปนเปื้อนจาก
โรงงาน 

HER_I เคลื่อนที่, ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กอย่าง
อ่อน 

ท่อน 0.36±0.08 0.99±0.21 

HER_II เคลื่อนที่, ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กอย่าง
อ่อน 

ท่อน 0.42±0.06 1.30±0.17 

KPI_I เคลื่อนที่, ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กอย่าง
อ่อน 

ท่อน 0.40±0.05 1.81±0.09 

L3_5 เคลื่อนที่, ไมส่ังเกตเห็นการตอบสนองต่อ
สนามแมเ่หล็ก 

กลม 0.68±0.09 - 

SRL1 เคลื่อนที่, ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กอย่าง
อ่อน 

ท่อน 0.34±0.05 0.97±0.21 

TSB2 เคลื่อนที่, ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กอย่าง
อ่อน 

ท่อน 0.49±0.05 1.64±0.22 

แหล่งน้ า
ธรรมชาต ิ

UDD1 เคลื่อนที่เร็ว, ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็ก
อย่างอ่อน 

ท่อนสั้น 0.50±0.06 1.00±0.21 

UDD2 เคลื่อนที่เร็ว, ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็ก
อย่างอ่อน 

ท่อนสั้น 1.30±0.02 1.00±0.15 

BKL1 เคลื่อนที่ช้า, ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็ก
อย่างอ่อน 

กลม 1.00±0.17 - 

SKN1 เคลื่อนที่ช้า, ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็ก
อย่างอ่อน 

ท่อนสั้น 0.65±0.02 0.80±0.05 

SKN2 เคลื่อนที่ช้า, ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็ก
อย่างอ่อน 

กลม 1.00±0.08 - 

SKN3-1 เคลื่อนที่ช้า, ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็ก
อย่างอ่อน 

ท่อนสั้น 0.50±0.03 1.50±0.04 

SKN3-4 เคลื่อนที่ช้า, ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็ก
อย่างอ่อน 

ท่อนสั้น 1.60±0.02 2.50±0.02 

 
4.1.3  แมกนีโตโซมภายในเซลล์แบคทีเรีย 

เมื่อศึกษาขนาดและรูปร่างของเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน พบว่าแบคทีเรีย
ที่ได้จากแหล่งน้ าที่ปนเปื้อนเหล็ก HER_I  HER_II  KPI_I  SRL1 และ TSB2 มีรูปร่างเป็นท่อน (bacillus) ส่วน 
L3_5 มีรูปร่างเป็นทรงกลม (coccus) ดังแสดงในภาพที่ 4.1 แบคทีเรียเหล่านี้มีขนาดความกว้างในช่วง 0.34–
0.68 ไมครอน และความยาวในช่วง 0.97–1.81 ไมครอน (ภาพที่ 4.2) ภายในเซลล์แบคทีเรียพบโครงสร้าง
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แมคนีโตโซมสีด ากระจายอยู่  โดยส่วนใหญ่มีจ านวน 1–3 อันต่อเซลล์ มีบางไอโซเลตที่พบจ านานแมกนีโนโซม
ขนาดเล็กมากกว่า 3 อัน แมกนีโตโซมมีขนาดในช่วง 55–151 นาโนเมตร ลักษณะของแมกนีโตโซมใน
แบคทีเรียที่ได้มีความสอดคล้องกับลักษณะของแมกนิติกแบคทีเรียที่มีรายงานมาก่อน เช่น Acidithiobacillus 
ferrooxidans (Baeuerlein, 2004)  
 

 
 
ภาพที่ 4.1 รูปร่างของแมกนีโตโซมภายในเซลล์แบคทีเรียไอโซเลต HER_I (A)  HER_II (B)  KPI_I (C)  L3_5 
(D)  SRL1 (E)  TSB2 (F)  UDD1 (G) และ SKN1 (H) 
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ภาพที่ 4.2 การกระจายตัวของขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแมกนีโตโซมที่พบภายในเซลล์แบคทีเรียไอโซเลต 
HER_I (A)  HER_II (B)  KPI_I (C)  L3_5  (D)  SRL1 (E) และ TSB2 (F) 
 

4.1.4  การตรวจสอบสมบัติทางชีวเคมีของเซลล์แบคทีเรีย 
เมื่อตรวจสอบสมบัติทางชีวเคมี (biochemical tests) ด้วย Api 20E kits (BioMerieux, USA) 

ผลการศึกษาแสดงในตารางที่ 4.3 พบว่า แบคทีเรียทั้งหมดสามารถใช้สารอนินทรีย์เป็นแหล่งพลังงานได้ 
(chemolithotrophs) แบคทีเรียส่วนใหญ่ให้ผลต่อเอนไซม์ catalase เป็นลบ (โดยเฉพาะอย่างยิ่งในแบคทีเรีย
ไอโซเลตที่แยกได้จากแหล่งน้ าธรรมชาติ) แสดงว่าแบคทีเรียกลุ่มนี้มีต้องการใช้ออกซิเจนเพียงเล็กน้อยในการ
เจริญ (microaerophiles) ส าหรับแบคทีเรียทั้งหมดสามารถแยกได้ 2 กลุ่มหลัก ได้แก่ 

1). ไอโซเลตที่ให้ผลการทดสอบเอนไซม์ cytochrome c oxidase และเอนไซม์ catalase เป็นลบ
ทั้งคู่ (ได้แก่ HER_I  UDD1  UDD2  BKL1  SKN1  SKN2  SKN3–1 และ SKN3–4) แบคทีเรียดังกล่าวจัดอยู่
ในกลุ่ม obligate microaerophillic ซึ่งสอดคล้องรายงานวิจัยเกี่ยวกับแบคทีเรีย Magnetospirillum 
magnetotacticum MS–1 (Wenbing et al., 2007)  

2). ไอโซเลตที่ให้ผลการทดสอบเอนไซม์ cytochrome c oxidase เป็นบวก และเอนไซม์ 
catalase เป็นลบ (ได้แก่ HER_II  KPI_I  L3_5  SRL1 และ TSB2) แบคทีเรียดังกล่าวถูกจัดอยู่ในกลุ่ม 
aerobic ซึ่งสอดคล้องกับรายงานวิจัยของแบคทีเรีย YSC–1 (Jun et al., 2006) แบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลตนี้จัด
อยู่ในกลุ่ม aerobic ถึงแม้จะให้ผลเอนไซม์ cytochromes oxidase เป็นลบก็ตาม ทั้งนี้เนื่องจากการใช้สาร
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ทดสอบเอนไซม์ oxidase มีความจ าเพาะต่อ cytochrome c oxidase เท่านั้น ทั้งนี้ ในแบคทีเรียมี 
cytochromes oxidase หลายชนิดนอกเหนือจาก cytochrome c oxidase (MEYER and JONES, 1973) 
ดังนั้นแม้ผลการทดสอบเอนไซม์ cytochromes oxidase เป็นลบ จึงไม่สามารถสรุปได้ว่าแบคทีเรียเป็นกลุ่ม 
anaerobic  

ตารางท่ี 4.3 สมบัติทางชีวเคมีของเซลล์แบคทีเรียที่แยกได้ 

Biochemical Tests 
แบคทีเรียไอโซเลต 

HER 
1 

HER 
2 

KPI
2 

L 
3-5 

SRL 
1 

TSB 
2 

UDD 
1 

UDD 
2 

BKL 
1 

SKN 
1 

SKN 
2 

SKN 
3-1 

SKN  
3-4 

Oxidase              
Catalase              
Bata-galactosidase              
Arginine dihydrolase              
Lysine decarboxylase              
Ornithine decarboxylase              
Citrate utilization              
H2S production              
Urea hydrolysis              
Deaminase              
Indole production              
Gelatinase              
Glucose F/O              
Mannital F/O              
Inosital F/O              
Sorbital F/O              
Rhamnose F/O              
Sucrose F/O              
Arnygdalin F/O              
Melibiose F/O              
Arabinose F/O              

 หมายเหตุ: “” คือท าปฏิกิริยากับสารที่ทดสอบได้ และ “” คือไม่ท าปฏิกิริยากับสารที่ทดสอบ 
 

4.1.5  การเจริญของแบคทีเรีย 
เมื่อศึกษาการเจริญของแบคทีเรียไอโซเลต HER_I  HER_II  KPI_I  L3_5  SRL1 และ TSB2 (ภาพ

ที่ 4.3) พบว่าระยะเวลาการเพ่ิมจ านวน (doubling time) ของแบคทีเรียมีค่าเท่ากับ 18.1  20.9  27.8  12.2  
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19.9 และ 22.0 ชั่วโมง ตามล าดับ ดังนั้นจึงจัดเป็นแบคทีเรียที่เจริญช้า สอดคล้องกับสมบัติทั่วไปของแมกนีติก
แบคทีเรียที่มีรายงานว่าเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่มีการเจริญยาก (fastidious bacteria) เพราะต้องการสารอาหาร
สูตรเฉพาะต่อการเจริญ (Bazylinski and Schübbe, 2007) แต่อย่างไรก็ตามปัจจุบันแบคทีเรียที่แยกได้จาก
แหล่งน้ าธรรมชาติยังไม่สามารถเลี้ยงต่อได้ อาจเนื่องมาจากสภาวะการเลี้ยงไม่เหมาะสมต่อการเจริญ ซึ่งการ
ทดลองนี้จึงมุ่งเน้นการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการสังเคราะห์แมกนีโตโซมของแบคทีเรียที่
แยกได้จากแหล่งน้ าปนเปื้อนเหล็กเป็นหลัก  

 
ภาพที่ 4.3 การเจริญของแบคทีเรียไอโซเลต HER_I  HER_II  KPI_I  L3_5  SRL1 และ TSB2 
 

4.2  ผลการจ าแนกหมวดหมู่ของแบคทีเรียด้วยล าดับสารพันธุกรรม 16S rRNA 

จากการจ าแนกหมวดหมู่ของแบคทีเรียไอโซเลต HER_I  HER_II  KPI_I  L3_5  SRL1 และ TSB2 โดย
อาศัยล าดับเบสของ 16S rRNA  เพ่ือเปรียบเทียบความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยโปรแกรม Blastn 
ภายใต้ฐานข้อมูล NCBI และใช้โปรแกรม ClustalW multiple alignment ใน BioEdit เพ่ือจัดกลุ่มแบคทีเรีย
ในแผนภูมิวิวัฒนาการ ผลการศึกษาพบว่าเมื่อเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับเบส (sequence 
identity %) ของแบคทีเรียที่แยกได้กับแมกนีติกแบคทีเรียและแบคทีเรียชนิดอ่ืนในฐานข้อมูล มีค่าอยู่ในช่วง 
81–97 เปอร์เซ็นต ์โดยแบ่งได้เป็น 2 กลุ่มหลักคือ 

4.2.1  Gammaproteobacteria ได้แก่  
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1). แบคทีเรียไอโซเลต HER_I มีล าดับเบสเหมือนกับ Acinetobacter sp. 151 เท่ากับ 97 

เปอร์เซ็นต์ และเหมือนกับ unculture gammaproteobacteria คือ Acinetobacter sp. clone MRT-87 
(accession number EF371492.1) เท่ากับ 94 เปอร์เซ็นต ์

2). แบคทีเรียไอโซเลต L3_5 มีล าดับเบสเหมือนกับเหมือนกับ Acinetobacter sp. 159 เท่ากับ 
95 เปอร์เซ็นต์ และเหมือนกับ unculture gammaproteobacteria คือ Acinetobacter sp. clone MRT-
87 (accession number EF371492.1) เท่ากับ 90.0 เปอร์เซ็นต์ 

3). แบคทีเรียไอโซเลต KPI_I มีล าดับเบสเหมือนกับเหมือนกับ Pseudomonas sp. เท่ากับ 97 
เปอร์เซ็นต์ และเหมือนกับ unculture gammaproteobacteria คือ Acinetobacter sp. clone MRT-87 
(accession number EF371492.1) เท่ากับ 87.0 เปอร์เซ็นต ์

4). แบคทีเรียไอโซเลต TSB2 มีล าดับเบสเหมือนกับเหมือนกับ Serratia sp. เท่ากับ 97 
เปอร์เซ็นต์ และเหมือนกับ unculture gammaproteobacteria คือ Acinetobacter sp. clone MRT-87 
(accession number EF371492.1) เท่ากับ 81.0 เปอร์เซ็นต ์ 

5) แบคทีเรียไอโซเลต SRL1 มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกับ Pseudomonas sp. เท่ากับ 99 
เปอร์เซ็นต์ และเหมือนกับ unculture gammaproteobacteria คือ clone SP_B28 (AY587206.1) เท่ากับ 
81.0 เปอร์เซ็นต ์ 

4.2.2  Betaproteobacteria  ได้แก่ แบคที เรียไอโซเลต HER_II มี เปอร์เซ็นต์ความเหมือนกับ 
Comamonas sp. เท่ากับ 97 เปอร์เซ็นต์ และ เหมือนกับ uncultured betaproteobacteria คือ clone 
SP_A36 (AY589477.1) เท่ากับ 90 เปอร์เซ็นต ์ 

จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ด้วยวิธี maximum likelihood 
โดยโมเดล Kimura 2-parameter โปรแกรม MEGA version 6.06 (Kimura, 1980; Tamura et al., 2013) 
และก าหนดการสุ่ ม ข้อมู ล  (bootstrap ) จ านวน  1 ,000 ครั้ ง  พบว่า  Acinetobacter sp. HER_I   
Acinetobacter sp. L3_5   Pseudomonas sp. KPI_I  Serratia sp. TSB2 และ Pseudomonas sp.  
SRL1 มีความสัมพันธ์กับล าดับชั้น Gamma proteobacteria  ในขณะที่ Comamonas sp. HER_II มี
ความสัมพันธ์กับล าดับชั้น Betaproteobacteria ดังแสดงในภาพที่ 4.4 จากรายงานการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า
แมกนีติกแบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่บางสายพันธุ์มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกับแมกนีติกแบคทีเรียต่ ากว่า 90 
เปอร์เซ็นต์ เช่น HSMV-1 ในล าดับชั้น Nirospirae (Bazylinski and Lefèvre, 2013) และแบคทีเรีย MMP ที่
แยกจากทะเล Yellow Sea มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกับ Candidatus Magnetomorumlitorale 
(EU717681) เพียง 88 เปอร์เซ็นต์ (Lin et al., 2012) อย่างไรก็ตาม แม้แบคทีเรียที่แยกได้จะมีเปอร์เซ็นต์
ความเหมือนกับแมกนีติกแบคทีเรียสูง ยังไม่สามารถระบุได้ว่าเป็นสายพันธุ์เดียวกัน ดังรายงานของ Zhu และ
คณะ (2010) พบว่าแบคทีเรียรูปทรงเกลียวสายพันธุ์ AMB-1 ที่แยกได้จากบ่อน้ าในประเทศญี่ปุ่นมีเปอร์เซ็นต์
ความเหมือนกับแบคทีเรียรูปทรงเกลียวสายพันธุ์ MW-1 ที่แยกได้จากน้ าจืดในประเทศจีนถึง 97.7 เปอร์เซ็นต์ 
(Zhu et al., 2010) ดังนั้นในการศึกษาจึงจ าเป็นต้องอาศัยสมบัติอ่ืน  ๆ ร่วมในการพิจารณาการจ าแนก
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หมวดหมู่ของแบคทีเรีย จากรายงานวิจัยก่อนหน้านี้ระบุว่าแมกนีติกแบคทีเรียส่วนใหญ่จัดอยู่ในล าดับชั้น 
Alphaproteobacteria  (Bazylinski and Frankel, 2004) และพบบางส่วนในล าดับชั้น delta และ 
gamma ในไฟลัม Proteobacteria ไฟลัม Nitrospirae และซับไฟลัม Planctomycetes-Verruconicrobia-
Chlamydiae (PVC) (Bazylinski and Lefèvre, 2013) ซึ่งในงานวิจัยนี้แบคทีเรียที่แยกได้ 6 ไอโซเลท จัดอยู่
ในล าดับชั้น Betaproteobacteria และ Gammaproteobacteria ดังภาพที่ 4.4 จึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจ
เนื่องจากยังมีการศึกษาค่อนข้างน้อย ส าหรับในขั้นต่อไปเป็นศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการ
สังเคราะห์แมกนีโตโซมของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I ทั้งนี้เพ่ือความเป็นไปได้ของการเลี้ยงแมก
นีติกแบคทีเรียสายพันธุ์นี้เพื่อใช้ประโยชน์ในอนาคต 
 

 
 
ภาพที่ 4.4 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I แบคทีเรีย 
Acinetobacter sp. L3_5 แบคทีเรีย Commamonas sp. HER_II แบคทีเรีย Pseudomonas sp. KPI_I 
แบคทีเรีย Pseudomonas sp. SRL1 และแบคทีเรีย Serratia sp. TSB2 ด้วยโปรแกรม MEGA 6.06 
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4.3  การศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I ซึ่งได้แก่ อุณหภูมิ พี
เอช แหล่งคาร์บอน และความเข้มข้นของเหล็กอิออน จากการศึกษาอุณหภูมิและ พีเอช พบว่าสภาวะที่
เหมาะสมต่อการเจริญของ Acinetobacter sp. HER_I คือ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 4.5) และพี
เอช 6.9 (ภาพที่ 4.6) ขณะที่สภาพที่มีความเป็นกรดหรือเบสสูงจะท าให้ลดการเจริญของแบคทีเรีย ดังนั้นจึง
สรุป ได้ ว่ าแบคที เรีย  Acinetobacter sp . HER_I จัดอยู่ ในกลุ่ ม  m esoph ilic ซึ่ งสอดคล้องกับ 
D e su lfo v ib r io m a gn e t ic u s   M a gn e to co c cu sm a rin u s  M a gn e to sp ir il lu m  sp . 
Magnetospirathiophila และ Magnetovibrioblakemorei และแมกนีติกแบคทีเรียส่วนใหญ่ที่มีการ
รายงาน ซึ่งพบว่าค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียจัดอยู่ในกลุ่ม neutral pH (Bazylinski and 
Lefèvre, 2013)  
 

 
ภาพที่ 4.5 ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I ในอาหาร Modified 
MTB พีเอช 6.9 ที่อุณหภูมิต่างๆ 
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ภาพที่ 4.6 ผลของพีเอชต่อการเจริญของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I ในอาหาร Modified MTB ที่ 
พีเอชต่าง ๆ ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

การศึกษาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรีย พบว่าแบคทีเรีย Acinetobacter sp. 
HER_I สามารถเจริญได้ดีในกรดอินทรีย์ 2 ชนิด คือกรดอะซิติกและกรดฟูมาริก โดยให้ค่า OD600 สูงสุดที่ 24 
ชั่วโมง ดังแสดงในภาพที่ 4.7 จากนั้นศึกษาผลของความเข้มข้นของกรดอะซิติกและฟูมาริกในอาหาร 
Modified MTB medium พบว่าที่ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ของกรดอะซิติกและฟูมาริกท าให้ HER_I มี
การเจริญเพ่ิมขึ้นและสูงกว่าในอาหาร Modified MTB สูตรปกติถึง 1.5 เท่า (ภาพที่ 4.8) แต่เนื่องจากกรดอะ
ซิติกเป็นสารที่มีราคาถูกและหาง่าย จึงเลือกเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในการศึกษาความเข้มข้นของอิออ
นของเหล็กต่อไป  

ผลการศึกษาความเข้มข้นของอิออนของเหล็กแสดงในภาพที่ 4.9 พบว่าแบคทีเรีย HER_I สามารถเจริญ
ได้สูงสุดที่ความเข้มข้นของอิออนของเหล็กเท่ากับ 160 มิลลิกรัมต่อลิตร รองลงมาคือ 80 และ 40 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ตามล าดับ ส่วนที่ความเข้มข้น 5.4  10 และ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่าการเจริญแตกต่างกันอย่างไม่มี
นัยส าคัญ แต่เนื่องจากที่ความเข้มข้นมากกว่า 20 มิลลิกรัมต่อลิตรขึ้นไป พบการตกตะกอนของเหล็กในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ และเนื่องจากความเข้มข้นของอิออนของเหล็กที่ 5.4 และ 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ผลต่อการเจริญ
ใกล้เคียงกัน ดังนั้นจึงเลือกอิออนของเหล็กที่ความเข้มข้น 5.4 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นค่าความเข้มข้นของอิออนข
องเหล็กที่เหมาะสมในอาหาร 
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ภาพที่ 4.7 ผลของแหล่งอาหารคาร์บอนที่ความเข้มข้น 0  2  6  10  14 และ 18 มิลลิโมลาร์ ต่อการเจริญ
ของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I ในอาหาร Modified MTB ที่ขาดแหล่งคาร์บอน พีเอช 6.9 ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 4.8 ผลของแหล่งคาร์บอนจากกรดอินทรีย์ Acetic acid (A), Fumaric acid (F) และ Lactic acid (L) 
ความเข้มข้น 0  10 และ 14 มิลลิโมลาร์ ในอาหาร Modified MTB และ Cocktail ของกรดอินทรีย์ทั้ง 3 ชนิด
ในอาหาร Modified MTB พีเอช 6.9 ที่ขาดแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. 
HER_I ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 4.9 ผลของความเข้มข้นของอิออนของเหล็ก ที่มีผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. 
HER_I ที่มีผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
 

4.4  ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็ก 

เพ่ือให้เข้าใจผลของแหล่งคาร์บอนที่มีต่อการผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กในระยะที่แตกต่างกันของ
แบคทีเรียในกลุ่ม Acinetobacter sp. HER_I โดยการทดลองนี้ได้เลี้ยงแบคทีเรียดังกล่าวในอาหาร Modified 
MTB ที่มีกรดแอซีติกความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ เป็นแหล่งคาร์บอนเพ่ิมเติม แบคทีเรียที่เจริญในระยะ
แตกต่างกันสามระยะได้แก่ ระยะพัก (lag phase; 0–12 ชั่วโมง) ระยะเพ่ิมจ านวนทวีคูณ (mid log phase; 
24 ชั่วโมง) และระยะคงจ านวนเซลล์ (stationary phase; 48 ชั่วโมง) ได้ถูกน ามาวิเคราะห์ชนิดและปริมาณ
ของสารประกอบออกไซด์ของเหล็กโดยอาศัยหลักความจ าเพาะของการดูดซับพลังงานในชั้น K ชั้น L2 และชั้น 
L3 ที่แตกต่างกัน ภายใต้โหมดฟลูออเรสเซนต์ของเทคนิค x-ray absorption near edge structure 
(XANES) โดยสถาบันวิจัยแสงซินโครตรอน องค์การมหาชน (synchrotron light research institute public 
oganization, Thailand) ซ่ึงมีการก าหนดค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ดังนี้  E0=7125.470,  E shift=0.000,  
Rbkg=1.000,  Kweight=2.0 และ Edge step=0.003. จากนั้นศึกษาอัตราส่วนออกไซด์ของเหล็กในรูป Fe2O3 
และ Fe3O4 จากสเปกตรัมที่ได้ด้วยการท า linear combination fit โดยใช้โปรแกรม Athena version 
0.8.54 โดยเทียบกับสารมาตรฐาน Fe2O3 (III) and Fe3O4 (II, III) (ภาพที่ 4.10) จากการวิเคราะห์พบว่า
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แบคทีเรียในกลุ่ม Acinetobacter sp. HER_I สามารถผลิตออกไซด์ของเหล็กในรูป Fe2O3 และ Fe3O4 โดย
เริ่มตั้งแต่ระยะพักถึงระยะคงจ านวนเซลล์ อัตราส่วนของ Fe3O4 ต่อ Fe2O3 เพ่ิมขึ้นจาก 0 ถึง 0.84 ขณะที่ 
Fe2O3 มีแนวโน้มลดลงจาก 1 ถึง 0.15 (ภาพที่ 4.11) จากผลการทดลองสรุปได้ว่าการสะสมของสารเมแทบอ
ลิคมีผลต่อการสังเคราะห์ Fe3O4 ซ่ึงสอดคล้องกับกลไกการสังเคราะห์แมกนีไทท์ใน Magnetospirillum 
magneticum สายพันธุ์ AMB_1 (Li et al., 2009) ที่จะไม่พบแมกนีไทท์ในระยะพัก (0–20 ชั่วโมง) แต่จะเริ่ม
พบในระยะเพ่ิมจ านวนทวีคูณ (20–48 ชั่วโมง) และระยะคงจ านวนเซลล์ (52–96 ชั่วโมง) อย่างไรก็ตามในทาง
ตรงกันข้ามสภาวะที่เหมาะสมต่อการสังเคราะห์แมกนีไทท์ของ Acidithiobacillus ferrooxidans เป็นเพียง
แค่กลไกในการสะสมเหล็ก ซึ่งไม่มีผลส่งเสริมการเจริญของเซลล์ (S. Zhang et al., 2012)  

 

 
 
ภาพที่ 4.10 สเปกตรัมของสารเปรียบเทียบมาตรฐาน Fe2O3 และ Fe3O4 จากเทคนิค XANS มีรูปแบบที่
คล้ายกันเนื่องจากแต่ละฟอร์มมีสูตรโครงสร้างเหมือนกัน แต่สามารถแยกความต่างจากกันที่จุด (A) ไหล่
พลังงาน (shoulder intensity) Fe3O4 แสดงลักษณะพีคที่ชัดเจนและความเข้มของพลังงานสูงกว่า Fe2O3, 
(B) พีคหลัก (main peak) ต าแหน่งพลังงาน Fe2O3=7133.70 eV แตกต่างและมีความเข้มของพลังงานสูงกว่า 
Fe3O4=7130.84 eV  และ (C) ต าแหน่งหาง (Tail) ที่ท้องพีคแสดงต าแหน่งพลังงาน และความเข้มของ
พลังงานต่างกันระหว่าง Fe2O3 และ Fe3O4 คือ 7114.3 และ 7113.5 eV, ตามล าดับ และ Fe3O4 มีความเข้ม
ของพลังงานสูงกว่า 
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ภาพที่ 4.11 สเปกตรัมออกไซด์ของเหล็ก จาก Acinetobacter sp. HER_I ที่เลี้ยงในอาหาร Modified MTB 
จากเทคนิค XANES เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน Fe2O3 และ Fe3O4 ที่ ลูกศร (A) แสดงไหล่พลังงานของ
แบคทีเรียเลี้ยงที่ 12  24 และ 48 ชั่วโมง มีแนวโน้มมีค่าความเข้มของพลังงานเพ่ิมขึ้นตามล าดับ สอดคล้องกับ
พีคของ Fe3O4  ลูกศร (B) แสดงพีคหลักของตัวอย่างทั้ง 3 อยู่ระหว่างช่วงต าแหน่งพลังงานของ Fe2O3 และ 
Fe3O4 ระบุได้ว่าพบสารประกอบออกไซด์ทั้ง 2 ฟอร์มในตัวอย่าง และลูกศร (C) แสดงต าแหน่งพลังงานและ
รูปแบบของสเปกตรัมคล้ายสารมาตรฐาน โดยความเข้มของพลังงานมีแนวโน้มการเพ่ิมขึ้นซึ่งโน้มเอียงไปทาง
สารมาตรฐาน Fe3O4  
 

ในทางตรงกันข้ามเมื่อเลี้ยง HER_I ในอาหาร Modified MTB ที่เติมกรดแอซีติกความเข้มข้น 10 มิลลิโม
ลาร์  ซึ่งแม้จะส่งเสริมการเจริญให้มากกว่าอาหารสูตรปกติถึง 1.5 เท่า แต่การสังเคราะห์ Fe3O4 ลดลงขณะที่
การสังเคราะห์ Fe2O3 เพ่ิมขึ้นแทน จากผลการทดลองดังกล่าวอาจกล่าวได้ว่ากรดแอซีติกอาจมีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงสารเมแทบอไลท์ในเซลล์แบคทีเรียที่ส่งผลให้การสังเคราะห์ Fe3O4 ลดลง ขณะที่ส่งเสริมการผลิต 
Fe2O3  เพ่ิมข้ึน (ภาพท่ี 4.12) 
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ภาพที่ 4.12 สเปกตรัมของออกไซด์ของเหล็กจาก Acinetobacter sp. HER_I ที่เลี้ยงในอาหาร Modified 
MTB ที่เติมกรดแอซีติก 10 มิลลิโมลาร์ จากการศึกษาด้วยเทคนิค XANES เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 
Fe2O3 และ Fe3O4 โดยสเปกตรัมที่ต าแหน่ง (A) (B) และ (C) ของตัวอย่างทั้ง 3 มีรูปแบบและแนวโน้มของ
ความเข้มของพลังงานคล้ายคลึงกับ Fe2O3 
 

4.5  สมบตัิทางกายภาพของอนุภาคนาโนแม่เหล็กภายในเซลล์แบคทีเรีย 

จากการศึกษาโครงสร้างผลึกในแมกนีโตโซมที่อยู่ภายในเซลล์แบคทีเรียด้วยเทคนิค TEM-SAED พบว่าค่า 
d-spacing ที่ค านวณได้เท่ากับ 3.00  1.95 และ 1.72 (ภาพที่ 4.13) เมื่อแปรผลตามการ์ดมาตรฐาน JCPDS 
เบอร์ 89–0951 (Wong-Ng et al., 2001) พบว่าตรงกับระนาบ 2 2 0 ระนาบ 3 3 1 และระนาบ 4 2 2 ของ
ผลึก Fe3O4 ตามล าดับ และเมื่อศึกษาองค์ประกอบแร่ธาตุด้วยเทคนิค TEM-EDX พบว่าโครงสร้างดังกล่าว
ประกอบด้วยธาตุออกซิเจน (O) เหล็ก (Fe) คาร์บอน (C) ฟอสฟอรัส (P) โปแทสเซียม (K) แมกนีเซียม (Mg) 
ซัลเฟอร์ (S) คลอไรด์ (Cl) และแคลเซียม (Ca) ซึ่งการพบธาตุเหล็กและออกซิเจนเป็นองค์ประกอบภายใน
แมกนีโตโซมแสดงถึงแนวโน้มที่จะพบอนุภาคออกไซด์ของเหล็กภายใน ส่วนธาตุอ่ืน ๆ ที่พบน่าจะเกิดจาก
สารอินทรีย์ต่าง ๆ ภายในเซลล์แบคทีเรีย  
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ภาพที่ 4.13 องค์ประกอบแร่ธาตุและโครงสร้างผลึกของออกไซด์ของเหล็กในแมกนีโตโซมของแบคทีเรีย 
Acinetobacter sp. HER_I เมื่อ A คือ แมกนีโตโซม B คือโครงสร้างผลึกของเหล็กออกไซด์ภายในแมกนีโต
โซมวิเคราะห์ด้วยเทคนิค TEM-SAED และ C คือ แร่ธาตุองค์ประกอบของแมกนีโตโซมวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
TEM-EDX 
 

4.6  การแยกอนุภาคนาโนแม่เหล็กจากเซลล์แบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I ด้วยการท าให้เซลล์
แตก 

แบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I แยกได้จากน้ าทิ้งที่ปนเปื้อนโลหะเหล็กในแหล่งน้ าของเหมืองแร่
และโรงงานแปรรูปเหล็กในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย แบคทีเรียไอโซเลตดังกล่าวมีการผลิตถุง
แมกนีโตโซโซม ซึ่งเป็นคุณลักษณะหนึ่งของแมกนีติกแบคทีเรีย ในการทดลองนี้ได้น าแบคทีเรียดังกล่าวไป
ศึกษาลักษณะของแมกนีโตโซมภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน ผลการศึกษาแสดงในภาพที่ 
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4.14 พบว่าแบคทีเรีย Acinetobacter sp. ไอโซเลต HER_I มีรูปร่างแบบท่อน มีความกว้างเฉลี่ย 0.3 
ไมโครเมตร และความยาวเฉลี่ย 0.9 ไมโครเมตร โดยพบถุงแมกนีโตโซโซมประมาณ 1–8 ถุงภายในเซลล์
แบคทีเรีย ซึ่งแตกต่างจากเซลล์ของแบคทีเรีย E. coli และ S. aureus ที่ไม่สังเกตเห็นถุงแมกนีโตโซมดังกล่าว
อยู่ภายในเซลล์ จากการวัดขนาดถุงแมกนีโตโซมภายในเซลล์แบคทีเรียจากภาพถ่ายกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน พบว่าถุงแมกนีโตโซมของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I มีขนาดอยู่ในช่วง 
33.4–201.2 นาโนเมตร และมีเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ยเท่ากับ 100.0 ± 44.1 นาโนเมตร ซึ่งเป็นช่วงใกล้เคียง
กับถุงแมกนีโตโซมของแมกนิติกแบคทีเรียที่มีการศึกษาก่อนหน้านี้ ซึ่งมักพบว่ามีขนาดถุงแมกนีโตโซมเฉลี่ย
ประมาณ 50–100 นาโนเมตร (Yang et al., 2001)  
 

 
 
ภาพที่ 4.14 รูปร่างของเซลล์แบคทีเรีย และลักษณะของถุงแมกนีโตโซมภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องผ่าน โดยภาพ A คือแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I ภาพ B คือ แบคทีเรีย E. coli และภาพ 
C คือแบคทีเรีย S. aureus  
 

ส าหรับการเจริญของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I ได้จากการหาสภาวะการเจริญของแบคทีเรีย
ในอาหาร Modified MTB ที่ พีเอช 6.9 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสดังภาพที่ 4.15 ซึ่งมีเวลาที่ใช้ในการเพ่ิม
จ านวนประชากรจากเดิมเป็น 2 เท่า (doubling time) เท่ากับ 26.7 ชั่วโมง ซึ่งนับว่าเป็นอัตราการเจริญที่
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ค่อนข้างช้ามีคล้ายคลึงกับแมกนิติกแบคทีเรียที่มีการศึกษาก่อนในหน้านี้  (Sharma and Balomajumder, 
2011)  
 

 
 
ภาพที่ 4.15 สภาวะการเจริญของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I ที่เลี้ยงในอาหาร Modified MTB ที่ 
พีเอช 6.9 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
 

ส าหรับการศึกษาอนุภาคนาโนแม่เหล็กโดยการแยกแมกนีโตโซมออกจากเซลล์ โดยการท าให้เซลล์แตก
และปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 3000xg เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือแยกเศษเซลล์ ก่อนน าส่วนใสตอนบนไปปั่น
เหวี่ยงที่12000xg เป็นเวลา 30 นาที เมื่อน าไปวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านพบว่ามี
ขนาดในช่วง 83.7–147.1 นาโนเมตร และมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ย 116.0±15.4 นาโนเมตร ซึ่ง
ใกล้เคียงกับขนาดของแมกนีโตโซมภายในเซลล์ที่วัดจากภาพที่ได้จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน 

เมื่อน าอนุภาคที่ได้จากการเผาไปศึกษาโครงสร้างผลึกด้วยเทคนิค TEM-SAED (ตารางที่ 4.4 และภาพที่ 
4.16) พบว่ามีค่า d-spacing เท่ากับ 3.00  1.95 และ 1.72 อังสตรอม เมื่อแปรผลตามการ์ดมาตรฐาน JCPDS
เบอร์ 89–0951 (Wong-Ng et al., 2001) พบว่าตรงกับระนาบ 2 2 0  ระนาบ 3 3 1 และระนาบ 4 2 2 
ของผลึก Fe3O4 (ตารางที่ 4.4) และเมื่อศึกษาองค์ประกอบของธาตุด้วยเทคนิค TEM-EDX (ภาพที่ 4.16) 
พบว่าโครงสร้างดังกล่าวมีธาตุเหล็กและออกซิเจนเป็นองค์ประกอบ ซึ่งชี้ถึงเอกลักษณ์ของออกไซด์ของเหล็ก 
ในขณะที่ธาตุอ่ืนที่ปรากฏคาดว่าเป็นธาตุที่เป็นองค์ประกอบของสารอินทรีย์ของเซลล์แบคทีเรียที่เหลืออยู่ จาก
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ผลการวิเคราะห์ข้างต้นจึงสรุปได้ว่าแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I สามารถสังเคราะห์อนุภาคนาโน
แม่เหล็ก และโครงสร้างอนุภาคแม่เหล็กชนิดหนึ่งที่สังเคราะห์ได้คือแมกนีไทท์ ซึ่งสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์
ด้วย XANES ก่อนหน้า  

 

ตารางที่ 4.4 ค่า d-spacing และระนาบของโครงสร้างผลึกออกไซด์ของเหล็กของแบคทีเรีย Acinetobacter 
sp. HER_I ซึ่งเตรียมได้แมกนีโตโซมที่แยกจากเซลล์แบคทีเรีย โดยเปรียบเทียบกับค่ามาตรฐานของ JCPDS 
หมายเลข 890951  

Sample preparation 
Bacterial iron oxide 

crystals 
 

JCPDS No. 890951 
d[oA]  d[oA] h l k 

Extraction 3.00  3.00 2 2 0 

 
1.95  1.95 3 3 1 

 
1.72  1.72 4 2 2 
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ภาพที่ 4.16 องค์ประกอบของแร่ธาตุ และลักษณะโครงสร้างผลึกของอนุภาคที่ได้จากการสกัดแมกนีโตโซม
จากเซลล์แบคทีเรีย Acinetobacter sp. ไอโซเลต HER_I โดยภาพ A คือ ภาพ TEM ของแมกนีโตโซมที่สกัด
ได้ ภาพ B คือผลการวิเคราะห์ด้วย TEM-SAED ของแมกนีโตโซมที่สกัดได้ และภาพ C คือผลการวิเคราะห์
ด้วย TEM-EDXของธาตุที่เป็นส่วนประกอบในแมกนีโตโซม 
 

4.7  การแยกอนุภาคนาโนแม่เหล็กโดยการเผาเซลล์แบคทีเรีย 

นอกจากนี้ได้ท าการเผาเซลล์แบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I เพ่ือแยกอนุภาคนาโนออกมา โดย
เผาเซลล์แบคทีเรียดังกล่าว 6.8 กรัม ที่อุณหภูมิสูง 300 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง และเพ่ิมอุณหภูมิใน
อัตรา 5 องศาเซลเซียสต่อ 1 นาทีจนกระทั่งถึงอุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ผลจาก
การศึกษาลักษณะโครงสร้างและการนับขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของอนุภาคนาโนที่ได้จากภาพถ่ายกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอน พบว่าอนุภาคนาโนมีขนาดในช่วง 53.3–144.0 นาโนเมตร และมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางเฉลี่ย 106.6 ± 10.1 นาโนเมตร (ภาพที่ 4.17) ซึ่งขนาดของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก (ตามขนาดของถุง
แมกนีโตโซมจากงานวิจัยที่มีการรายงานมาก่อนหน้า) พบว่าอยู่ในช่วงน้อยกว่า 20 นาโนเมตร ถึง 70 นาโน
เมตร (Bazylinski and Frankel, 2004; Lins et al., 2006) ซึ่งในการทดลองนี้พบว่าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของอนุภาคนาโนใหญ่กว่าที่มีรายงานเล็กน้อย อาจเป็นผลเนื่องมาจากการที่ใช้อุณหภูมิสูงในการเผาท าให้
อนุภาคนาโนที่อยู่ในถุงแมกนีโตโซมใกล้เคียงกันอาจเกิดรวมตัวกันท าให้อนุภาคท่ีไดม้ีขนาดใหญ่ขึ้น 

เพ่ือศึกษาเอกลักษณ์ของอนุภาคนาโนที่ได้จากการเผาเซลล์แบคทีเรีย ได้ท าการวิเคราะห์อนุภาคดังกล่าว
ด้วยเทคนิค TEM-EDX และ TEM-SAED ซึ่งผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.18 และตารางที่ 4.5 ผลการ
วิเคราะห์ด้วย TEM-EDX พบว่าอนุภาคท่ีได้มีธาตุเหล็กและออกซิเจนเป็นองค์ประกอบซึ่งแสดงถึงแนวโน้มของ
การเกิดออกไซด์ของเหล็ก ส่วนแร่ธาตุอ่ืน ๆ ที่ตรวจพบน่าจะเป็นแร่ธาตุที่เป็นองค์ประกอบของสารอินทรีย์
ต่าง ๆ ในเซลล์แบคทีเรีย ส าหรับการวิเคราะห์ด้วย TEM-SAED โดยการค านวณจากค่า d-spacing พบว่ามีค่า
เท่ากับ 3.00  2.72 1.72 และ 1.41 อังสตรอม ซึ่งสัมพันธ์กับค่าระนาบของผลึกในชั้น h l k คือ 2 2 0  4 0 0  
4 2 2  และ 4 4 2 ของแมกนีไทท์ ตามล าดับ แสดงว่าอนุภาคนาโนที่ได้เป็นแมกนีไทท์ (Wong-Ng et al., 
2001) 
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ภาพที่ 4.17 ลักษณะทางกายภาพและการกระจายตัวของขนาดของอนุภาคนาโนแมกนีไทท์ที่ได้จากการเผา
เซลล์แบคทีเรีย โดยภาพ A คือ ลักษณะทางกายภาพของอนุภาคนาโนของแมกนีไทท์ และภาพ B คือ ขนาด
การกระจายตัวของอนุภาคนาโนแมกนีไทท ์
 

 

 
 
ภาพที่ 4.18 ลักษณะทางกายภาพ องค์ประกอบของแร่ธาตุ และโครงสร้างผลึกออกไซด์ของเหล็กของอนุภาค
หลังจากการเผาเซลล์แบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I ที่อุณหภูมิสูง โดยภาพ A แสดงลักษณะทาง
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กายภาพของอนุภาคเดี่ยวด้วย TEM ภาพ B แสดงผลการวิเคราะห์โครงสร้างผลึกออกไซด์ของเหล็ก ที่อยู่ใน
อนุภาคซึ่งศึกษาได้จาก TEM-SAED และภาพ C คือการวิเคราะห์ผลจาก TEM-EDX  
 

ตารางที่ 4.5 ค่า d-spacing และระนาบของโครงสร้างผลึกออกไซด์ของเหล็กของแบคทีเรีย Acinetobacter 
sp. HER_I ซึ่งเตรียมได้จากการผาเซลล์แบคทีเรีย โดยเปรียบเทียบกับค่ามาตรฐานของ JCPDS หมายเลข 
890951  

Sample preparation 
Bacterial iron oxide 

crystals 
 

JCPDS No. 890951 
d[oA]  d[oA] h l k 

Calcination 3.00  3.00 2 2 0 

 
2.12  2.12 4 0 0 

 
1.72  1.72 4 2 2 

 
1.41  1.42 4 4 2 

 

4.8  การศึกษาสมบัติทางกายภาพและชีวภาพของอนุภาคนาโนแม่เหล็กที่ได้ 

จากการศึกษาก่อนหน้านี้แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I เป็นแบคทีเรียที่สามารถ
ผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กได้ แต่ยังไม่มีการรายงานการศึกษาถึงความทนต่อสภาวะที่มีความเข้มข้นของอิออ
นของเหล็กสูง ดังนั้นในการทดลองนี้จึงได้เลี้ยงแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I ในสารละลายเหล็กที่มี
ความเข้มข้นแตกต่างกันดังนี้ 0  5.4  10  20  40  80  160 และ 320 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นศึกษาอัตรา
การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมดเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.19 โดยพบว่าที่ความ
เข้มข้นของสารละลายเหล็ก 5.4–20 มิลลิกรัมต่อลิตร แบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I มีการเจริญอย่าง
ต่อเนื่องและไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะที่ไม่มีสารละลายเหล็ก ในขณะที่ใน
สภาวะที่มีสารละลายเหล็กความเข้มข้น 40–160 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่ามีการส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรีย
แบบแปรผันตามความเข้มข้น ซึ่งการเจริญนี้มีสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะที่ไม่มี
สารละลายเหล็ก แต่อย่างไรก็ตาม ที่ความเข้มข้นของสารละลายเหล็กที่ความเข้มข้น 320 มิลลิกรัมต่อลิตร 
พบว่ามีผลเป็นพิษต่อเซลล์แบคทีเรียและท าให้แบคทีเรียตาย ผลจากการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย 
Acinetobacter sp. HER_I สามารถทนต่อสารละลายเหล็กได้สูงถึง 160 มิลลิกรัมต่อลิตร  

นอกจากนี้ ได้ทดลองเปรียบเทียบความสามารถของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I กับ
แบคทีเรีย E. coli และ S. aureus ซึ่งใช้เป็นตัวควบคุมของแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ ในการทนต่อ
สภาวะที่มีสารละลายเหล็กสูงถึง 160 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลาต่อเนื่อง 72 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงใน
ภาพที่ 4.20 พบว่าแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I สามารถทนต่อสภาวะดังกล่าวได้ดีกว่า แบคทีเรีย E. 
coli และ S. aureus อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ทั้งนี้อิออนของเหล็กเป็นธาตุที่ส าคัญต่อการขนส่งออกซิเจน 
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การสร้าง ATP กระตุ้นการเจริญของเซลล์ การเพ่ิมจ านวนของเซลล์ และการก าจัดสารพิษของเซลล์ แต่หากมี
ปริมาณมากเกินกว่าที่เซลล์ต้องการอาจส่งผลให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ เพราะภายในเซลล์มีการกระตุ้นให้
เกิดสารประกอบอนุมูลอิสระภายในเซลล์ ดังนั้นผลการทดลองนี้ชี้ให้เห็นว่าแบคทีเรีย Acinetobacter sp. 
HER_I มีความสามารถทนต่อการเจริญของแบคทีเรียในสารละลายเหล็กท่ีมีความเข้มข้นสูงได้ด ี
 

 
 

ภาพที่ 4.19 ผลของสารละลายเหล็กต่อการเจริญของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I 
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ภาพที่ 4.20 ความสามารถของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I เมื่อเปรียบเทียบกับ E. coli และ S. 
aureus ในการทนต่อสภาวะที่มีสารละลายเหล็กที่ความเข้มข้น 160 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
โดยภาพ A คือแบคทีเรียที่เลี้ยงในน้ ากลั่น และภาพ B คือ แบคทีเรียที่เลี้ยงในสารละลายเหล็กที่ความเข้มข้น 
160 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 

4.9.  การศึกษาการดูดซับและการดูดซึมอิออนของเหล็กของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I 

ความสามารถในการดูดซับและการดูดซึมอิออนของเหล็กของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I ถูก
ระบุและเปรียบเทียบกับแบคทีเรียสายพันธุ์ E. coli และ S. aureus การศึกษาดังกล่าวท าได้โดยน าแบคทีเรีย 
0.7 กรัมโดยน้ าหนัก บ่มในสารละลายอิออนของเหล็ก 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ160 มิลิกรัมต่อลิตร (20 ไมโคร
โมลาร์) เป็นเวลา 0 และ 24 ชั่วโมง จากนั้นท าการทดสอบการดูดซับและการดูดซึมอิออนของเหล็กด้วย 
Ferrozine assay ซึ่งค านวณได้จากสมการ (1) และ (2) ตามล าดับ 

Feadsorption = (IntFe – RFe(T)) - Feuptake…………..(1) 

 Feadsorption คือความเข้มข้นของสารละลายเหล็กเริ่มต้นในอาหาร 
 RFe(T)  คือความเข้มข้นของสารละลายเหล็กท่ีเหลือในอาหาร ณ เวลาที่วัดค่า 
 Feuptake คือค่าดูดซึมอิออนของเหล็ก 
 T   คือเวลาที่วัดค่า 

Feuptake = CLFe(T) – CSFe(T)………….(2) 

 CLFe(T)   คือความเข้มข้นของสารละลายเหล็กท้ังหมดในสารละลายเซลล์ทีแ่ตก (cell lysate)
มีค่าเป็นไมโครโมลาร์ ณ เวลาที่วัดค่า 

 CSFe(T)  คือความเข้มข้นของสารละลายเหล็กบนพ้ืนผิวของเซลล์แบคทีเรีย ณ เวลาที่วัดค่า  
จากการทดลองพบว่า ความสามารถในการการดูดซึมอิออนของเหล็กเข้าสู่ภายในเซลล์ของแบคทีเรีย 

Acinetobacter sp. HER_I (ภาพที่ 4.21–4.22)  ในกรณีที่ทดลองกับสารละลายเหล็ก 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เมื่อเวลาผ่านไป 24 ชั่วโมง พบว่าปริมาณเหล็กในเซลล์แบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I มีการสะสมอิ
ออนของเหล็กสูงกว่า E. coli และ S. aureus อย่างมีนัยส าคัญ โดยการสะสมของอิออนของเหล็กที่ 0 และ 
24 ชั่วโมง ของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I มีค่าเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ ในกรณีที่ทดลองกับ
สารละลายเหล็กที่สูงถึง 160 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าให้ผลการทดลองในท านองเดียวกัน คือพบการดูดซึมอิออ
นของเหล็กในเซลล์แบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I สูงกว่า E. coli และ S. aureus อย่างมีนัยส าคัญ 
ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I มีความสามารถในการดูดซึมอิออนของ
เหล็กเข้าสู่เซลล์ได้ดี และสูงกว่า E. coli และ S. aureus อย่างชัดเจน 
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ภาพที่ 4.21 ความสามารถในการการดูดซึมอิออนของเหล็กเข้าสู่ภายในเซลล์ของแบคทีเรีย Acinetobacter 
sp. HER_I เมื่อเทียบกับแบคทีเรียสายพันธุ์ E. coli และ S. aureus ที่ความเข้มข้นของสารละลายอิออนของ
เหล็ก 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
 

 
ภาพที่ 4.22 ความสามารถในการการดูดซึมอิออนของเหล็กเข้าสู่ภายในเซลล์ของแบคทีเรีย Acinetobacter 
sp. HER_I เมื่อเทียบกับแบคทีเรียสายพันธุ์ E. coli และ S. aureus ที่ความเข้มข้นของสารละลายอิออนของ
เหล็ก 160 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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ส าหรับการศึกษาความสามารถในการดูดซับอิออนของเหล็กของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I 
เปรียบเทียบกับแบคทีเรียสายพันธุ์ E. coli และ S. aureus (ภาพที่ 4.23) ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรีย 
Acinetobacter sp. HER_I และแบคทีเรียแกรมลบ E. coli มีความสามารถในการดูดซับอิออนของเหล็ก
ใกล้เคียงกัน และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับผลการดูดซับอิออนของเหล็กของแบคทีเรียแกรมบวก S. aureus 

 
 

ภาพที่ 4.23 ความสามารถในการดูดซับอิออนของเหล็กของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I เมื่อ
เปรียบเทียบกับแบคทีเรียสายพันธุ์ E. coli และ S. aureus 



 

บทท่ี 5 

บทสรุป 

โครงการวิจัยนี้ต้องการศึกษาผลของระยะการเจริญและสูตรอาหารต่อการเจริญของแบคทีเรียที่สามารถ
ผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กที่แยกได้ในเหมืองแร่เหล็กของประเทศไทย การผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กของ
แบคทีเรีย และสมบัติบางประการของอนุภาคนาโนแม่เหล็กภายในเซลล์แบคทีเรีย นอกจากนี้ยังต้องการศึกษา
เปรียบเทียบลักษณะและสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนแม่เหล็กที่ได้จากการท าให้เซลล์แบคทีเรียแตก
และจากการเผา ในการศึกษานี้สามารถแยกแบคทีเรียได้ทั้งหมด 6 ไอโซเลท ได้แก่ HER_I  HER_II  KPI_I  
L3_5  SRL1 และ TSB2 ซึ่งมีคุณสมบัติในการเคลื่อนที่ตอบสนองต่อสนามแม่เหล็กอย่างอ่อน (weak 
magnetotaxis) และมีโครงสร้างแมกนีโตโซมภายในเซลล์ โดยแบคทีเรียไอโซเลท HER_I  HER_II  KPI_I  
SRL1 และ TSB2 มีรูปร่างเป็นท่อน ส่วนแบคทีเรียสายพันธุ์ L3_5 มีรูปร่างเป็นทรงกลม แบคทีเรียทั้งหมดมี
ความกว้างในช่วง 0.34–0.68 ไมโครเมตร และความยาวในช่วง 0.97–1.81 ไมโครเมตร จากการศึกษาสมบัติ
ทางชีวเคมี พบว่าแบคทีเรียไอโซเลท HER_I ให้ผลการทดสอบเอนไซม์ oxidase และเอนไซม์ catalase เป็น
ลบ ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่ม microaerophillic ส่วนแบคทีเรียอีก 5 สายพันธุ์ ให้ผลการทดสอบเอนไซม์ catalase 
เป็นบวก จึงถูกจัดอยู่ในกลุ่ม anaerobic เมื่อศึกษาการเจริญของแบคทีเรียทั้ง 6 สายพันธุ์ พบว่าระยะเวลา
การเพ่ิมจ านวน (doubling time) ของ HER_I  HER_II  KPI_I  L3_5  SRL1 และ TSB2 เท่ากับ 18.1 20.9  
27.8  12.2  19.9 และ 22.0 ชั่วโมง ตามล าดับ จากล าดับเบสของยีน 16S rRNA สามารถระบุว่าแบคทีเรีย
ดังกล่าวในระดับสกุล คือ Acinetobacter sp. HER_I  Acinetobacter sp. L3_5  Pseudomonas sp. 
KPI_I  Pseudomonas sp.  SRL1  Serratia sp.  TSB2 และ Comamonas sp. HER_II ผลการวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการพบว่าแบคทีเรียไอโซเลท HER_I  HER_II  L3_5  KPI_I  TSB2 และ SRL1 มี
ความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับแมกนีโตแทกติกแบคทีเรียที่จัดอยู่ในล าดับชั้น Gamma และ Beta proteobacteria  
จากการวิเคราะห์แมกนีโตโซมของเซลล์แบคทีเรียที่สกัดออกจากเซลล์ที่ท าให้แตก และการเผาเซลล์แบคทีเรีย 
พบว่าแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I มีการผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กในรูปแมกนีไทท์จากการ
วิเคราะห์ด้วย TEM-SAED โดยคุณสมบัติของอนุภาคนาโนแม่เหล็กที่ได้จากการสกัดและการเผาไม่แตกต่างกัน 
แบคทีเรียไอโซเลท HER_I สามารถเจริญในอาหาร Modified MTB ที่มีกรดแอซีติกได้ดีกว่าสูตรอาหารปกติที่ 
ใช้ (Modified MTB) แต่เมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค XANES พบว่าแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหาร Modified MTB 
มีการผลิต Fe3O4 มากกว่า Fe2O3 ในระยะเจริญ แต่แบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหาร Modified MTB มีกรดแอซีติก 
มีการผลิต Fe2O3 มากกว่า Fe3O4  นอกจากนี้พบว่าแบคทีเรีย Acinetobacter sp. HER_I มีความสามารถใน
การดูดซึมอิออนของเหล็กได้ดีกว่า E. coli และ S. aureus ผลจากการศึกษานี้ทั้งหมดได้แสดงถึงแบคทีเรียที่
แยกได้ในประเทศไทย ซึ่งสามารถผลิตอนุภาคนาโนแม่เหล็กในรูปแมกนีไทท์ได้  
  



70 

สรุปผลด าเนินการ 
 

หัวข้อ ผลการด าเนินงาน 
1. การบรรลุวัตถุประสงค์  

1) เพื่อศึกษาผลของระยะการเจริญและสตูรอาหารต่อการเจริญของแบคทีเรีย การผลิต
อนุภาคนาโนแมเ่หล็กของแบคทีเรยี และสมบัติบางประการของอนุภาคนาโนแม่เหล็ก
ภายในเซลล์แบคทีเรีย 

100% 

2) เพื่อศึกษาเปรียบเทียบลักษณะและสมบตัิทางกายภาพของอนุภาคนาโนแม่เหล็กท่ีได้
จากการท าให้เซลล์แบคทีเรียแตกและจากการเผา 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อ และสารละลาย 
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1. สารเคมี 

Ammonium nitrate (NH4NO3) Sigma, USA 
Aluminum potassium sulfate dodecahydrate (AlK(SO)4.12H2O) Sigma, USA 
Api 20E kits BioMerieux, France 
Boric acid (H3BO3) Sigma, USA 
Calcium chloride dihydrate (CaCl2.2H2O) Sigma, USA 
Cobalt(II) chloride hexahydrate (CoCl2.6H2O) Sigma, USA 
Ferrozine or 3-(2-Pridyl)-5, 6-diphenyl-1, 2, 4-triazine-p,p’-disulfonic acid 
monosodium salt hydrate (C2OH13N4NaO6S2) 

Sigma, USA 

Formvar carbon coat copper grid Sigma, USA 
Gel/PCR DNA Fragment Extraxtion Kit Geneaid, Taiwan 
Hydroxylamine hydrochloride (NH2OH.HCl) Sigma, USA  
Hydroxylammonium chloride (NH2OH.HCl) Merck, Germany 
Iron(III) chloride hexahydrate (FeCl3.6H2O) Sigma, USA 
Iron(II) sulfate heptahydrate (FeSO4.7H2O) Sigma, USA 
Nitrilotriacetic acid (C6H9NO6) Sigma, USA 
Manganesium sulfate dihydrate (MnSO4.2H2O) Sigma, USA  
Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4.7H2O) Sigma, USA  
Potassium phosphate monobasic (KH2PO4) Sigma, USA  
Potassium thiocyanate (KSCN) Sigma, USA  
Quinic acid (C7H12O6) Sigma, USA  
Sodium chloride (NaCl) Sigma, USA 
Sodium molybdate dehydrate (Na2MoO4.2H2O) Bio Basic Inc, Canada  
Zinc sulfate heptahydrate (ZnSO4.7H2O) Sigma, USA 
  

 

2. Modified MTB medium agar/broth 

KH2PO4 0.68  g 

NH4NO3 0.12  g 
Wolfe’s mineral solution 5.0  ml 
0.01 M Ferric quinate solution 2.0  ml 
Sodium acetate 0.05 g 
Sodium thioglycollate 0.05  g 
Tartaric acid 0.37 g 
Succinic acid 0.37 g 
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Agar 15 ml 

ละลายสารในน้ ากลั่นปรับพีเอช 6.9 ด้วย 10 M NaOH และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 ลิตร ด้วยน้ ากลั่น 

3. Wolfe’s mineral solution 

Nitrilotriacetic acid    1.5 g 
MgSO4.7H2O    3.0 g 
MnSO4.2H2O    0.5 g 
NaCl    1.0 g 
FeSO4.7H2O    0.1 g 
CoCl2.6H2O    0.1 g 
CaCl2    0.1 g 
ZnSO4.7H2O    0.1 g 
CuSO4.5H2O    0.01 g 
AlK(SO)4.12H2O    0.01 g 
H3BO3    0.01 g 
Na2MoO4.2H2O              0.01 g 

ละลาย nitrilotriacetic acid จ านวน 1.5 กรัม ในน้ ากลั่น 500 มล. ปรับ pH เท่ากับ 6.5 ด้วย 
KOH จากนั้นเติมสารอ่ืน ๆ ละลายให้เข้ากัน ปรับปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 1000 มล. ด้วยน้ ากลั่น และท าให้
ปราศจากเชื้อด้วยการกรองผ่านกระดาษกรองปราศจากเชื้อ  Nitrocellulose membrane มีรูพรุนขนาด 
0.45 ไมโครเมตร 

 

4. Gram stain solution 

4.1 Primary stain: crystal violet staining reagent 
4.1.1 Solution A  

Crystal violet (certified 90% dye content)               2     g  
Ethanol, 95% (v/v)              20   ml  

4.1.2 Solution B  
Ammonium oxalate              0.8  g 
Distilled water              80   ml  

ผสมสารละลาย A และ B ให้เข้ากัน จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรอง Whatman No. 1 ก่อนการใช้ 
 
4.2 Mordant: Gram's iodine 

Iodine         1.0   g  
Potassium iodide        2.0   g  
Distilled water                      300  ml 
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บด Iodine และ Potassium iodide ละลาย และปรับปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 300 มล. 
 
4.3 Decolorizing agent 

 95% Ethanol   
        

4.4 Counterstain: safranin  
4.4.1 Stock solution  

Safranin O         2.5   g 
95% Ethanol        100 ml 

 

4.5 Working solution 
 Stock solution         10    ml 
 Distilled water        90    ml 

 

4.6 Fixative reagent 
Formaldehyde         10%  
Glutaraldehyde in distill water       5%  

 
4.7 STE buffer 

NaCl          10     mM 
Tris-HCl, pH 8         10     mM 
Na2DETA            1     mM 

 

4.8 TGE buffer 
Tris–HCI, พีเอช 8          12.5  mM  
Glucose           25     mM 
Na2EDTA                   5     mM 

 

4.9 10x TAE buffer (1000 ml) 
Tris Base   48.4  g 
Glacial acetic acid   11.4  ml 
0.5MEDTA (พีเอช 8.0)   20.0    ml 
Distilled water   1000    ml 

 

4.10 0.8% agarose  
Agarose  0.8  g 
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1x TAE buffer  100  ml 
 

4.11 6X DNA loading buffer 
Bromophenol blue   0.05  g 
Xylene cyanol FF  0.05 g 
30% Glycerol in water  20  ml 

 

4.12 Ferrozine solution 
0.1 M Ammonium acetate 
 Ammonium acetate    7.71  g 

          Distilled water  1000  ml 
0.02 M Ferrozine  
 Ferrozine   0.25  g  
 0.1 M Ammonium acetate   50     ml 

 

4.13 Reducing agent (for Ferrozine assay) 
2 M HCl 

38% HCl  80.71  ml 
เจือจาง 38% HCl และปรับปริมาตรสดุท้ายเท่ากับ 500 มล. ในน้ ากลั่น  
1.4 M Hydroxylamine hydrochloride  

Hydroxylamine hydrochloride   9.73  g 
2 M Hydrochloric acid     100  ml 
 

4.14 10 M Ammonium acetate 
Ammonium acetate 38.54 g 
Distilled water   50  ml 

ละลาย Ammonium acetate และปรับปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 50 มล. ด้วยน้ ากลั่น  
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ภาคผนวก ข 
 

1. ที่ตั้งแหล่งเก็บตัวอย่าง และรหสัตัวอย่าง 

2. ลักษณะแหล่งเก็บตัวอย่าง 
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1. ที่ตั้งแหล่งเก็บตัวอย่าง และรหัสตัวอย่าง 

 
ชื่อบริษัท/เหมืองแร่ 

รหัส
ตัวอย่าง 

ข้อมูลทางกายภาพของแหล่งเกบ็ตัวอย่าง 
พี

เอช 
อุณหภูมิ 

(oC) 
ค่าการน าไฟฟ้า 

(µs/cm) 
สี 

เนื้อสัมผัสดิน
ตะกอน 

1. Phu Thup Pha Gold 
Mine 

L 9.3 28 1128 ด า ตะกอนละเอียด 

2. Herr Sheng Tai Co., 
Ltd. 

HER 6.8 28 721 ส้ม ตะกอนละเอียด 

3. T.P.K. Mining Co., Ltd. SRL 7.3 28 204 ด า ตะกอนหยาบ 
4. Thai steel bars Co., 

Ltd. 
TSB 6.3 28 603 ด า ตะกอนหยาบ 

5. Bangkok Steel Industry 
Co., Ltd. 

KPI 6.7 28 606 ด า ตะกอนหยาบ 
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2. ลักษณะแหล่งเก็บตัวอย่าง  

 

(A) Gold mine of Phu Thup Pha Tungkhum Co., 

Ltd. 

 

(B) Iron mine of Herr Sheng Tai Co., Ltd. 

 

(C) Natural pond near T.P.K. Mining Co., Ltd. 

 

(D) Thai steel bars Co., Ltd. 

 

(E) Bangkok Steel Industry Co., Ltd. 
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ภาคผนวก ค 
 

1. ข้อมูล d-spacing และระนาบผลึกเหล็กออไซด์ของแบคทีเรียที่แยกได้ 6 ไอโซเลต 
2. ข้อมูล d-spacing และระนาบผลึกออกไซด์ของเหล็กได้จากการเผาเซลล์ และสกัดจาก

เซลล์แบคทีเรีย HER_I 
3. เปรียบเทียบรูปร่างเซลล์และแมกนีโตโซมของแบคทีเรียที่แยกได้กับแบคทีเรีย MTB ที่

มีรายงานก่อนหน้า  
 



90 
 

1. ข้อมูล d-spacing และระนาบผลึกออกไซด์ของเหล็กของแบคทีเรียที่แยกได้ 6 ไอโซเลต เทียบกับการ์ดมาตรฐาน JCPDS No. 89-0951 

Bacterial 
isolates 

Diameter (nm) Radius 
(nm) 

1/Radius d[oA] 
JCPDS No. 890951 

spots 1 2 3 4 5 Mean d[oA] h l k 
KPI_I 1 6.61 6.62 6.60 6.62 6.62 6.614 3.307 0.302 3.02 3.00 2 2 0 

 2 7.80 7.820 7.80 7.80 7.90 7.824 3.912 0.256 2.56 2.56 3 1 1 
 3 13.30 13.20 13.30 13.30 13.30 13.28 6.640 0.151 1.51 1.50 4 4 0 
 4 14.90 15.00 14.90 14.90 14.80 14.90 7.450 0.134 1.34 1.34 6 2 0 

HER_II 1 7.80 7.80 7.80 7.80 7.80 7.80 3.900 0.256 2.56 2.56 3 1 1 
 2 12.30 12.30 12.30 12.30 12.30 12.30 6.150 0.163 1.63 1.63 5 1 1 
 3 15.60 15.70 15.70 15.70 15.70 15.68 7.840 0.128 1.28 1.28 6 2 2 

HER_I 1 12.20 12.20 12.30 12.30 12.30 12.26 6.130 0.163 1.63 1.63 5 1 1 
 2 13.95 13.95 13.90 13.95 13.95 13.94 6.970 0.143 1.43 1.43 5 3 1 

L3_5 1 11.50 11.60 11.60 11.65 11.60 11.59 5.795 0.173 1.73 1.73 4 2 2 
 2 13.30 13.30 13.30 13.20 13.40 13.30 6.650 0.150 1.50 1.50 4 4 0 

SRL_I 1 7.80 7.80 7.81 7.78 7.90 7.818 3.909 0.256 2.56 2.56 3 1 1 
 2 11.50 11.60 11.50 11.50 11.60 11.54 5.770 0.173 1.73 1.73 4 2 2 

TSB_II 1 7.85 7.80 7.80 7.81 7.80 7.81 3.906 0.256 2.56 2.56 3 1 1 
 2 13.90 13.90 13.90 13.90 13.90 13.90 6.950 0.144 1.44 1.43 5 3 1 
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2. ข้อมูล d-spacings และระนาบผลึกออกไซด์ของเหล็กที่ได้จากการเผาเซลล์ และสกัดจากเซลล์แบคทีเรีย HER_I เทียบกับการ์ดมาตรฐาน JCPDS 
No. 89-0951 
 
 

Sample preparation 
Diameter (nm) 

Radius 1/Radius d[oA] 
JCPDS No. 890951 

Spots 1 2 3 4 5 Mean d[oA] h l k 
Calcination 1 6.43 6.38 7.04 6.82 6.76 6.686 3.343 0.299 3.00 3.00 2 2 0 

 
2 9.37 9.42 9.41 9.45 9.47 9.424 4.712 0.212 2.12 2.12 4 0 0 

 
3 11.60 11.60 11.70 11.70 11.6 11.640 5.820 0.172 1.72 1.72 4 2 2 

 
4 14.10 14.40 14.10 14.20 14.00 14.160 7.080 0.141 1.41 1.42 4 4 2 

Extraction 1 6.58 6.68 6.68 6.79 6.68 6.682 3.341 0.299 3.00 3.00 2 2 0 

 
2 10.30 10.20 10.30 10.20 10.20 10.240 5.12 0.195 1.95 1.95 3 3 1 

 
3 11.60 11.60 11.60 11.70 11.60 11.620 5.810 0.172 1.72 1.72 42 2 
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3. ตารางเปรียบเทียบรูปร่างเซลล์และแมกนีโตโซมของแบคทีเรียที่แยกได้กับแบคทีเรีย MTB ที่มีรายงาน
ก่อนหน้า  

MTB Cell shape MNP shape 
MNPs 

distribution 

Main 
magnetosome 
composition 

References 

Magnetospirillum 
magneticum strain AMB_1 

Spirillum Hexahedral-
prism 

In chain Fe3O4 [Noguchi et al., 
1999] 

M. magnetotacticum strain 
MS-1 

Spirillum Cubo-
octahedral 

In chain Fe3O4 [Blackmore, 
1975] 

 Desulfovibrio sp. strain RS-
1 

Helicoid to 
Rods 

Bean-
shaped 

Nd Fe3O4 [Kawaguchi et 
al., 1999] 

Acidothiobacillus 
ferrooxidans 

Rods Rounded No chain Fe3O4 [Yan et al., 
2013] 

Magnetospirillum 
gryphiswaldense strain 
MRS-1  

Spirillum Hexahedral-
prism 

In chain  Fe3O4 [Lohbe et al., 
2011] 

Magnetovibrio blaakemorei 
strain NMV-1 

Spirillum Rectangle In chain Nd [Liu et al., 2006]  

‘Candidatus 
Megnetoglobus 
multicellularis’ 

Multicellular Rounded No chain  Fe3S4 [Silva et al., 
2008] 

Acinetobacter sp. strain 
HER_I 

Short Rods Spheroid No chain  Fe3O4 this study 

Bacterial strain HER_II Rods Spheroid No chain Fe3O4 this study 
Bacterial strain KPI_I Rods Spheroid No chain Fe3O4 this study 
Bacterial strain L3_5 cocci Spheroid No chain Fe3O4 this study 
Bacterial strain SRL_I Rods Spheroid No chain Fe3O4 this study 
Bacterial strain TSB_II Rods Spheroid No chain Fe3O4 this study 

Note: Nd (Not determined) 
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ภาคผนวก ง 
 

ล าดับนิคลีโอไทด ์16S rRNA ของแบคทีเรียที่แยกได้และแบคทีเรียทีใ่ช้เปรียบเทียบ
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16S rRNA gene sequence of HER_I reverse sequence (960 bp) 
TCGCACACGTGGTACCCGCCCTCTTTTGCAGTTAGGCTAGCTACTTCTGGTGCAACAAACTCCCATGGTG
TGACGGGCGGTGTGTACAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATTCTGATCCGCGATTACTAGCGATT
CCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGATCGGCTTTTTGAGATTAGCATCACAT
CGCTGTGTAGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATG
ACTTGACGTCGTCCCCGCCTTCCTCCAGTTTGTCACTGGCAGTATCCTTAAAGTTCCCGACATTACTCGC
TGGCAAATAAGGAAAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAACCCAACATCTCACGACAACGAGGCTGA
CGACAGCCCATGCAAGCACCTGTATGTAAGTTCCCCGGAAAGGCCCAATCCATCTCTGGGAAAGTTTCTT
ACTATGTCAAGGCCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCG
GGCCCCCGTNCAATTCATTTAGAGTTTTAAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTATCGCAG
TTAGCTGCGCCCAATTAAAAGCCTTCAGAAANGGCCCCAACACGGGCTAATTAGCACATTCGTTTACCGC
ATGGACTACACCAGGGTTATCTTNAATCCTTGTTTTTGNTCCCCCCTTGCGTTTCCACCATCTACGTNTG
ATGTTATGGCACAAATAGGTGCNCTATCAAAGGGTANATCCACATATTATAGCAATTACGATCAAGGAAA
TATTNNGCACCCCAANTAGTACACGATAANAATCCCAGTAACGAGAGAAGATATATTATAATACACANAC
AAGAAAAAAATAGACANTAACTTGAGAGGGAACGAGAANAAAAAGAAAAAAAC  
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16S rRNA gene sequence of HER_II reverse sequence (981 bp) 
AACCGCGTGGTCAGCGCCTCCTTGCGGTTAGGCTACTACTTCTGGCGAGACCGCTCCCATGGTGTGACG
GGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAAACGTATTCACCGTGACATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCG
ACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGACTGGCTTTATGGGATTAGCTCCCCCTCG
CGGGTTGGCAACCCTTTGTACCAGCCATTGTATGACGTGTGTAGCCCCACCTATAAGGGCCATGAGGAC
TTGACGTCATACCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCCCATTAGAGNNGCTCAACTGAATGTAN
CAACTAATGGCAAGGTTTGCGCTCGTAGCGGGACTTAACCAACATCTCACGGACCACGAAGGCTTGAAC
GACAGCCATTGCCAGACACCACTGTGTTGCAGGTTTCTCTTTATCGAAGCAACCAAACCCATCCTCTGGN
TAAGNTTCACTGCCAATGGTCAAAAGGGGAGGGGTAAAGGTTAAACAGACGTATGACATCCGAATAAAA
CCACATCATTCCACCCGCTTGTTGCGGGGTCCCCGTCAATCCTTTGGAAGATTTCCAAAAACAATTTGAC
GGGACGGAAACNTCCCCCAAGAGGCAGGTCAAACCTATNCAACGCCGTNAAACAATCAGGAGTAACAAT
GAGACCAGANTTAAAGACCCAAAAAAACCAAAATTGAACAACAGACATAAAGGGCGATGGGAACAAACC
AAGGGTACACAACAACACCGATTAAGCGACACCAACGAATATANAAGACAAAAANCGAGATGAAAANAG
GCCAGAGGANAGCAATACCAAAAGAAAGCACCCACAAAANAGGANAAACAAGAGGAACNGANGAATAAA
NCAAGGAAGAAACAAGAGAAAAGAACANAGAAGAACAGAANNCAAGAAAACAAGAAAANAACAAAAAAC
AAGAAGAAACNG 
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16S rRNA gene sequence of KPI_I forward sequence (976 bp) 
TCGCGGCAGGCTACCATGCAGTCGAGCGGTAGAGAGAAGCTTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTG
AGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGT
CCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTACTAGTTG
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACT
GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCC
AGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTAC
CTAATACGTGATTGTTTTGACGTTACCGACAGAATNAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACAGAGGGTGCAAGCGTTATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCNCGTAAGTGGTTTGTTAACGTTG
GGACTGTTGAACTCCACCGGGGCTCAACCTTGGGAAACTGCACTTCAAACACTGACTTGAACTTNAAGAA
AGTTTATTGGGGTTAAAAAAAGGGGTTGGGTAGNGAAAAATTTCACCTGGTTGGTTAGCCGGGTGGCAA
CNTTGNCNTTCAANTATTTAGGAAAAGGGNAACACACCAAAGTTGGGCAGAAATAGGGAANCACCACCT
TGGAGAAATATTACNGGCACACTTNAAGGGTCCAAGATAACGTTTTGNGGGGCGANCAACAAGGGTTTA
ATCACCCGGGTNTCNACGCCNGAAAATATTAGTAATNACNAAAGAAACCATATAGATATTATGGGACATT
CACGTTATATTCCCACTGNGATAGAGCGGGANAAAATATAATGACGAGACGAGAGTTATTATTGAGAAAA
ACAGCTA  
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16S rRNA gene sequence of L3_5 reverse sequence (1202 bp) 
AAAAAAAATGCACGGACACACGTGGTCACCGCCCTCTTTGCAGATTAGGCTAGCTACTTCTGGTGCTNAC
AAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATTCTAGATCC
AGCAGATTACTANCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGATACGGCTT
TTGAGAATTAGCAATACCATAATCGCATAGGATAAGCAACCCATATTGATACCAGACCAATTGTAGCACA
GATGTGTAAGCCCATGGACGTAAGGGCCAATGAATAGACATTGACGATNGTCNACCAGAACTATCCTCC
AAGTTTGTCANATGAGACAGATATACCATTTAAAGATATCCCGANATAACTCAGACATAGGACACAATAA
GGAAAAAGGAGGGTANAGCAGACNAACCAGAAAAGGCCAGGGAACCATATAAACACCAAAAACAAATAC
CATCAAACCAGAAAACAACGAAGCCATGGAAACCAGAAACAAAGAAANCAAAANGACAAAGCAAACACC
ATAGATAAATAGGATAAAAAGAACCCACAGGAAAAAGAGGCCAACCAAAAATACCAAAATCCTNCATGAC
GAAAAAAGAATACCAATNACAAAAATAGGATACAAAAGGCCCAAAGGATAAAAGGGGATACAAAACAGA
ACNTATAAGGCAATCAAAATAAAAACACACAATAGACTACACCAACCAGAATTGGATGCANGGGGCACC
ACNCCNGAACAAAATAAAACNACAAGAGAACGATAANAACGAATCAATAGAACGAAACCAGAANACATA
CAACCACAGAGAAGGNGCCANAAAATANATCGCAGATAAGANCCTGGCGCCCAACTAAAAGCCAACGAA
CAGGCCCACACANAAGGNCATAAGAATAAGAACATACCGATATCACAGGNAACCGGGAACAACAAAGAG
GACANAAAAGCACAAGGTAAGGAACACACATGCATAAAGCAACANAAAAGNNAAAGAAAGNACAAAATG
AGACGGCATAAACCAACGACTANCACCGAGACCTAGACAAAACACAAGCACACAGAAGATAAAAAGACA
ACACAAAAAACANAAANAAGACAACAAACCCGGGANCACATAAAGACNCACAANCAATAAAAACAAAAN
ACAAACAAGAAAAAAGAAAAAAAT 
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16S rRNA gene sequence of SRL_I reverse sequence (1002 bp) 
TTCGATCCACGTGGTACCGTCCNCCCGAAGGTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTG
TGACGGGCGGTGTGTACAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATT
CCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCT
CGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATG
ACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGC
TGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTTACGGGACTTTACCCCAAACATCTCACGGACACGAGCTG
ACGGAACAGCCCATGCAAGGCAACCTTGTGTCAAGAGGTTTCCCCGAAGGCAACCAATCCCAATCTCTG
GGAAAAGTTCTCTGGCATGTCAAGGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCAGTTGCTTCGAATTTAACCACATGCT
CCACCGATTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGGCGG
TCCACCTTAAATTGGGCGGTTTTAAAGCCTTNGGCGCCCAACATTAAAAAATTCTTCCAAAGGGGAATTT
CCAACCGGGGCTTAAGTTTGAACACTTCGTTTTACCNGCGTTGGCACCTNAACCCAAGGGGTTTTCCTAA
TTCACNGGTTTTGGCACCCCCAAAGCTTTTTGCGCCNTATGTATAATATCAAGACCCAGGTGGGTTCCAT
NTCGCACCATGAGTTNCATATCCNTATTATATCAAGTATACCGNTCAGGAGAATACACCCCCACTTCGAG
ATACCACCCAGTTTGGTGANTCNCAGAAGAAGAGAGTATAATAAAAAACAACAGCGAGTAAAATACTATA
CAGAGGAGTTAACAGGAGATTAAATCGC  
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16S rRNA gene sequence of TSB_II forward sequence (660 bp) 
TTTCCGGCAGGCTTACACATGCAGTTTGAGCGGTAGCACAGGGAGCTTGCTCCCCGGGTGACGAGCGGC
GGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATAC
CGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGAT
TAGCTAGTAGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCAC
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAATGGGCGCA
AGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAAAAAGGCCTTCGGGTTTGTAAACAGGCACTTTCAGCGAG
GGAGGAAGAGTGGGTGAGCTTTAATTACGTTTCAATCAAATTGAACGTTACTCGGCAGAACAGAAAGCAC
CGGCTTACTCCGTGCCAAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCCAAGCGTTAATCGGAATTTACTGGGC
GTAAGCGCACAGCAGAGCGGTTTGTNAAAGTCACGAATGTGACAATCCCCGGGCTCANCTGGGAACTGC
ATATTGAAACTGGACAAGCTNAATCTCACATAAGGGGG 
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Magnetic coccus 16S rRNA gene (CS408) 
>gi|1061214|emb|X81188.1| Magnetic coccus 16S rRNA gene (CS408) 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCACGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCGGG
TCCTTCGGGATGCCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACGTGGAAACCTATCCTGAGGTAGGGGATA
ACAGCTGGAAACGGCTGCTAATACCGCATAAGCCCTAAGGGGGAAAGATTTATCGCCTTAGGAGGGGTC
CACGTCGGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGA
TGGACAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGC
AATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGATGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTCA
GTGGGGAAGATAGTGACGGTACCCACAGAAGAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGGAGGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTGCAGCAAGTCAGGA
GTGAAAATCCAGGGCTTAACCCGGGAACTGCTTTTGAAACTGGTAGGCTAGAGTCCGGCAGAGGGTGGT
GGAATTCCCCGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATGGGGAGGAAGACCAGAGGCGAAGGCGGCCACCTG
GACCGGTACTGACGCTGAGGCGCGAGAGCGTGGGGAGCAAACA 
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Magnetic coccus 16S rRNA gene (CS105) 
>gi|1061212|emb|X81186.1| Magnetic coccus 16S rRNA gene (CS105) 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCACGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCGGG
TCCTTCGGGATGCCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACGTGGAAACCTATCCTGAGGTGGGGGATA
ACAGCTGGAAACGGCTGCTAATACCGCATAAGCCCTAAGGGGGAAAGATTTATCGCCTTAGGAGGGGTC
CACGTCGGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGA
TGGACAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGC
AATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGATGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTCA
GTGGGGAAGATAGTGACGGTACCCACAGAAGAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTGCAGCAAGTCAGGAG
TGAAAATCCAGGGCTTAACTCTGGAAGTGCTTTTGAAACTGCGGCACTAGAGACAGGCAGAGGGTGGTG
GAATTCCCCGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATGGGGAGGAAGACCGGAGGCGAAGGCGGCCACCTGG
ACCTGAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA 
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Magnetic coccus 16S rRNA gene (CS106) 
>gi|1061213|emb|X81187.1| Magnetic coccus 16S rRNA gene (CS106) 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCGCGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACGGG
TCCTTCGGGACGCCGACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACGCGTGGATACCTGTCCTATGGTGGGGAATA
ACGTTTAGAAATGAACGCTAATACCGCATAAGCCCTACGGGGGAAAGATTTATCGCCATAGGAGGGGTC
TGCGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGA
TGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGC
AATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCCCTTTCA
GTGGGAAAGATAATGACGGTACCCACAGAAGAAGCTCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGGAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGTCATGTAAGTCAGGAG
TGAAATCCTCAGGCTCAACCTGGGAACTGCTTCTGAAACTGTGTGACTAGAGTTCGGTAGAGGATGGTG
GAATTCCCCGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATGGGGAGGAAGACCGGAGGCGAAGGCGGCCATCTGG
ACCGAAACTGACGCTAAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA 
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Magnetic coccus MP17 16S rRNA gene, partial sequence, clone NKMC9 
>gi|1330259|dbj|D38096.1|PSC16SRD5 Magnetic coccus MP17 16S rRNA gene, partial 
sequence, clone NKMC9 
TAAAGCCCTTTCAGTGGGAACGATGATGACGGTACCCACAGAAGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTT
GTTAAGTCAGAAGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCCGGGAACTGCTTTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCCG
GCAGAGGGTGGTGGAATTCCCCGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATGGGGAGGAAGACC 
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Undescribed magnetotactic alpha proteobacterium (strain Cs310) 16S rRNA 
>gi|38865|emb|X61606.1| Undescribed magnetotactic alpha proteobacterium (strain Cs310) 
16S rRNA 
AACGAACGCTGGCGGTACGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTACCAGGCCCGCAAGGGTGCTGGCGAG
TGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGATGACCTACCTTGAGGTGGGGGACAACAGCTAGAAATGGCTGCT
AATACCGCATATCTCCTAAGGGATAAAGGCGCAAGTCGCCTTAAGATGGGTCCGCGTTGGATTAGCTAGT
TGGTGAGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGAC
GCAGCGATACCGCGTGGGTGAAGAAGGTCTTAGGATTGTAAAGCCCTTTCAGTGGGAACGATTGTGACG
GTACCCACAGAAGAAGCACCGGCCAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTG
TTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCACGTAGGCGGTCCGATAAGTCAGGAGTGAAATGCAAAGGCTCAA
CCTTTGAACTGCTCTTGAAACTGTTGGACTTGAGTTTGGCAGAGGGTGGTGGAATTCCCCAAGTAGAGGT
GAAATTCGTAGATATGGGGAGGAAGACCGGAGGCGAAAGCGGCCACCTGGACCAAAACTGACGCTGAGG
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA 
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Magnetic coccus MP17 16S rRNA gene, partial sequence, clone NKMC9 
>gi|1330259|dbj|D38096.1|PSC16SRD5 Magnetic coccus MP17 16S rRNA gene, partial 
sequence, clone NKMC9 
TAAAGCCCTTTCAGTGGGAACGATGATGACGGTACCCACAGAAGAAGCCCCGGCTAACTCCGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGGAGGGGGCGAGCGTTGTTCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTT
GTTAAGTCAGAAGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCCGGGAACTGCTTTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCCG
GCAGAGGGTGGTGGAATTCCCCGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATGGGGAGGAAGACC 
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Uncultured Nitrospirae bacterium clone OTU1 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
>gi|259014856|gb|GQ468508.1| Uncultured Nitrospirae bacterium clone OTU1 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGAGCGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCATACGGAGTTATG
GAGGGGTAACCTGACATAACTAAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGTGACCTGCCCTTGTGACTG
GGATAACCACTGGAAACGGTGGATAATACCGGATAAGCCCACGATTAGGTGATAGTAGTGGGAAAAGGA
GAAATCTGCACAAGGATGGGCCTGCGTCCTATCAGGTAGTTGGTAAGGTAAAGGCTTACCAAGCCTAAG
ACGGGTAGCCGGTCTGAGAGGATGGACGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGAGGAATTTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCC
TTCGGGTTGTAAACCCCTTTTGTAAGGGAAGATAGTGACGGTACCTTAAGAATAAGCCACGGCTAACTCT
GTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACAGAGGTGGCAAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCTTAAAGGGCGCGTA
GGCGGTTAATCAAGTTTAGGGTGGAATGCATGGGCTCAACCTGTGAATTGCCTTGAAAACTGGTTGACTT
GAGTAAGCGAGGGGATGGCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAGGAAGGCCGG
TGGCGAAGGCGGCCATCTGGCGCTTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGGTGGGTACTAGGTGTAGGGCTCTTTAGGGTTCTGTGCCGAAG
GGAAACCGATAAGTACCCCGCCTGGGAAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATGC
AGATGGTAGTGATCCGAAAGGTGAGCGACTTTCCCGTAAGGGAGAGAGTCTGCACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTTTGTTGC
CATCAGGTTAAGCTGGGCACTCTAAGGAAACTGCCGGCGATGAGTTGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCA
AGTCATCATGGCCCTTATATCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTATTACAGAGGGAAGCAATACCG
CGAGGTGGAGCAAATCCCCAAAAATATTCGTAGTTGGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAACGT
GAAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCTACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC
GTCACACCACGAAAGTCTGCTGTACCCGAAGAGGGTGAGCTAACCAGCAATGGAGGCAGCTCGCTAAGG
TATGGTAGGTAATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACC 
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Uncultured gamma proteobacterium clone SP_B3 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
>gi|46451455|gb|AY587201.1| Uncultured gamma proteobacterium clone SP_B3 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
GACAATGGGCGCAAGCCTGACCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTT
TGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGTTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCT
AACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG
TGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGG
GCGACTAGAATGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGA
ACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACATTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCA
GTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCC
TTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCC
AGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGG
CGACGGTAAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC
GTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAGCTTAACCATCGGGAGGGCGCTTGCCACGGTG
TGGCCGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAA 
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Uncultured beta proteobacterium clone SP_A36 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
>gi|46577848|gb|AY589477.1| Uncultured beta proteobacterium clone SP_A36 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence 
GAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGATAATACTGACGCTCAGACACGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGCTGTTGGGGCCGTTAGGCC
TTAGTAGCGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTA
CCCTTGACATGTCTGGAAAGCCGAAGAGGTTTGGCCGTGCTCACAAGAGAACCGGAACACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTA
GTTGCTACGCAAGAGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG
TCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGGACAGAGGGTCGCCAACCCGC
GAGGGGGAGCCAATCTCAGAAACCCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCCGCAACTCGACTGCGTGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGGGAGTGGGTTTCACCAGAAGTAGGTAGCCTAACCGTAAGGAGGGCGCTTACCACGGTGG
GATTCA 
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Uncultured gamma proteobacterium clone SP_A27 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
>gi|46577849|gb|AY589478.1| Uncultured gamma proteobacterium clone SP_A27 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
GCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGAGCAAACCAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAG
CTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGT
CGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAA
TGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATG
GCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGGTAA
GCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCT
AGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA
TGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTGCCACGGTGTGGCCGATA
ACTGGGGTGAAG 
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Uncultured Acinetobacter sp. clone MRT-87 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
>gi|124507364|gb|EF371492.1| Uncultured Acinetobacter sp. clone MRT-87 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGGGGAAGG
TAGCTTGCTACCTAACCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACA
ACATTCCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCG
CTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAG
CGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGGACAATGGGCGGAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTT
GTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTCTAGTTAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAA
TAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGATTTACT
GGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGCTGATTAAGTCGGATGTGAAATCCCTGAGCTTAACTTAGGAATTGC
ATTCGATACTGGTCAGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCAT
GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCT
TTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAAC
TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC
CTTACCTGGTCTTGACATAGTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTTACATACAGGT
GCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTT
CCTTATTTGCCAGCGGGTTAAGCCGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGAAGGCGGG
GACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGG
TTGCTACCTAGCGATAGGATGCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGAC
TCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTAGGTAGTCTAACCGTAAGGAGGACGCT
TACCACGGTGTGGCCGAT 
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Uncultured gamma proteobacterium clone SP_C1 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
>gi|46577850|gb|AY589479.1| Uncultured gamma proteobacterium clone SP_C1 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGAACTAGCCGTTGGGGTCTTACG
AGATCTTAGTGGCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGCCCTTGACATCCTCAGAACTTGTTAGAGATAACTTGGTGCCTTCGGGAACTGAGAGACAGGTGCT
GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTT
AGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTATGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCAGTACAAACGGTTGC
GAACTCGCGAGAGTAAGCCAATCTGAAAAAGCTGATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCC
ATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAT
ACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCTGCACCAGACGTCAGTAGCGTAACCTTCGGGAGCGCGCTGCC
CACGGTGTGGTCAA 
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Uncultured Magnetococcus sp. clone M-12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
>gi|124507353|gb|EF371481.1| Uncultured Magnetococcus sp. clone M-12 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 
AGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGCAG
GGCTTGCTCTGGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGCGTAACGCGTGGGAATCTACCTTAGAGTTGGGGATA
AGCCTTGGAAACAGGGTCTAATACCGAATACGGTTTAAGGACTAAAGTGTGCCTCTCCTTGGAAGCACAC
GCTTTAAGATGAGCCCGCGTTAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTATA
GCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTGAGGGT
TGTAAAGCACTTTCAATTGTGAAGAAGGATTGGTCGTTAATAGCGGCTAGTTTTGACGTTAACTTTAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTGCTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTTAACCTGGGATGGTC
ATTCAAAACTGGCAGGCTAGAGTGTGATAGAGGATAGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATTAGGAGGAACATCAGTGGCGAAGGCGACTGTCTGGGTCAACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGT
GGGTAGCGAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGAACTAGATGTTGGTTTCA
TAAAAGAGATTAGTATCGTAGCAAACGCGTTAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA
CCTTACCATCCCTTGACATCATCAGGATTTGTTAGAGATAACTTAGTGCCTTCGGGAACTGGTTGACAGG
TGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTA
TCTTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGGATGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCAGTACAGAGG
GTTGCGAAGCGGTGACGTGGAGCTAATCTCAGAAAGCTGGTCGTAGTCCGGATTGAAGTCTGCAACTCG
ACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTGGGTAGACTAACCTTCGGGAGGTCGC
TCACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACC 
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Uncultured beta proteobacterium clone SP_A36 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
>gi|46577848|gb|AY589477.1| Uncultured beta proteobacterium clone SP_A36 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence 
GAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGATAATACTGACGCTCAGACACGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGCTGTTGGGGCCGTTAGGCC
TTAGTAGCGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTA
CCCTTGACATGTCTGGAAAGCCGAAGAGGTTTGGCCGTGCTCACAAGAGAACCGGAACACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTA
GTTGCTACGCAAGAGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG
TCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGGACAGAGGGTCGCCAACCCGC
GAGGGGGAGCCAATCTCAGAAACCCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCCGCAACTCGACTGCGTGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGGGAGTGGGTTTCACCAGAAGTAGGTAGCCTAACCGTAAGGAGGGCGCTTACCACGGTGG
GATTCA 
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Uncultured gamma proteobacterium clone SP_B37 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
>gi|46451459|gb|AY587205.1| Uncultured gamma proteobacterium clone SP_B37 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATG
TTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCA
AGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAA
CGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACT
CGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTA
GGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGGTAAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGT
CTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAGCTTAACCTT
CGGGAGGGCGCTTGCCACGGTGTGGCCGATAACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAA 
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Magnetospirillum magneticum gene for 16S rRNA, strain AMB-1 
>gi|450310|dbj|D17514.1|MGN16RRNA1 Magnetospirillum magneticum gene for 16S rRNA, 
strain:AMB-1 
ATAGAGTTTGATCATGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCGTAACACATCCAAGTCGAACGAAGTCT
TCGGACTTAGTGGCGCACGGGTGAGTAACACGTGGGAATATACCTCTTGGTGGGGAATAACATCGGGAA
ACTGATGCTAATACCGCATACGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGCCGAGAGATTAGCCCGCGTCCGAT
TAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAA
AGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCCACGACGA
TGATGACGGTAGTGGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGC
TAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTGGTCATAGTCAGAAGTGAAAGCCCT
GGGCTCAACCCGGGAATTGCTTTTGATACTGGACCGCTAGAATCTCGGAGAGGGTAGTGGAATTCCGAG
TGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTACCTGGCCGTCGATTG
ACGCTCATGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
AGTGCTAGTTGTTGGGGTGCATGCACCTCAGTGACGCAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGGGACGTATGTTTCCCAGAGATGGTGACTTGT
CTTCGGACGCGTCCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTCATCTTCAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTGAAGAAACTGCCGGTGA
CAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGTGGTGACAGTGGGTCGCTAACTCGCGAGAGTATGCTAATCCCTATAAGCCATCTCAGTTCGGAT
TGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCTCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCTTTACCCGAAGCCGGTGCGCTA
ACCGCAAGGAGGCAGCCGACCACGGTAAGGTCAGCGACTGGGGTG 
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Magnetospirillum magneticum gene for 16S rRNA, strain MGT-1 
>gi|450311|dbj|D17515.1|MGN16RRNA2 Magnetospirillum magneticum gene for 16S rRNA, 
strain:MGT-1 
ATAGAGTTAGATCATGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCGTAACACATCCAAGTCGAGCGAAGTCT
TCGGACTTAGTGGCGCACGGGTGAGTAACACGTGGGAATATACCTCTTGGTGGGGAATAACATCGGGAA
ACTGATGCTAATACCGCATACGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGCCGAGAGATTAGCCCGCGTCCGAT
TAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAA
AGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCCACGACGA
TGATGACGGTAGTGGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGC
TAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTGGTCATAGTCAGAAGTGAAAGCCCT
GGGCTCAACCCGGGAATTGCTTTTGATACTGGACCGCTAGAATCTCGGAGAGGGTAGTGGAATTCCGAG
TGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTACCTGGCCGTCGATTG
ACGCTCATGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
AGTGCTAGTTGTTGGGGTGCATGCACCTCAGTGACGCAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGGGACGTATGTTTGCCAGAGATGGTGACTTGT
CTTCGGACGCGTCCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTCATCTTCAGTTGCCATCATTTAGTTGGCCACTCTGAAGAAACTGCCGGTGA
CAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGACTACACACGTGCTA
CAATGGTGGTGACAGTGGGTCGCTAACTCGCGAGAGTATGCTAATCCCTATAAGCCATCTCAGTTCGGAT
TGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCTCGGTGAATA
CGTTGCCGGCCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCTTTACCCGTAGCCGGTGCGCTA
ACCGCAAGGAGGCAGCCGACCACGGTAAGGTCAGCGACTGGGGTG 
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Magnetospirillum sp. WM-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
>gi|114228557|gb|DQ899734.1| Magnetospirillum sp. WM-1 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequenceATAGAGTTAGATCATGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAAC
GAAGTCTTCGGACTTAGTGGCGCACGGGTGAGTAACACGTGGGAATATACCTCTTGGTGGGGAATAACA
TCGGGAAACTGATGCTAATACCGCATACGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGCCGAGAGATTAGCCCGC
GTCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAAT
GGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCC
ACGACGATGATGACGGTAGTGGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGA
AGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTGGTCATAGTCAGAAGTGA
AAGCCCTGGGCTCAACCCGGGAATTGCTTTTGATACTGGATCGCTAGAATCACGGAGAGGGTAGTGGAA
TTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTACCTGGCCG
TCGATTGACGCTCATGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGAGTGCTAGTTGTTGGGGTGCATGCACCTCAGTGACGCAGCTAACGCGTTAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGGGACGTATGTTTGCCAGAGATGGTG
ACTTGTCTTCGGACGCGTCCGCACAGGTGCTGCATGCGCTCGGCGTCACCTGCTCGCACAAGGAGGCGG
GGCCGCTGGTCTACAGCCTGTTGCCCGAGCGCAACCCTCATCTTCAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACT
CTGAAGAAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGG
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGTCGCTAACTCGCGAGAGTATGCTAATCCCTA
AAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGA
TCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCTT
TACCCGAAGCCGGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCCGACCACGGTAAGGTCAGCGACTGGGGTGAAGT
CGTAACAAGGTAA 
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A. magnetotacticum 16S ribosomal RNA gene 
>gi|142213|gb|M58171.1|ASERRDQ A. magnetotacticum 16S ribosomal RNA 
geneAACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTCTTCGGACTTAGTGGCGCAC
GGGTGAGTAACACGTGGGAATATACCTCTTGGTGGGGAATAACGTCGGGAAACTGACGCTAATACCGCA
TACGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGCCGAGAGATTAGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
ATGGCTCACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGC
CGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCCACGACGATGATGACGGTAGTGGGAG
AAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTGGTCATAGTCAGAAGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCCGGGAATT
GCTTTTGATACTGGACCGCTAGAATCACGGAGAGGGTAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGT
AGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTACCTGGCCGTSGATTGASSCTCATGTGCGAAAGC
NTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTTGTTGGGT
GCATGCACCTCAGTGACGCACGTAACGCGTTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAA
CCTTACCAGCCCTTGACATGGGACGTMTGTTTGCCAGAGATGGTGACTTGTCTTCGGGACGCGTCACAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TCATCTTCAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACGCTGAAGAAACTGCCGGTGACAAGCCNGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCCTCATGCGNNTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGT
GGGTSSCTAACTCGCGAGGTATGNCTAATCCCTAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCG
AGTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCTTTACCCGAAGCCGGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAG
CCGACCACGGTAAGGTCAGCGACTGGGGTG 
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Candidatus Magnetoglobus multicellularis 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
>gi|120556925|gb|EF014726.1| Candidatus Magnetoglobus multicellularis 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 
TTTGATCCTGGCTCAGAATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAGAACTCTCCTG
CTTGCAGGAGATAGTAAAGTGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATAATCTTTCCTTAAATCGGGGATA
ACATTGCGAAAGCGATGCTAATACCGGATATGATTTATACTTATAAGAGTATAAATCAAAGGTGGTCTCT
ACATGTAAGCTACCGTTTAAGGGTGAGTCCGCGTACCATTAGCTAGTTGGTGAGATAAAAGCTCACCAAG
GCGACGATGGTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAAACACGGTCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGAGGAATTTTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCAACGCCGCGTGAGTGATG
AAGGCTCTCGGGTCGTAAAGCTCTGTCAAGTGGGAAGAAAATATTTAATACGAATAGTGTTAAGTACTGA
CGGTACCACTGAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT
TATTCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCGCGTAGGCGGTCTTATAAGTCAGATGTGAAATCCCGGGGCTT
AACCCCGTAAGTGCATTTGAAACTATAAGACTTGAGTATGGGAGAGGGAAGTGGAATTCCTGGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACATCGGTGGCGAAGGCGACTTCCTGGACCAATACTGACGCTG
AGGCGCGAAGGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCAGTAAACGTTGAACACT
AGGTGTGGCGGGTATTGACCCCTGCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
CGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGACTTGACATCTCGGGAATCCACTTGAAAATTTGGAGTGCCCTTCGG
GGAGCCCGATGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGAACTCTAAAGATACTGCCCCGGTTAACA
GGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCTTTATGTCCAGGGCTACACACGTGCTACAATG
GGATGTACAAAGGGTCGCGAACTCGCAAGAGTGAGCCAATCTCATAAAACATTCCCTAGTTCGGATTGG
AGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTGGTTGTACCAGAAGTTGTTCAGCTAACC
TTTATTGGAGGCAAGCACCTAAGGTATGGCCGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTATCCGT 
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Desulfovibrio magneticus strain RS-1 16S ribosomal RNA, complete sequence 
>gi|228718692|ref|NR_027575.1| Desulfovibrio magneticus strain RS-1 16S ribosomal RNA, 
complete sequence 
AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGTGCGAGAAAGGG
GACTTCGTTCCCTGAGTAGAGCGGCGCACGGGTGAGTAACGCGTGGATTATCTACCCAGATATTCGGGA
TAACGGCGGGAAACTGCCGCTAATACCGGATACGCTCCAATTTCGGTTGGGGGAAAGGCGGCCTCTGCT
TGCAAGCTGTCGTATCTGGATGAGTCCGCGTCCCATTAGCTTGTTGGCGGGGTAATGGCCCACCAAGGC
TACGATGGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAAACACGGTCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGGGAAACCCTGACGCAGCGACGCCGTGTGAGGGAAGA
AGGCTTTCGGGTCGTAAACCTCTGTCGGGAGGGAAGAACCTTCCAGGTCTGAATAAGCCCTGGAACTGA
CGGTACCTCCAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT
TAATCGGAATCACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCCGCCTTTTAAGTCGGACGTGAAAGCCCTCGGCTC
AACCGAGGAACTGCGTTCGAAACTGGGAGGCTTGAGTCCTGGAGAGGGTGGCGGAATTCCGGGTGTAGG
AGTGAAATCCGTAGATATCCGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACAGGTACTGACGCTG
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGGATGCT
AGGTGTCGGGGAGCGATCTTCGGTGCCGCAGTTAACGCATTAAGCATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGC
AAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGGCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCA
ACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATCCCGCGAATCCTCCCGAAAAGGAGGAGTGCCCTTCGGGGA
GCGCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGCACTCTAGAGAGCCGCCTCGGTCAACGG
GGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGCCCAGGGCTACACACGTACTACAATGG
TGGGTACAATGGGCTGCGAGACCGCAAGGTGGAGCCAATCCCAAAAAACCCATCCCAGTCCGGATCGGG
GTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGGAGATCAGCATGCTCCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAAAGTTGGTTCTACCCGAAAGCTCCGGGCTAACC
GCAAGGAGGCAGGAGTCTACGGTAGGGCCGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGG
ACGCGGTTGGATCACCTCCTTA 
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