
อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีการดำเนิบงานวิจัย

อุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจัย
1. ขวดรูปชมพู่ขนาด 125 และ 250 มิลลิลิตร บริษัท ไพเร็ก (Pyrex), USA
2. เคร่ือง‘ช่ัง P2002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland
3. เคร่ืองตอกยาเม็ดสากเดียว บริษัท Fhasai Engineering Ltd., Part., ประเทศไทย
4. เคร่ืองถ่ายและวิเคราะห์ภาพ (Gel documentation system) รุ่น Gel DOC 2909™ บริษัท 

Bio-Rad Laboratories Inc., USA
5. เคร่ืองน่ีงฆ่าเช้ือ (Autoclave) บริษัท Kakusa, Japan
6 . เคร่ืองป่นผสม (vortex mixer) รุ่น Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA
7. เคร่ืองป่นเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิ รุ่น 1920 บริษัท Kubota, Japan
8 . เคร่ืองป่นเหว่ียงชนิดต้ังโต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น Mikro20 บริษัท Hettich' 

zentrifuge, Germany
9. เคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA -  Thermal Cycle) รุ่น UV-160 บริษัท Shimadzu, Japan 

เคร่ืองวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 240 บริษัท Corning, USA
10. เคร่ืองวัดดูดกลืนแสง (spectophotometer) รุ่น UV-160A บริษัท Shimadzu, Japan
11. เคร่ือง Thin-layer Chromatography ท่ีมีเคร่ืองตรวจวัด Flame Ionization Detector 

รุ่น Latroscan™ MK-6/65 บริษัท Mitsubushi Kagaku latron, INC., Japan
12. เคร่ือง MiniOpticon Real-Time PCR detector บริษัท Bio-Rad, USA
13. ชุดเคร่ืองเจลอิเล็คโทรโฟเรซิส Mini Gel migration through รุ่น i-mupid บริษัท COSMO 

BIO, Japan
14. ตู้เข่ียเช้ือแบบ ISSCO laminar flow รุ่น HT-122.5 บริษัท International Scientific 

Supply, Japan
15. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น MDF-U332 บริษัท 

Sanyo Electric, Japan
16. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ํา อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส รุ่น ULT1786 บริษัท Forma, USA
17. ตู้อบฆ่าเช้ือ (hot air oven) รุ่น D06063 บริษัท Memmert, Germany
18. แท่งโครโมหลอด (chromarod) บริษัท Mitsubishi Kagaku latron, INC., Japan
19. ไมโครปิเปตดํ (micropipette) ขนาด 2, 10, 20, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษัท

Gilson, France
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20. หลอดทดลองขนาด 20มิลลิลิตรบริษัทไพเร็ก (Pyrex), USA
21. อ่างน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น digital water bath SB-1000 บริษัท Eyela, 

Japan

เคมีภัณฑ์ สารเคมีท้ังหมดเป็นสารเคมีเกรดงานวิเคราะห์ (analytical reagent)
1. กรดโบริก (H3BO„) บริษัท Merck, Germany
2. กรดอะซิติกเข้ม'ข้น (glacial CH3COOH) บริษัท Merck, Germany
3. กลีเชอรอล (glycerol) บริษัท Reserach organics, Inc., USA
4. คลอโรฟอร์ม (chloroform) บริษัท RCI Labscan, Thailand
5. คอปเปอร์ (II) ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuS04-5H20) บริษัท Merck, Germany
6 . แคลเซียมคลอ'ไรด์ (CaCl2-2H20) บริษัท Merck, Germany
7. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep Kit บริษัท Qiagen, Germany
8 . ชุดเอนไซม์ตัดจำเพาะ /rCoRI บริษัท Promega, USA .
9. ชุดเอนไซม์ Taq  DNA polymerase บริษัท New England Biolabs, USA
10. ชุดเอนไซม์ T4 DNA Ligase บริษัท Bio-Rad, USA
11. ชุด PCR cloning kit pGEM-T Easy Vector System II บริษัท Promega, USA
12. ชุด PCR purification kit QIAquick PCR purification kit บริษัท Qiagen, Germany
13. ซีงค์ (II) ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnS0q-7H20) บริษัท Merck, Germany
14. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany
15. โซเดียมไนเตรต (NaN03) บริษัท Merck, Germany
16. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS, C12H250S03) บริษัท Nacalai 

Teque,Japan
17. โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (MoNa2O«-2H20) บริษัท Merck, Germany
18. ทริปโตน (tryptone) บริษัท Difco Laboratories, USA
19. แบคโตอะการ์ (bacto agar) บริษัท Difco Laboratories, USA
20. ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) บริษัท Difco Laboratories, USA
21. โพแทสเซียมคลอไรดี (KCI) บริษัท Merck, Germany
22. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟส (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany
23. โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO„) บริษัท Merck, Germany
24. ฟนอล (phenol) บริษัท Merck, Germany
25. เฟอร์รัสคลอไรดี 6 ‘นา (FeCl3-6H20) บริษัท Merck, Germany
26. เพ่อริ'ส (II) ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO„-7H20) บริษัท Merck, Germany
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27. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgS04-7FI20) บริษัท Carlo, ERBA, France
28. แมงกานีส (II) ซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSCVH20) บริษัท Carlo, ERBA, France
29. ไรโบนิวคลีเอสเอ (Rnase A) บริษัท Promega, USA
30. สารปฏิชีวนะแอมพิซีสิน (ampicillin) บริษัท Nacalal tesque, Japan
31. หางนม (skim milk) บริษัท Merck, Germany
32. อะกาโรสเจล (agarose gel) บริษัท IUAI, Japan
33. ไอโซโพรพานอล (isopropanol) บริษัท Merck, Germany
34. Proteinase K บริษัท US. Biological, US
35. 100 base pair DNA ladder บริษัท Bio-Rad, UK
36. 1 kb DNA ladder บริษัท Bio-Rad, UK
37. IPTG (Isopropyl thio- p-D-galactoside) บริษัท BIO BASIC INC, Canada
38. Lambda W/ndlll บริษัท Bio-Rad, UK
39. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4HnN03) บริษัท Sigma, USA
40. X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- P-D-galactoside) บริษัท BIO BASIC INC, Canada
41. น้ํามันถ่ัวเหลือง ตราองุ่น
42. น้ํามันปาล์ม ตราแวว
43. น้ํามันรำข้าว ตราดิง
44. น้ํามันดอกทานตะวัน ตรามรกต
45. น้ํามับมะกอก ตรา Monini
46. น้ํามับหมู จำหน่ายในท้องตลาด
47. สารเคมีท่ีใช้ในเทคนิค DGGE บริษัท Bio-Rad, USA

Formamide (Deionized)
40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1 (2.6% c)
Urea
Ammonium persulfate 
APS
TEMED (NjxfN^N^Tetra-methyl-ethylenediamine)
50X TAE
Ethidium bromide solution เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร
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ไพรเมอร์ท่ีใช้ใบงาบวิจัย
ตารางท่ี 3.1 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอรท่ีใช้ในการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทต์

ไพรเมอร์ ลำดับนิวคลีโอไทด์ (5’ -  3’) อ้างอิง
M13F (-20) GT AAAACGACGGCCAGT Muyzer และ
M13R (-20) GCGGAT AACAATTT CACACAGG คณะ, 1993

968F* AACGCGAAGAACCTTAC Jîan§ และคณะ,
1401R CGGT GTGT ACAAGACCC 2 0 1 1

หมายเหตุ * มี GC clamp เช่ือมต่อบริเวณ 5’ (5’- CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGG 
GCACGGGGGG-3’)

ตารางท่ี 3.2 ลำดับนิวคลีโอไทต์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการเพ่ิมจำนวนดีเอ็นเอบริเวณยีนท่ีประมวลรหัส 
เอนไซม์ไลเปส (ยีน lipA )

ไพรเมอร์ ลำดับนิวคลีโอไทด์ (5’ -  3’)
ขนาดท่ี 
คาดหวัง 

(bp)
อ้างอิง

lipF ACT CAT AT GGGCAT CTTT AGCTAT AAGG AT CT 1,860 Long และคณะ, 
2007lipR TGCAAGCTTTTAGGCC AACACC ACCT G ATCGGT

SILipF AT(CTF)GC(A/C/T/G)TTTCGCGGCACCAG 500 Yao และคณะ, 
2008SILipR T CGTT GAA(G/A)(A/C/r/G)T(G/A)ACG AT GTTGT

lipA rF TAGT CGCGGATATT GCCGCTG 407 งานวิจัยน้ีlipA rR ATTACGCTGGCGGACGACATCAG

ตารางท่ี 3.3 แบคทีเรียท่ีใช้ในงายวิจัย
สายพันธุ 
แบคทีเรีย

รหัสเช้ือ 
ฝากเก็บ แหล่งท่ีมา สารต้ังต้น อ้างอิง

5 e rra t io  sp. TISTR ดินปนเปีอนน้ีามัน 3% (v/v) วัลย์วสันต์ ว่องวงศ์ศรี,
สายพันธุ พ4-01 2061 ปิโตรเลียม กรุงเทพฯ น้ํามันถ่ัวเหลือง 2551
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วิธีดำเนินงานวิจัย
3.1 ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันของ Serratia sp. สายพันธุ พ 4-01

3.1.1 เตรียมหัวเฃ้ีอแบคทีเรีย
โดยเข่ียโคโลนีเด่ียวของ S e rra tia  sp. สายพันธุ พ4-01 ลงใบอาหารเหลว 0.25X Luria- 

Bertani (LB) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร จากน้ันเขย่าท่ี 
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง นำไปปีนแยกเซลล์ด้วยเคร่ืองปันเหว่ียง 
ควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ล้างเซลล์ใน 
สารละลาย 0.85 เปอร์เซ็นต์ (พ/M โซเดียมคลอ'ไรด์ ทำซ้ําฃ้ันตอนดังกล่าว 2 รอบ นำเซลล์ท่ีได้แขวนลอย 
ใน 0.85 เปอร์เซ็นต์ (พ/v) โซเดียมคลอ'ไรดํ หลังจากน้ันนำเซลล์ท่ีแขวนลอยมาวัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความ 
ยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600) ให้มิค่าเท่ากับ 0.1 ซ่ึงจะมิความเข้มข้นของเช้ือแบคทีเรียเท่ากับ 106 
CFU ต่อมิลลิลิตร

3.1.2 ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันในบ้ําเสียสังเคราะห์
ศึกษาผลของความเข้มข้นน้ํามันถ่ัวเหลืองต่อการประสิทธิภาพย่อยสลายโดย S e rra tia  sp. 

สายพันธุ พ4-01 โดยเตรียมหัวเช้ือแบคทีเรียสายพันธุ พ4-01 ตามวิธีข้อท่ี 3.1.1 แล้วเติมหัวเช้ือแบคทีเรีย 
ให้มิความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 106 CFU ต่อมิลลิลิตร ลงใบบ้ําเสียสังเคราะห์ (Matsumiya และคณะ, 
2007) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใบขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร ท่ีมิน้ัามันถ่ัวเหลืองคว'1มเข้มข้น 10, 25 
และ50 กรัมต่อลิตร จากน้ันเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน เก็บตัวอย่าง 
วันท่ี 0 และวันท่ี 7 โดยมิชุดควบคุมคือ ซุดท่ีเติมน้ํามันถ่ัวเหลืองแต่ไม่เติมแบคทีเรีย ทำการทดลอง 3 ซ้ํา 
จากน้ันสกัดและวิเคราะห์หาปริมาณน้ัามันถ่ัวเหลืองท่ีเหลืออยู่ด้วยคลอโรฟอร์มและวิธี TLC-FID ตามวิธีท่ี 
ระบุในข้อ 3.8 (Striby และคณะ, 1999) และนับจำนวนแบคทีเรียด้วยวิธีดรอปเพลท (drop plate) บน 
อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB และบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันนับจำนวนโคโลนิ เพ่ือ 
คำนวณหาปริมาณแบคทีเรียต่อมิลลิลิตร

จากน้ันคัดเลือกความเข้มข้นน้ัามันถ่ัวเหลือง 1  ความเข้มข้น มาทดสอบประสิทธิภาพการย่อย 
สลาย เพ่ือศึกษาระยะเวลาย่อยสลายท่ีเหมาะสม โดยเติมหัวเช้ือแบคทีเรียให้มิความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 
106 CFU ต่อมิลลิลิตร ลงในน้ําเสียสังเคราะห์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร 
นำไปเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาทีท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน เก็บตัวอย่างทุกวับ โดยมิชุดควบคุม 
คือ ชุดท่ีเติมน้ัามันถ่ัวเหลืองแต่ไม่เติมแบคทีเรีย ทำการทดลอง 3 ซ้ํา จากน้ันสกัดและวิเคราะห์หาปริมาณ 
น้ํามันถ่ัวเหลืองท่ีเหลืออยู่ด้วยคลอโรฟอร์มและวิธีวิธี TLC-FID ตามวิธีท่ีระบุใบข้อ 3.8 และนับจำนวน 
แบคทีเรียด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB

3.1.3 ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันอ่ืนๆ
เติมหัวเช้ือแบคทีเรียให้มิความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 106 CFU ต่อมิลลิลิตร ลงในน้ําเสีย 

สังเคราะห์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร ท่ีมิ'ไขมันต่างๆ  ได้แก่ น้ํามันหมู 
น้ัามันรำข้าว น้ัามันมะกอก น้ํามันปาล์มและน้ํามันดอกทานตะวัน ความเข้มข้น 1 0  กรัมต่อลิตร จากน้ัน 
เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วับ เก็บตัวอย่างวันท่ี 0 และวันท่ี 3 โดยมิ 
ชุดควบคุมคือ ชุดท่ีเติมน้ํามันถ่ัวเหลืองแต่ไม่เติมแบคทีเรีย ทำการทดลอง 3 ซ้ํา จากน้ันสกัดและวิเคราะห์ 
หาปริมาณไขมันท่ีเหลืออยู่ด้วยคลอโรฟอร์มและวิธี TLC-FID ตามวิธีท่ีระบุในข้อ 3.8 และนับจำนวน
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แบคทีเรียด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเซ้ีอแข็ง LB โดยข้อมูลท่ีได้จะนำไปเปรียบเทียบประสิทธิภาพ 
ย่อยสลายกับแบคทีเรียอ่ืนท่ีเคยมีรายงาบ

3.1.4 ตรวจหายีนประมวลรหัสเอนไซม่ไลเปส
3.1.4.1 สกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999) โดยเข่ียโคโลนีเด่ียว 

ของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธ้ิลงในหลอดทดลองทีบรรจุอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิสิตร เขย่าท่ี 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ถ่ายเช้ือปริมาตร 1 มิลสิลิตร 
ลงในหลอดทดลองไมโครฟวจ์ ป่นแยกเซลล์ด้วยเคร่ืองปีนเหว่ียงระดับความเร็ว 1 0 , 0 0 0  รอบต่อนาที ท่ี 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ท0าซ้ํา 3 คร้ัง จากน้ันแขวนลอยเซลล์ในบัฟเฟอร์ TE ปริมาตร 
517 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) ให้เป็นเน้ีอเดียวกับ เติมเอนไซม์ไลโซไซม่ ความเข้มข้น 60 มิลลิกรัมต่อ 
มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติมสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate: 
SDS) ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 30 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอด 
ไปมา เติมเอนไซม์โปรตีนเนสเค (proteinase K) ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น 
เวลา 1 ช่ัวโมง เติมโซเดียมคลอไรดี (NaCl) ความเข้มข้น 5 โมลาร์ ปริมาตร 120 ไมโครลิตร (ภาคผนวก 
ข) ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมา แล้วเติมสารละลาย CTAB/NaCl ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
(ภาคผนวก ข) ผสมให้เข้ากับโดยกลับหลอดไปมา บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เติม 
คลอโรฟอร์ม ในปริมาตรท่ีเท่ากับปริมาตรของสารละลายสุดท้าย ผสมให้เข้ากันโดยการเขย่าแรง  ๆ ป่น 
เหว่ียงท่ีระดับความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 25-30 นาที ดูดส่วนน้ําใสใสในหลอดทดลองไมโคร 
ฟวจ์อันใหม่ เติมฟนอล/คลอโรฟอร์ม (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรท่ีเท่ากับปริมาตรของส่วนน้ําใส ผสมให้เข้า 
กับ แล้วป่นเหว่ียงท่ีระดับความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ดูดส่วนน้ําใสใส่ในหลอด 
ทดลองไมโครทิเวจ์อันใหม่ จากน้ันตกตะกอนดีเอ็นเอ โดยเติมสารละลายไอโซโพรพาบอลในปริมาตรท่ี 
เท่ากับปริมาตรสุดท้ายของส่วนน้ําใส ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา เป็นเวลา 1  นาที จะเห็น 
ตะกอนของดีเอ็นเอ จากน้ันจึงนำไปป่นเหว่ียงท่ีระดับความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เท 
ส่วนน้ําใสท้ิง คงไว้แต่ตะกอนของดีเอ็นเอ ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 450 
ไมโครลิตร ป่นเหว่ียงท่ีระดับความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนน้ําใสท้ิง เหลือแต่ 
ตะกอนของดีเอ็นเอ ระเหยเอทานอลจนตะกอนดีเอ็นเอแห้งท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เม่ือตะกอนดีเอ็น 
เอแห้งแล้ว เติมบัฟเฟอร์ TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเอนไซม์อาร์เอ็นเอส (RNase) ความเข้มข้น 10 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง

ตรวจสอบความสมบูรณ์ของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซีสใบบัฟเฟอร์ 
TAE ความเข้มข้น 1 เท่า (ภาคผนวก ข) นำสารละลายดีเอ็นเอผสมกับลิย้อม หยอดลงในซ่องว่ิงบนแผ่น 
อะกาโรสเจล เข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) โดยซ่องว่ิงแรกจะหยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda 
H ind\\\ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) เพ่ือใช้เป็นตัวบ่งช้ืขนาดของดีเอ็นเอ จากน้ันทำอิเลคโทรโฟ 
เรซีส ใซ้ความต่างศักย์ 1 0 0  โวลต์ จนกระท่ังลิย้อมเคล่ือนท่ีได้ในระยะทางท่ีเหมาะสม ย้อมอะกาโรสเจล
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ด้วยสารละลายเอฮิเดียมโบรไมต์ (ภาคผนวก ข) เป็นเวลา 1 0  นาที ตรวจดูแลบดีเอ็นเอภายใต้แสง 
อัลตราไวโอเลตความยาวคล่ืน 312 นาโนเมตร

3.1.4.2 การตรวจหายีนท่ีเก่ียวข้องกับการผลิตเอนไซม่ไลเปส นำดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้อ
3.1.3.1 มาทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction: PCR) โดยใช้ไพรเมอริดังตาราง 
ท่ี 3.1 โดยใช้ส่วนผสมของสารในปฏิกิริยา ดังบ้ี ความเข้มข้นสุดท้ายของแต่ละสารละลายในปฏิกิริยามีดังบ้ี 
สารละลายบัฟเฟอริ 10X ความเข้มข้น 1 เท่า สารละลาย dNTP ความเข้มข้น 200 ไมโครโมลาริ เอนไซม์ 
Taq  DNA polymerase ปริมาณ 2.5 หน่วย สารละลายไพรเมอริ ความเข้มข้นชนิดละ 20 พิโคลโมลต่อ 
ไมโครลิตร (ของแต่ละตัว) สารละลายดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากวิธีข้อ 3.1.3.1 ความเข้มข้น 100 บาโนกรัม 
ปริมาณ 1 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรด้วยบ้ีาปลอดประจุปลอดเช้ือ รวมส่วนผสมท้ังหมดให้มีปริมาตร 
สุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากน้ันดำเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอริเรสด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็น 
เอ (DNA Thermo cycle) โดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมกับไพรเมอริ ดังบ้ี 
ไพรเมอริ lipF และ lipR ใช้สภาวะ

1 . Initial dénaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที
2 . Dénaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที
3. Annealing ท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที
4. Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที
5. ทำช้ืนท่ี 2 - 4  ซ้ําเป็น'จำนวน 30 รอบ
6 . Final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที

ผลิตภัณฑ์ PCR ท่ีได้คีอ 1,860 คู่เบส
ไพรเมอริ SILipF และ SILipR ใช้สภาวะ

1 . Initial dénaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที
2 . Dénaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที
3. Annealing ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที
4. Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที
5. ท่าช้ืนท่ี 2 - 4  ซ้ําเป็นจำนวน 30 รอบ
6 . Final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที

ผลิตภัณฑ์ PCR ท่ีได้คือ 500 ค่เบส
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 

เท่า โดยใช้แผ่นอะกาโรสเจลเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) เพ่ือตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR 
โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder (ภาคผนวก ข)

3.1.4.3 การท่าบริสุทธ้ิผลิตภัณฑ์ PCR เพ่ือการโคลน ด้วย QIAquick PCR purification kit 
(Qiagen, Germany) ตามวิธีท่ีระบุในคู่มือ โดยเติมบัฟเฟอร์ PB ปริมาตร 5 เท่าของผลิตภัณฑ์ PCR ผสม 
ให้เข้ากันแล้วดูดลงใบ QIAprep spin column ป่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 

นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง เทส่วนบ้ีาใสท้ัง เติมบัฟเฟอร์ PE ปริมาตร 750ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ ป่นเหว่ียง 
ด้วยความเร็ว 13000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เทส่วนน้ําใสท้ิงก่อนป่นเหว่ียงซ้ําอีกคร้ัง 
เพ่ือกำจัดส่วนบ้ีาใสท่ีเหลือติดคอลัมน์ จากน้ันย้ายคอลัมน์มายังหลอดไมโครฟวจ์อันใหม่ เติมน้ําปลอดประจุ
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ปลอดเช้ือหรือบัฟเฟอร์ EB ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ลงตรงแผ่นกรอง ต้ังท้ิงไว้เป็นเวลา 1 นาที ท่ี 
อุณหภูมิห้อง ป่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที จะได้ผลิตภัณฑ์ PCR ท่ี 
บริสุทธ้ิ เก็บไว้ท่ี - 2 0  องศาเซลเซียส จนกว่าจะส่งวิเคราะห์ลำดับเบส

3.1.4.4 การโคลนช้ืนผลิตภัณฑ์ PCR
1.) ไลเกทช้ืนผลิตภัณฑ์ PCR ท่ีได้จากข้อ 1.2.3 เข้ากับพลาสมิดเวกเตอร์ pGEM-T Easy 

(Promega, USA) ด้วยเอนไซม่ไลเกส (ligase) (Promega, USA) ตามวิธีท่ีระบุในคู่มือ โดยส่วนผสมของ 
ปฏิกิริยา ปริมาตร 1 0  ไมโครลิตร มีดังน้ี

2X ไลเกชันบัฟเฟอร์ 5 ไมโครลิตร
พลาสมิดเวกเตอร์ pGEM-T Easy (50 นาโนกรัม) 1 ไมโครลิตร
ผลิตภัณฑ์ PCR 3 ไมโครลิตร
T4 DNA ligase (3 หน่วยต่อไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร

ไลเกชันท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ช่ัวโมง
2. ) ทราบสฟอร์มริคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่คอมพีเทนต์เซลล์ E. c o li สายพันธุ JM109 และ 

คัดเลือกทรานสฟอร์แมนท์ท่ีมีช้ืนยีนท่ีด้องการ เตรียมคอมพีเทนต์เซลล์โดยวิธี Calcium chloride โดย 
เล้ียงเช้ือ E. coli สายพันธุ JM109 บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 4Jb (ภาคผนวก ก) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา 
เซลเซียส นาน 16-18 ช่ัวโมง เข่ียโคโลนีเด่ียวลงอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 4^b ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขย่าท่ี 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 4 ช่ัวโมง วัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ให้มีค่า 
เท่ากับ 0.3-0.5 เพ่ือใช้เป็นหัวเช้ือ จากน้ันถ่ายหัวเช้ือปริมาตร 5 มิลลิลิตรไปยังอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 4̂ เว 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุใน arm flask นำไปเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จบกระท่ังค่า 
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร มีค่าเท่ากับ 0.5 แล้วจึงถ่ายเช้ือลงใบหลอดเซนตริพัวจึปลอด 
เช้ือ แช่ใบน้ําแข็งนาน 5 นาทีป่นแยกเซลล์ด้วยเคร่ืองป่นเหว่ียงระดับความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที ท่ี 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทอาหารเล้ียงเช้ือท้ิง เติมสารละลาย Tfbl (ภาคผนวก ข) ท่ี 
เย็นปริมาตร 40 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลล์ กระจายตะกอนให้เข้ากับสารละลาย Tfbl (ห้ามใช้เคร่ืองป่น 
ผสม) แช่หลอดเซนตริพัวจ์ท่ีมีตะกอนเซลล์และสารละลาย Tfbl ในอ่างน้ําแข็งบาน 5 นาที นำไปป่นเหว่ียง 
ระดับความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนบ้ําใสท้ิง จากน้ัน 
เติมสารละลาย Tfbll (ภาคผนวก ข) ท่ีเย็นปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลล์อีกคร้ัง กระจายตะกอน 
ให้เข้ากับสารละลาย Tfbll แช่ในน้ําแข็งนาน 15 นาที หรือมากกว่าน้ัน แบ่งใส่หลอดไมโครพัวจ์ปลอดเช้ือท่ี 
เย็บปริมาตรหลอดละ 1 0 0 ไมโครลิตร เก็บคอมพีเทนต์เซลล์ไว้ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะ 
นำมาใช้

3. ) คัดเลือกทราบสฟอร์แมนท์ (transformant) คัดเลือกทรานสฟอร์แมนท์ท่ีมี,ริคอม 
บิแนนท่พลาสมิดท่ีด้องการด้วย'วิธี Blue/White selection โดยนำสารละลายแขวนลอยของ E. c o li 
สายพันธุ JM109 ท่ีทราบสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมีดแล้ว ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเกล่ียลงบน 
อาหารแข็ง LB ท่ีผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิบ ความเข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ข) ซึงผ่านการเกล่ียด้วย X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-(TD-galactoside) เข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) ความเข้มข้นสุดท้าย 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ IPTG (Isopropyl thio-p-
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D-§alactoside) เข้มข้น 1  โมลาร์ (ภาคผนวก ข) ความเข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครโมลาร์ หลังจากเกล่ียเช้ือ 
นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-24 ช่ัวโมง

ทราบสฟอร์มรีคอมบิแนนทัพลาสมิดเข้าสู่คอมพีเทนต์เซลล์ E. C O Ü  สายพันธุ JM109 ด้วยวิธี 
heat shockโดยนำคอมพีเทนต์เซลล์ £ coli สายพันธุ JM109 ท่ีเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มา 
แซ่ใบอ่างน้ําแข็งให้ละลายช้าๆ ใส่'รีคอมบิแบ'นท้พลาสมิดท่ีไลเกท'ไว้'ปริมาตร 2  ไมโครลิตร ลงในคอม 
พัเทนต์เซลล์ E. c o li สายพันธุ JM109 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มใบอ่างน้ําแข็งนาน 20 
นาที heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 45-50 วินาที เม่ือครบเวลาให้แซ่ลงในน้ําแข็งทันที 
บาน 2 นาที จากบ้ันเติมอาหารเหลว SOC (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 950 ไมโครลิตร และนำไปบ่มท่ี 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 1 ช่ัวโมง

3.1.4.5 การสกัดรีคอมบินบนทัพลาสมิด pGEM-T Easy สกัดด้วยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณน้อย 
QIAprep spin Miniprep Kit (Qia§en, Germany) ตามวิธีท่ีระบุในคู่มือ โดยเล้ียงเช้ือ E. c o li สายพันธุ 
JM109 ท่ีมิรีคอมบิแนนทัพลาสมิด pGEM-T Easy ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ท่ีมืสาร 
ปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มบนเคร่ืองเขย่าอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 
2 0 0  รอบต่อนาที บาน 16-18 ช่ัวโมง นำไป'ป่นเหว่ียงระดับความเร็ว 1 0 , 0 0 0  รอบต่อนาที เป็นเวลา 2  นาที 
ท่ีอุณหภูมิห้อง แขวนลอยเซลล์ด้วยบัฟเฟอร์ P1ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากบ้ันเติมบัฟเฟอร์ P2 ปริมาตร 
250 ไมโครลิตร ผสมกันโดยการกลับหลอดไปมาจนกระท่ังสารแขวนลอยเร่ิมหนืดและใสข้ึนภายใน 
ระยะเวลาไม่เกิน5 นาที เติมสารละลาย N3 ปริมาตร 350ไมโครลิตรผสมโดยการกลับหลอดไปมาจนเกิด 
ตะกอนขาว นำไปป่นเหว่ียงระดับความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง แยก 
ส่วนน้ําใสลงใน QIAprep spin column ป่นเหว่ียงระดับความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
ท่ีอุณหภูมิห้อง เทส่วนบ้ัาใสท้ิง เติมบัฟเฟอร์ PB ปริมาตร 500ไมโครลิตร ลงใบคอลัมน์ ป่นเหว่ียงระดับ 
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เทส่วนน้ําใสท้ิง เติมบัฟเฟอร์ PE ปริมาตร 
750 ไมโครลิตร ในคอลัมน์ ป่นเหว่ียงระดับความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1  นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 
เทส่วนบ้ัาใสท้ิงก่อนป่นเหว่ียงซ้ําอีกคร้ังเพ่ือกำจัดส่วนบ้ําใสท่ีเหลือติดคอลัมน์ ย้ายคอลัมน์มายังหลอด 
ไมโครฟวจัใหม่ เติมบ้ัาปลอดประจุปลอดเช้ือหรือบัฟเฟอร์ EB ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ลงตรงแผ่น 
กรอง ต้ังท้ิงไว้ 1 นาที แล้วป่นเหว่ียงระดับความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 
จะได้สารละลายพลาสมิดอยูในส่วนบ้ัาใส เก็บสารละลายพลาสมิดท่ีอุณหภูมิ - 2 0  องศาเซลเซียส จบกว่าจะ 
นำมาใช้

3.1.4.6 การตัดรีคอมบิแนนทัพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ ตรวจสอบช้ืนดีเอ็นเอแทรกสอด 
ภายในรีคอมบิแบนทัพลาสมิด pGEM-T Easy ตามวิธีท่ีระบุใบคู่มิอ โดยส่วนผสมของปฏิกิริยา ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร มิดังน้ี

รีคอมบิแนบทัพลาสมิด pGEM-T EASY 1 ไมโครลิตร
10X บัฟเฟอร์ 1 ไมโครลิตร
เอนไซม์ EcoRI 0.5 ไมโครลิตร
น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ 7.5 ไมโครลิตร

ผสมให้เข้ากับ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2-4 ช่ัวโมง จากบ้ันนำส่วนผสมของ 
ปฏิกิริยาปริมาตร 5 ไมโครลิตร มาท0าอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซีส ในบัฟเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 เท่า
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โดยใช้อะกาโรสเจลเข้มข้น 2  เปอร์เซ็นต์ เพ่ือตรวจสอบซ้ินดีเอ็นเอแทรกสอด โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ 
มาตรฐาน 100 bp DNA ladder

3.1.4.7 การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทต์ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในรีคอมบิแนนท์
พลาสมิด pGEM-T Easy โดยส่งวิเคราะห์ท่ีบริษัทใบโอดีไซน์ จำกัด (BioDesign Co., Ltd.) ประเทศไทย 
วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทดโดยใช้ไพรเมอร์ท่ี M13F (-20) (5’ GTAAAACGACGGCCAGT 3’) และ M13R 
(-20) (5’ GCGGATAACAATTTCACACAGG 3’) วิเคราะห์ลำดับเบสและจัดจำแนกชนิดของยีนโดย 
เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ ข ้อ ม ูล ท ี่ม ีใน ฐ าน ข ้อ ม ูล  GenBank ด ้วยโป รแกรม  BLASTx
(http://www.ncbi.nlm. ก ih.gov/)

3.2 พ ัฒนาวิธีการผลิต เก็บรักษา และทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันในนํ้าเสิยสังเคราะห์ 
ของแบคทีเร ียอัดเม็ด Serratia sp. สายพันธุ พ 4-01

3.2.1 เตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียอัดเม็ด
ทำโดยใช้วิธีการท่ีดัดแปลงวิธีมาจาก Klayraung และคณะ (2009) โดยเข่ียโคโลนิสายพันธุ 

พ4-01 จำนวน 2 ลูป ลงในอาหารเหลว 0.25X LB ปริมาตร 150 มิลลีลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร จากน้ันเขย,าท่ีความเร็ว 2 0 0  รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2  วัน จากน้ันป่นแยกเซลสั
ดวยเคร่ืองป่นเหว่ียง ล้างเซลสัในสารละลาย 0.85 เปอร์เซ็นต์ (พ/v) โซเดียมคลอไรด์ ท0าซ้ําช้ินตอน 
ดังกล่าว 2  รอบนำเซลล์ท่ีได้แขวนลอยในสารฟ้องกันความเย็น ได้แก่ 1 0  เปอร์เซ็นต์ (w/v) หางนม และ 
10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) หางนมท่ีเติม 5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) โมโนโซเดียมกลูตาเมท (Monosodium 
glutamate; MSG) ให้ได้ปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากน้ันทำแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze dryer) (แสดงดังรูป 
ท่ี 3.1) และนับจำนวนแบคทีเรียท้ังก่อนและหลังทำให้แห้งด้วยระบบสุญญากาศด้วยวิธีดรอปเพลทบน 
อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB โดยเก็บรักษาแบคทีเรียรูปแบบแห้งในสภาวะมีออกซิเจนและอุณหภูมิห้อง และ 
ทดสอบการอยู่รอดของแบคทีเรีย เป็นเวลา 1  เดือน เก็บตัวอย่างทุก 1  สัปดาห์ และนับจำนวนแบคทีเรีย 
ด้วยวิธีการดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB จากน้ันคัดเลือกสารป้องกันความเย็นได้แก่ 10 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) หางนม และ 10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) หางนมท่ีเติม 5 เปอร์เซ็นต์ (w/v) MSG ท่ีทำให้ 
แบคทีเรียมีจำนวนแบคทีเรียเหลือรอดสูงท่ีสุดภายหลังผ่านการเก็บเป็นเวลา 1 เดือน เก็บเช้ือท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ใบการศึกษาข้อ 3.2.2

http://www.ncbi.nlm
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รูปที่ 3.1 เคร่ืองทำแห้งแบบเยือกแข็ง
(Freeze Dryer รุ่น FD-1 ย่ีห้อ EYELA ผลิตโดยบริษัท Tokyo Rikakikai ประเทศญ่ีปุน)

3.2.2 ผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด
แปรผันปริมาตรหัวเช้ือแบคทีเรียไลโอทิเไลซ์เร่ิมต้นและส่วนผสมอัดเม็ดโดยน้ําหนักของเม็ด 

แบคทีเรียอัดเม็ด ทำโดยใช้วิธีการท่ีดัดแปลงวิธีมาจาก Fazeli และคณะ (2006) ผสมหัวเช้ือแบคทีเรียสาย 
พันธุ W4-01 ท่ีมีสารฟ้องกันความเย็นท่ีโด้รับคัดเลือกจากข้อ 3.2.1 และผ่านกระบวนการทำแห้งแบบเยือก 
แข็ง 50 และ 70 เปอร์เซ็นต์ (พ/พ) แอมโมเนียมซัลเฟต 7, 8.5, 10, 11, 12, 13, 15, 17, 18.5, 20, 21, 
25 และ 30 เปอร์เซ็นต์ (พ/พ)โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนข้ลเฟต 5, 7, 8.5, 9, 10, 11, 12, 17, 18.5, 21, 
22, และ 32 เปอร์เซ็นต์ (พ/พ) น้ําตาลทราย 5.1 และ 10.1 เปอร์เซ็นต์ (พ/พ) แมกนีเซียมสเตริยเลต 0.9 
เปอร์เซ็นต์ (พ/พ) และแป้งข้าวโพด 2 เปอร์เซ็นต์ (พ/พ) (แสดงดังตารางท่ี 3.4) ผสมH เข้ากับ จากบ้ัน 
นำไปตอกเม็ดด้วยเคร่ืองตอกยาเม็ดแบบสากเด่ียว (รูปท่ี 3.2) นับจำนวนแบคทีเรียด้วยวิธีดรอปเพลทบน 
อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB และเลือกสูตรแบคทีเรียอัดเม็ดท่ีทำให้แบคทีเรียอัดเม็ดมีคุณสมบํเตท่ีดี 2 สูตร โดย 
มีความสามารถในการละลายบ้ัาได้รวดเร็วและหมดภายใน 24 ช่ัวโมง และมีจำบวบแบคทีเรียเหลือรอด 
มากภายหลังการอัดแบคทีเรียอัดเม็ด เพ่ือใช้ในการศึกษาข้อ 3.2.3.1 และ 3.2.3.2 ต่อไป

ตารางท่ี 3.4 สารประกอบและคุณสมบัติของส่วนผสมท่ีนำมาอัดเม็ด
สารประกอบ คุณสมบัติ

เช้ือรูปแบบแห้ง S e rra tia  sp. พ4-01 + สารป้องกันความเย็น
แอมโมเนียมซัลเฟต แหล่งไนโตรเจน

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต แหล่งฟอสฟอรัส
ซูโครส สารยึดเกาะ/สารอาหาร

แมกนีเซียมสเตียเรต สารช่วยล่ืน/สารกันติด/สารช่วยไหล
แป้งข้าวโพด สารช่วยแตกตัว



ดารางท่ี 3.5 อัตราส่วนของสารประกอบท่ีใข้ในการอัดเม็ดแบคทีเรียสูตรสำเร็จ
สารประกอบ สูตร 1 สูตร 2 สูตร 3 สูตร 4 สูตร 5 สูตร 6 สูตร 7 สูตร 8

เข้ีอรูปแบบแห้ง 70% 70% 70% 70% 50% 50% 50% 50%
แอมโมเนียมซัลเฟต 1 1 % 13% 15% 17% 2 1 % 30% 1 0 % 25%

โพแทสเชียมไดไอโดรเจนฟอสเฟต 1 1 % 9% 7% 5% - 2 1 % 1 2 % 32% 17%
ซูโครส 5.1% 5.1% 5.1% 5.1% 5.1% 5.1% 5.1% 5.1%

แมกนีเซียมสเตียเรต 0.9% 0.9% 0.9% 0.9% 0.9% 0.9% 0.9% 0.9%
แปัง'ข้าว'โพด 2 % 2 % 2 % 2 % 2 % 2 % 2 % 2 %

สารประกอบ สูตร 9 สูตร 1 0 สูตร 1 1 สูตร 1 2 สูตร 13 สูตร 14 สูตร 15 สูตร 16
เข้ีอรูปแบบแห้ง 70% 70% 70% 70% 50% 50% 50% 50%

แอมโมเนียมซัลเฟต 8.5% 1 0 % 7% 1 2 % 18.5% 25% 2 0 % 15%
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 8.5% 7% 1 0 % 5% 18.5% 1 2 % 17% 2 2 %

ซูโครส 1 0 .1 % 1 0 .1 % 1 0 .1 % 1 0 .1 % 1 0 .1 % 1 0 .1 % 1 0 .1 % 1 0 .1 %
แมกนีเซียมสเตียเรต 0.9% 0.9% 0.9% 0.9% 0.9% 0.9% 0.9% 0.9%

แป๋ง'ข้าว'โพด 2 % 2 % 2 % 2 % 2 % 2 % 2 % 2 %

4̂บ า
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3.2.2.1 ทดสอบหาปริมาณแบคทีเรียในสูตรสำเร็จ
นำแบคทีเรียอัดเม็ดท่ีผลิตได้จากแต่ละสูตรสำเร็จมาตรวจสอบจำนวนแบคทีเรียท่ีมีอยู, 

ใบเม็ดด้วยวิธีการดรอปเพลทบนอาหารแข็ง LB บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ทำการทดลอง 3 
ซ้ํา คำนวณหาค่าเฉล่ียปริมาณแบคทีเรียท้ังหมดในสูตรสำเร็จ คำนวณเป็น CFU ต่อกรัม

3.2.2.2 ช่ังน้ําหนักเฉล่ียต่อเม็ด และความหนาของเม็ดแบคทีเรีย
นำแบคทีเรียอัดเม็ดที่ผลิตได้จากแต่ละสูตรสำเร็จมาช่ังน้ําหนัก และวัดความหนาด้วย 

คาลิปเปอร์ ทำการทดลอง 3 ซ้ํา แล้วหาค่าเฉล่ียของน้ําหนักและความหนาของเม็ดแบคทีเรีย
3.2.2.3 ทดสอบความสามารถในการละลายน้ําของแบคทีเรียอัดเม็ด
นำเม็ดแบคทีเรีย 1  เม็ด ใสในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร นำมา 

ละลายโดยใช้แท่งแม่เหล็กคน ต้ังความเร็ว 2 0 0  รอบต่อนาที จนกระท่ังเม็ดแบคทีเรียละลายน้ําจนเป็นเน้ือ 
เดียวกับน้ืา บันทีกระยะเวลาในการละลายน้ําแต่ละสูตรสำเร็จ ทำการทดลอง 3 ซ้ํา แล้วหาค่าเฉล่ียของ 
เวลาในการละลายน้ําฃองแบคทีเรียอัดเม็ด

3.2.3 คัดเสือกสูตรที่เหมาะสมและทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียอัดเม็ดใบการย่อย 
สลายไขมัน

3.2.3.1 คัดเสือกสูตรหัวเช้ือแบคทีเรียอัดเม็ด
คำนวณน้ําหนักแบคทีเรียอัดเม็ดท่ีใช้ทดสอบการเพ่ิมปริมาณหัวเช้ือในอัตราส่วน 1 0  เปอร์เซ็นต์ 

ของน้ืาหนักแบคทีเรียอัดเม็ดท่ีได้รับเสือกจากข้อ 3.2.2 ต่อน้ําประปา 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 
250 มิลลิลิตร เพ่ือเพ่ิมปริมาณหัวเช้ือแบคทีเรีย โดยมิแนวคิดวิธีการใช้คือ ใช้แบคทีเรียอัดเม็ด 1 เม็ดต่อ 
ระบบเพ่ิมจำนวนแบคทีเรีย 1 ลิตร นำไปเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง เกบตัวอย่างช่ัวโมงท่ี 0 และ 24 นับจำนวนแบคทีเรียด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB 
เพ่ือให้ทราบปริมาณแบคทีเรียท่ีได้จากการขยายส่วน

3.2.3.2 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียอัดเม็ดในการย่อยสลายไขมัน
เติมหัวเช้ือแบคทีเรียท่ีได้ผ่านการขยายส่วนตามวิธีข้อ 3.2.3.1 ปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ต่อ 

น้ําเสียสังเคราะห์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร ท่ีมิน้ํามันถ่ัวเหลืองความ 
เข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร นำไปเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วับ โดยมี 
ชุดควบคุมคือ ชุดท่ีเติมน้ํามันถ่ัวเหลืองแต่ไม่เติมแบคทีเรีย ทำการทดลอง 3 ซ้ํา จากน้ันสกัดและวิเคราะห์ 
หาปริมาณน้ัามันถ่ัวเหลืองท่ีเหลืออยู่ด้วยคลอโรฟอร์มและวิธี TLC-FID ตามวิธีท่ีระบุในข้อ 3.8 และนับ 
จำนวนแบคทีเรียด้วยวิธิดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB จากน้ันเลือกสูตรแบคทีเรียอัดเม็ดท่ีมี 
ประสิทธิภาพดีท่ีสุดในการย่อยสลายไขมัน 1 สูตร เพ่ือใช้ในการศึกษาในข้อต่อไป

3.2.4 ทดสอบวิธีเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ด
นำแบคทีเรียอัดเม็ดท่ีได้รับเลือกจากข้อ 3.2.3.2 มาทดสอบวิธีเก็บรักษา โดยการเก็บรักษา 

มี 4 สภาวะได้แก่ 1 )สภาวะท่ีมีออกซิเจนและอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 2 )สภาวะทีมีออกซิเจนและ 
อุณหภูมิห้อง 3) สภาวะไม่มีออกซิเจนและอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 4) สภาวะไม่มีออกซิเจนและ 
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6 เดือน เก็บตัวอย่างทุก 2  สัปดาห์ โดยการเก็บรักษาในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจนด้วย 
เคร่ืองซีลสุญญากาศย่ีห้อ SIN BO รุ่น DZ-280/2SD ในการปิดถุงพลาสติก และนับจำนวนแบคทีเรียด้วย
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วิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB จากน้ันทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายบ้ํามันถ่ัวเหลืองความ 
เข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร ตามวิธีท่ีระบุในข้อ 3.2.3.2

3.3 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันระหว่างแบคทีเรียอัดเม็ด พ4-01 กับผลิตภัณฑ์ใบ 
ท้องตลาด

นำแบคทีเรียอัดเม็ด พ4-01 และผลิตภัณฑ์ในท้องตลาดได้แก่ ผลิตภัณฑ์ A และผลิตภัณฑ์ B นับ 
จำนวนแบคทีเรียด้วยวิธิดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB จากน้ันทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลาย 
บามันถ่ัวเหลืองความเข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร ด้วยการเพ่ิมจำนวนหัวเช้ือแบคทีเรียตามคำแนะนำของ 
ผลิตภัณฑ์ และเติมลงในชุดทดลอง โดยแบ่งการทดลองเป็น 2  ชุดทดลองได้แก่ ชุดทดลองท่ีหน่ึง เติม 
ปริมาณหัวเช้ือแบคทีเรียเร่ิมต้นเท่ากันด้วยการเติมหัวเช้ือแบคทีเรียท่ีผ่านการเพ่ิมปริมาณหัวเช้ือแบคทีเรีย 
ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 108 CFU ต่อมิลลิลิตร ชุดทดลองท่ีสอง เติมหัวเช้ือแบคทีเรียท่ีผ่านการเพ่ิม 
ปริมาณหัวเช้ือแบคทีเรียลงในน้ัาเสียสังเคราะห์ ปริมาตร 50 มีลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร 
ท่ีมีน้ัามันถ่ัวเหลืองความเข้มข้น 5 กรัมต่อลิตร จากน้ันนำไปเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน โดยมีชุดควบคุมคือ ชุดท่ีเติมน้ํามันถ่ัวเหลืองแต่ไม่เติมแบคทีเรีย ทำการ 
ทดลอง 3 ซ้ํา จากน้ันสกัดและวิเคราะห์หาปริมาณน้ํามันถ่ัวเหลืองท่ีเหลืออยู่ด้วยคลอโรฟอร์มและวิธี TLC- 
FID ตามวิธีท่ีระบุในข้อ 3.8 และนับจำนวนของแบคทีเรียด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB

3.4 ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันของแบคทีเรียอัดเม็ด Serratia s p -สายพันธุ พ 4-01 ใบ 
บํ้าเสียปนเปีอนไขมัน

3.4.1 วิเคราะห์ค ุณภาพบํ้าเส ิยก,อบบำบัด
นำตัวอย่างน้ําจากบ่อดักไขมันร้านกาแฟอเมซอน สถานีบริการ'น้ํามัน ปตท วิเคราะห์คุณภาพน้ัา 

ท้ิงเพ่ือหาค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในตารางท่ี 3.5 โดยเก็บตัวอย่าง 3 คร้ังได้แก่ คร้ังท่ี 1 วันท่ี 27 มีนาคม 
2556 คร้ังท่ี 2 วันที 2 เมษายน 2556 และคร้ังท่ี 3 วันท่ี 9 เมษายน 2556

ตารางท่ี 3.6 วิธีวิเคราะห์ลักษณะสมปติต่าง  ๆ ของน้ําเสีย
พาราม ิเตอร์ วิธีวิเคราะห์
ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pFH) pFi meter
ค่าไขมันและน้ํามัน (FOG) สกัดด้วยตัวทำละลาย แล้วแยกหาน้ําหนักของน้ํามันและไขมัน
ค่าซีโอดี (COD) Potassium Dichromate Digestion
การละลายน้ําออกซิเจน (DO) เคร่ืองวัด DO
ปริมาณบ้ํามันท่ีมีอยู่ TLC-FID
ไนโตรเจนท้ังหมด (Total N) Macro Kjedahl
ฟอสฟอรัสท้ังหมอ (Total P) Ascorbic acid method
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3.4.2 ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายไขมันระดับห้องปฏิบัติการ
นำน้ําเสียจากร้านอาหารได้แก่ ร้านอาหาร ร้านกาแฟ และร้านอาหารทอดเคเอฟซีของสถานี 

บริการน้ํามัน บางปะอิน มาวิเคราะห์ปริมาณไขมันด้วยวิธี TLC-FID ตามวิธีท่ีระบุในข้อ 3.8 เพ่ือหา 
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการย่อยสลาย จากน้ันเติมหัวเช้ือแบคทีเรียท่ีผ่านการเพ่ิมจำนวนตามวิธีข้อ
3.2.3.2 ปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ต่อน้ําเสียจากร้านอาหาร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ 
ขนาด 125 มิลลิลิตร นำไปเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง ตามระยะเวลาท่ีเหมาะสม โดย 
มีชุดควบคุมคือ ชุดน้ําเสียท่ีไม่เติมแบคทีเรีย ทำการทดลอง 3 ซ้ํา จากน้ันสกัดและวิเคราะห์หาปริมาณ 
ไขมันท่ีเหลืออยู่ด้วยคลอโรฟอร์มและวิธี TLC-FID ตามวิธีท่ีระบุในข้อ 3.8 และนับจำนวนของแบคทีเรีย 
ด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB

3.4.3 สร้างระบบบำบัดจำลอง (ถังดักไขมัน)
สร้างระบบบำบัดแบบจำลอง ซ่ึงได้ต้นแบบจากถังดักไขมันท่ีจำหน่ายตามท้องตลาด เป็นถัง 

กระจกส่ีเหล่ียม มีแผ่นผนังก้ันกลางระหว่างสองถังบำบัด กว้าง 17.6 เซนติเมตร ยาว 22.5 เซนติเมตร สูง 
16.75 เซนติเมตร ปริมาตร 4 ลิตร และต่อเข้ากับทีมนำ เพ่ือทีอนน้ําเข้า ซ่ึงทิศทางการไหลของบ้ํา แสดงดัง 
รูปท่ี 3.2 โดยนำระบบบำบัดน้ีไปประยุกต์ไข้ใบการบำบัดน้ําเสียจากบ่อดักไขมันของสถานีบริการบ้ํามัน ซ่ึง 
น้ําเสียน้ีได้ผ่านการแยกช้ืนไขมันและขยะ แต่ยังคงพบทีญหาการปนเปิอนไขมันในน้ําท้ิง

I_____________  22.5 cm

3.4.4 ทดสอบประสิทธิภาพการบำบัดนํ้าเสียสังเคราะห์ปนเปีอนไขมันโดยระบบบำบัดขนาด 
จำลองระดับห้องปฏิบัติการ

บำบัดน้ําปนเปีอนไขมับในถังปอดักไขมัน ปริมาตร 4 ลิตร โดยใช้น้ํามันในน้ัาอิมัลชันเป็น 
แบบจำลองเตรียมจากน้ําประปา ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ท่ีเติมน้ํายาล้างจานความเข้มข้น 1  เปอร์เซ็นต์ 
(v/v) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และน้ีามันปาล์มใช้แล้วความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.5 กรัมต่อลิตร ผสมให้ 
เข้ากันด้วยเคร่ืองทีนผสมเป็นเวลา 2 นาที ด้วยเคร่ืองทีนย่ีห้อ SKG มิความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที 
หลังจากน้ันนำไปกวนโดยใช้เคร่ืองกวนสาร (magnetic stirrer) เป็นเวลา 1 0  นาที เพ่ือกำจัดฟองและทำ
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ให้'น้ําเสียอยู,ในรูปอิมัล'ชันมีความเสถียร จากน้ันปรับปริมาตรให้เป็น 1 , 0 0 0  มิลลิลิตร โดยมีระยะเวลาเก็บ 
กักน้ัาเสีย (HRT) 12 ช่ัวโมง และเป็นระบบน้ําล้น ดังรูปท่ี 3.3

เติมหัวเช้ือแบคทีเรียท่ีผ่านการเพ่ิมจำนวนตามวิธีข้อ 3.2.3.2 ปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ต่อ 
ปริมาตรของน้ําในถัง 4 ลิตร ลงในช่อง 1 โดยเติมหัวเช้ือแบคทีเรียท่ีผ่านการขยายส่วนทุกวัน และติดป้มให้ 
อากาศท่ีช่องสองในวันท่ี 7 ของการทดลอง เก็บตัวอย่างน้ัาเข้าและน้ําออกวันเว้นวันเป็นเวลา 21 วันโดย 
มีชุดควบคุมคือ ชุดท่ีเติมน้ํามันปาล์มใช้แล้วแต่ไม่เติมแบคทีเรีย วิเคราะห์ค่า pH ค่า COD ปริมาณน้ํามัน 
ปาล์มใช้แล้วท่ีเหลือด้วยวิธี TLC-FID และนับจำนวนของแบคทีเรียด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
แข็ง LB เก็บตัวอย่างเช้ือแบคทีเรียในช่อง 1 และช่อง 2 โดยเก็บหลังจากเติมเช้ือแบคทีเรียลงในช่อง 1

แบบจำลองระบบ 
บำบัดน้ํา เสีย ■ > ปีมควบคุมการ'ไหลเข้าน้ําเสีย

ภาชนะรับน้ัาเสียขาออ่ก «<- ภาชนะรับน้ําเสียขาเข้า

หมายเหตุ

ช่อง 2 ๓ ช่อง 1 (1)

รูปท่ี 3.4 แบบจำลองระบบบำบัดน้ําเสีย
๓ เติมหัวเช้ือแบคทีเรียปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ต่อปริมาตรของบ้ําใบถัง 4 ลิตรใน 

ช่อง 1 ทุกวัน
๓’(2) เก็บเช้ือแบคทีเรียในช่องท่ี 1 และช่องท่ี 2  โดยเก็บหลังจากเติมหัวเช้ือแบคทีเรียลงไป



50

3.4.5 ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายบํ้าเสียร้านกาแฟระดับห้องปฏิบัติการ
เติมหัวเซ้ือแบคทีเรียท่ีผ่านการขยายส่วนตามวิธีข้อ 3.2.3.2 ปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ต่อน้ัา 

เสียจากร้านกาแฟอเมซอน ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร จากน้ันนำไปเขย่าท่ี 
ความเร็ว 2 0 0  รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6 วัน เก็บตัวอย่างทุกวัน โดยมีชุดควบคุมคือ ชุดน้ํา 
เสียท่ีไม่เติมแบคทีเรีย ทำการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะห์ปริมาณไขมันท่ีเหลือด้วยวิธี TLC-FID ตามวิธิท่ีระบุใน 
ข้อ 3.8 และนับจำนวนของแบคทีเรียด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB

3.4.6 ทดสอบประสิทธิภาพการบำบัดนํ้าเส ียจริงจากร้านกาแฟด้วยระบบบำบัดขนาดจำลอง
บำบัดน้ําปนเป้อน'ไขมัน'ในถังดัก'ไขมัน ปริมาตร 4 ลิตร โดยใข้น้ําเสียจริงจากร้านกาแฟ

ท่ีผ่านการเจือจาง 5 เท่า และติดป็มให้อากาศ เพ่ือเพ่ิมการหมุนวนของน้ํา เติมหัวเช้ือแบคทีเรียรูปแบบ 
เซลล์อิสระให้มิความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ îo ' 3 CFU ต่อมิลลิลิตร โดยเติมหัวเช้ือแบคทีเรียในซ่องท่ี 1  และ 
2  เติมวับละ 2  คร้ัง ให้มิระยะเวลาห่างกัน 8 - 1 0  ช่ัวโมงของทุกวัน เป็นเวลา 1 0  วัน และเก็บตัวอย่าง 
แบคทีเรียท้ังสองซ่องภายหลังเติมเช้ือแบคทีเรียลงไป เพ่ือให้มิจำนวนแบคทีเรียมากเกินพอในการย่อย 
สลายไขมัน จากน้ันเติมหัวเช้ือแบคทีเรียในซ่องท่ี 1 และ 2  ในช่วงกลางวัน เทียงคร้ังเดียว ต้ังแต่วันท่ี 
1 1 - 2 1  เก็บตัวอย่างแบคทีเรียท้ังสองซ่องก่อนจะเติมเช้ือแบคทีเรียคร้ังต่อไป เพ่ือหาจำนวนแบคทีเรียท่ี 
เหลือรอดภายหลังการบำบัดไขมัน เก็บตัวอย่างน้ัาเข้าและน้ัาออกวันเว้นวัน เป็นเวลา 2 1 วันโดยมีชุด 
ควบคุมคือ ชุดท่ีน้ัาเสียจริงจากร้านกาแฟ เจือจาง 5 เท่าแต่ไม่เติมแบคทีเรีย วิเคราะห์ค่า pH ค่า COD 
ปริมาณไขมันท่ีเหลือด้วยวิธี TLC-FID และนับจำนวนของแบคทีเรียด้วยวิธีดรอปเพลทบบอาหารเล้ียงเช้ือ 
แข็ง LB จากน้ันตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงประชาคมแบคทีเรียด้วยวิธี PCR-DGGE ตามวิธีท่ีระบุในข้อ
3.5 ตรวจนับจำนวนแบคทีเรียท่ีมียีน l ip  A ท่ีประมวลรหัสเอนไซม่ไลเปสด้วยวิธี real-time qPCR ใน 
ตัวอย่างน้ําเสียจากร้านกาแฟตามวิธีท่ีระบุในข้อ 3.8 และทดสอบความเป็นพิษ ตามวิธีท่ีระบุในข้อ 3.7

ปีมควบคุมการ'ไหลเข้าน้ําเสีย

แบบจำลองระบบ 
บำบัดน้ําเสีย

รูปท่ี 3.5 การบำบัดน้ําเสียจริงจากร้านกาแฟในลังดักไขมันแบบจำลอง

ภาชนะรับน้ําเสียขาออก <■
ภาชนะรับน้ําเสียขาเข้า
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3.5 การตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียใบระบบบำบัดด้วยวิธี PCR-DGGE
3.5.1 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างนํ้าเส ีย
สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างน้ําเสียด้วยวิธีการท่ีดัดแปลงจาก Lemarchand และคณะ (2005) นำ 

ตัวอย่างน้ําเสียปริมาตร 20 มิลลิลิตร ไปป่นเหว่ียงด้วยระดับความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 0  นาที เก็บส่วนตะกอนใส่ในหลอดทดลองไมใครฟวจํ เติม lysis buffer 
ปริมาตร 600 ไมใครลิตร(ภาคผนวกข)ผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองผสมสารแล้วดูดใส่หลอด screw cap ท่ีมี 
เม็ดปิด (glass bead) เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.1 มิลลิเมตร (Biospec Products, Inc., ประเทศ 
สหรัฐอเมริกา)เติมหีเบอล/คลอโรฟอร์มปริมาตร 600ไมใครลิตรผสมให้เข้ากันโดยไปเข้าเคร่ือง beaten 
เป็นเวลา 30 วินาที นำไปบ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที นำไปป่นเหว่ียงด้วยระดับความเร็ว 
รอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ดูดส่วนน้ําใสใส่ในหลอดทดลองไมใครฟวจํอันใหม่ จากน้ัน 
ตกตะกอนดีเอ็นเอ โดยเติมสารละลายไอใซโพรพานอลในปริมาณ 2  เท่าของปริมาตรสุดท้ายของส่วนน้ัาใส 
นำไปแซ่เย็นท่ี -80 องสาเซลเซียส เป็นเวลา 2 0  นาที และละลายท่ีอุณหภูมิห้อง นำไปป่นเหว่ียงด้วยระดับ 
ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนน้ัาใสท้ิง คงไว้แต่ตะกอนดีเอ็นเอ ล้างตะกอน 
ดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 7 0 เปอร์เซ็นติปริมาตร 500ไมใครลิตรป่นเหว่ียงท่ีระดับความเร็วรอบ 13,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เทส่วนบ้ําใสท้ิง คงไว้แต่ตะกอนดีเอ็นเอ ระเหยเอทานอลจนตะกอนดีเอ็นเอ 
แห้งท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเม่ือได้ตะกอนดีเอ็นเอแห้งแล้ว เติมบัฟเฟอร์ TE ปริมาตร50ไมใครลิตร 
และเอนไซม์อาร์เอนเอส ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 ไมใครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป๋นเวลา 1  ช่ัวโมง เก็บสารละลายดีเอ็นเอท่ี - 2 0  องศาเซลเซียส

3.5.2 ติดตามการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างประชาคมแบคทีเรียด้วยวิธ ี D enatu ring  
G rad ien t G el E lec tro p h o re s is  (DGGE)

นำดีเอ็นเอของตัวอย่างน้ัาเสียและสายพันธุ้ พ4-01 ท่ีสกัดได้มาเพ่ิมจำนวนบริเวณ V6 -V8 

region ของแบคทีเรียด้วยคู่ไพรเมอร์ 968F-GC ซ่ึงมี GC clamp เช่ือมต่อบริเวณ 5’ และ 1401R (Jiang 
และคณะ, 2011) ผลิตภัณฑ์มีความยาวประมาณ 433 คู่เบส โดยใช้ส่วนผสมของสารในปฏิกิริยา ดังน้ี 
ความเข้มข้นสุดท้ายของแต่ละสารละลายในปฏิกิริยามีดังน้ี สารละลายบัฟเฟอร์ 10X ความเข้มข้น 1 เท่า 
สารละลาย dNTP ความเข้มข้น 200 ไมใครโมลาร์ เอนไซม์ Taq  DNA polymerase ปริมาณ 2.5 หน่วย 
สารละลายไพรเมอร์ ความเข้มข้นชนิดละ 2 0  พิโคลโมลต่อไมใครลิตร (ของแต่ละตัว) สารละลายดีเอ็นเอท่ี 
สกัดได้ ความเข้มข้น 1 0 0  นาโนกรัม ปริมาณ 1  ไมใครลิตร และปรับปริมาตรด้วยน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ 
รวมส่วนผสมท้ังหมดให้มีปริมาตรสุทธิ 30 ไมใครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากน้ันดำเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์ 
เรสด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และมีสภาวะดำเนินปฏิกิริยาดังน้ี
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1 . Initial dénaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที
2 . Dénaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที
3. Annealing ท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 0  วินาที
4. Extension ท่ีอุณหภูมิ 6 8  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 วินาที
5. ทำ'ข้ันท่ี 2 - 4  ซ้ําเป็นจำนวน 30 รอบ
6 . Final extension ท่ีอุณหภูมิ 6 8  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที

ผลิตภัณฑ์ PCR ท่ีได้คือ 433 คู่เบส
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 

เท่า โดยใช้แผ่นอะกาโรสเจลเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR โดย 
เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder (ภาคผนวก ข)

วิเคราะห้ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธี DGGE โดยเตรียมพอลิอะคริลาไมต์เจลเข้มข้น 8 

เปอร์เซ็นต์ท่ีมีเกรเดียนท่ของสารละลาย 30-70 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) (100 เปอร์เซ็นต์ dénaturant 
ประกอบด้วย 7 M urea และ 40 เปอร์เซ็นต์ formamide) ซ่ึงทำเกรเดียบท์ของสารละลาย dénaturant 
โดยใช้ระบบจ่ายเกรเดียบท่ตามวิธีท่ีระบุในคู่มือ เม่ือใส่แกรเดียนท์ของสารละลาย dénaturant ลงในชุด 
แซนวิซเตรียมเจลแล้วให้เสียบหวีลงไประหว่างกระจกแซนวิซ ระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศ ปล่อยให้พอ 
ลิอะครีลาไมต์แข็งตัว นำชุดเจลแซนวิชใส่ลงในแซมเบอร์ท่ีมืบัฟเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 เท่า ปริมาตร 7 
ลิตร ท่ีผ่านการให้ความร้อนจนอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส ผสมผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ 
เมอเรสกับสีติดตามหยอดลงในช่องว่ิง จากบ้ันทำอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใช้ความต่างศักย์ 1 0 0  โวลต์ ท่ี 60 
องศาเซลเซียส นาน 6 ช่ัวโมง ย้อมพอลิอะคริลาไมด้เจลด้วยสารละลายเอธีเดียมโบรไมต์เช้มข้น 0.5 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 20 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตความยาวคล่ืน 312 
บาโนเมตร

3.6 การตรวจนับจำบวบแบคทีเรียที่ม ืย ีบ UpA  ที่ประมวลรหัสเอบไซม่ไลเปสด้วยวิธี re a l-tim e  qPCR
3.6.1 การออกแบบไพรเมอร์ยีน l ip  A  สำหรับ rea l-tim e  qPCR
การออกแบบไพรเมอร์สำหรับ real-time qPCR ใช้โปรแกรม FastPCR version 5.2.2.1 ซ่ึง 

ออกแบบจากลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน UpA ของแบคทีเรีย S e rra t ia  sp. สายพันธุ พ4-01 จากบ้ันนำคู่ 
ไพรเมอร์มาทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสกับดีเอ็นเอต้นแบบ (S e rra tia  sp. สายพันธุ พ4-01) โดยใช้ 
ส่วนผสมของสารใบปฏิกิริยา ดังน้ี ความเข้มข้นสุดท้ายของแต่ละสารละลายในปฏิกิริยามืดังน้ี สารละลาย 
บัฟเฟอร์ 10X ความเข้มข้น 1 เท่า สารละลาย dNTP ความเข้มข้น 200 ไมโครโมลาร์ เอน'โซมิ Taq  DNA 
polymerase ปริมาณ 2.5 หน่วย สารละลายไพรเมอร์ ความเข้มข้นชนิดละ 20 พิโคลโมลต่อไมโครลิตร 
(ของแต่ละตัว) สารละลายดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ ความเข้มข้น 1 0 0  นาโนกรัม ปริมาณ 1  ไมโครลิตร และปรับ 
ปริมาตรด้วยน้ีาปลอดประจุปลอดเช้ือ รวมส่วนผสมท้ังหมดให้มืปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 
จากบ้ันดำเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และมีสภาวะดำเนินปฏิกิริยาดังน้ี
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1 . Initial dénaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที
2 . Dénaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที
3. Annealing ท่ีอุณหภูมิ 62 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที
4. Extension ทีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที
5. ทำ,ขบท่ี 2 - 4  ซ้ําเป็นจำนวน 30 รอบ
6 . Final extension ท่ีอุผหภมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที

ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 
เท่า โดยใช้แผ่นอะกาโรสเจลเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR โดย 
เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder

จากน้ันทำบริสุทธ้ีเพ่ือการโคลนช้ินผลิตภัณฑ์ PCR เข้าพลาสมิดเวกเตอร์ ตามวิธีท่ีระบุในข้อ
3-1.4.3 และ 3.1.4.4 เม่ือไดีรีคอมบิแนนทํพลาสมิดให้สกัดรีคอมบิแนนทํพลาสมิด pGEM-T Easy ตามวิธีท่ี 
ระบุในข้อ 3.1.4.5 พร้อมท้ังตัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ ตามวิธีท่ีระบุในข้อ 3.1.4.6 
และส่งวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด้ ตามวิธีท่ีระบุในข้อ 3.1.4.7

3.6.2 การทดสอบความจำเพาะของไพรีเมอรียีน UpA  สำหรับ real-time qPCR
การทดสอบความจำเพาะของไพรเมอร์ lipArF และ ÜpAjR ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ 

เมอเรส โดยใข้ดีเอ็นเอแม่แบบจากแบคทีเรียดังน้ี แบคทีเรียย่อยสลายไขมันได้แก่ S e rra tia  sp. 
สายพันธุ พ4-01 และ G o rd o n ia  sp. สายพันธุ GY40, แบคทีเรียย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนได้แก่ 
A c in e to b a c te r  sp. สายพันธุ R2 (สิทธิ ทาทอง, 2550), แบคทีเรียย่อยสลายพอลิไซคลิก 
อะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons; PAHs) ได้แก่ N ovosp h ing ob ium  
p e n ta ro m a t iv o ra n s  สายพันธุ PCY (Wongwongsee และคณะ, 2013), P se u d o x a n th o m o n o s  sp. 
สายพันธุ RN402, D io p h o ro b o c te r  sp. สายพันธุ KOTLB (Klankeo และคณะ, 2009) และ 
S p h ing o m o n a s  sp. สายพันธุ A4 (Kouzuma และคณะ, 2006) และแบคทีเรียท่ีสามารถย่อยสลายท้ัง 
PAHs และนำมันปาล์มได้แก่ S p h ing ob ium  sp. สายพันธุ P2 (Pinyakong และคณะ, 2003) โดยใช้ 
ส่วนผสมของสารในปฏิกิริยาดังน้ี ความเข้มข้นสุดท้ายของแต่ละสารละลายในปฏิกิริยามิดังน้ี สารละลาย 
บัฟเฟอร์ 10X ความเข้มข้น 1 เท่า สารละลาย dNTP ความเข้มข้น 200 ไม'โคร'โมลาร์ เอนไซม์ Toq  DNA 
polymerase ปริมาณ 2.5 หน่วย สารละลายไพรเมอร์ ความเข้มข้นชนิดละ 20 พิโคลโมลต่อไมโครลิตร 
(ของแต่ละตัว) สารละลายดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ ความเข้มข้น 1 0 0  นาโนกรัม ปริมาณ 1  ไมโครลิตร และปรับ 
ปริมาตรด้วยน้ําปลอดประจุปลอดเช้ิอ รวมส่วนผสมท้ังหมดให้มิปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากับ 
จากน้ันดำเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิฌอร์เรสด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และม์สภาวะดำเนินปฏิกิริยาและ 
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ตามวิธีท่ีระบุในข้อ 3.6.1

3.6.3 เตรียมกราฟมาตรฐานสำหรับ real-time qPCR
นำผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธ้ีฃองยีน l ip  A จากสายพันธุ พ4-01 โคลนเข้าพลาสมิดเวกเตอร์ ตาม 

วิธีท่ีระบุในข้อ 3.1.4.3 จากน้ันสกัดพลาสมิด ตามวิธีท่ีระบุในข้อ 3.1.4.5 และนำพลาสมิดท่ีรู้ความเข้มข้น 
มาเจือจางด้วยน้ําปลอดประจุปลอดเช้ิอให้มีระดับความเข้มข้นอยู่ในช่วง 1 0 2 -  1 0 10 gene copies 
number ต่อมิลลิลิตร จากน้ันนำพลาสมิดท่ีเจือจางระดับความเข้มข้นต่าง  ๆ มาใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ
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สำหรบ real-time qPCR เพ่ือสร้างกราฟมาตรฐานระหว่าง ค่า cycle threshold (et) และปริมาณเช้ือ 
(gene copies number ต่อมิลลิลิตร)

3.6.4 การตรวจนับจำนวนแบคทีเรียท่ีรยีบ UpA  ด้วยวิธี real-time qPCR
โดยน่าตัวอย่างดีเอ็นเอจากข้อ 3.5.1 มาทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ส่วนผสมของสารใน 

ปฏิกิริยาเป็นดังบี lx Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix (Fermentas) สารละลายไพรเมอริ 
ความเข้มข้น 0.3 ไมโครโมล ดีเอ็นเอแม่แบบ 2 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรนาด้วยน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ 
รวมส่วนผสมท้ังหมดให้มีปริมาตรสุทธิ 25 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากน้ันดำเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ 
เรส ด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอช่ิงประกอบด้วย MiniOpticon Real-Time PCR detector (Bio-Rad) 
ประมวลผลโดยโปรแกรม MJ Opticon Monitor Analysis Software version 3.1 (Bio-Rad) โดยมี 
โปรแกรมดังน้ี
1 . Initial dénaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 0  นาที
2 . Dénaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที
3. Annealing ท่ีอุณหภูมิ 62 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที
4. Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที
5. ทำ'ขนท่ี 2 - 4  ซาเป็นจำนวน 40 รอบ
6 . Melting curve analysis ท่ีอุณหภูมิ 65-95 องศาเซลเซียส

(โดยอ่านสัญญาณตามอุณหภูมิเพ่ิมช้ืนทีละ 0.5 องศาเซลเซียส ทุกๆ 10 วินาที จนถึง 95 
องศาเซลเซียส)

3.6.5 การตรวจนับจำนวนแบคทีเรียท้ังหมด (ยีน 16S rRNA) ด้วยวิธี real-time qPCR
โดยน่าตัวอย่างดีเอ็นเอจากข้อ 3.5.1 มาทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ส่วนผสมของสารใน 

ปฏิกิริยาเป็นดังนิ lx Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix (Fermentas) สารละลายไพรเมอริ 
ความเข้มข้น 0.3 ไมโครโมล ดีเอ็นเอแม่แบบ 2 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรน้ีาด้วยน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ 
รวมส่วนผสมท้ังหมดให้มีปริมาตรสุทธิ 25 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากับ จากน้ันดำเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ 
เรส ด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอช่ิงประกอบด้วย MiniOpticon Real-Time PCR detector (Bio-Rad) 
ประมวลผลโดยโปรแกรม MJ Opticon Monitor Analysis Software version 3.1 (Bio-Rad) โดยมี 
โปรแกรมดังน้ี
1 . Initial dénaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 0  นาที
2 . Dénaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที
3. Annealing ท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที
4. Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที
5.
6 . Melting curve analysis ท่ีอุณหภูมิ 65-95 องศาเซลเซียส

(โดยอ่านสัญญาณตามอุณหภูมิเพ่ิมช้ืนทีละ 0.5 องศาเซลเซียส ทุกๆ 10 วินาที จนถึง 95 
องศาเซลเซียส)
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3.7 ทดลอบความเป็นพิษโดย phytotoxicity assay (ดัดแปลงจาก Silva และคณะ, 2010)
โดยประเมินจากอัตราส่วนการงอกของเมล็ดและการยืดยาวของราก นำเมล็ดพืชได้แก่ เมล็ดหัว 

ไซเท้า เมล็ดแตงกวา และเมล็ดถ่ัวงอกท่ีแซ่ในโซเดียมไฮโปคลอไรต์ จำนวน 1 0  เมล็ด วางลงในจาน 
เพาะเล้ียงท่ีมีกระดาษกรองเบอร์ 1 ใส่น้ําท่ีผ่านการบำบัดจากข้อ 3.4.6 ซ่ึงเป็นน้ําท่ีผ่านการบำบัดแล้ว 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นำไปบ่มในท่ีมิด เป็นเวลา 5 วัน และคำนวณค่าจำนวนเมล็ดท่ีงอก (seed 
germination) ความยาวของราก (root elongation) (;>5 มิลลิเมตร) และดัชนีการงอกของเมล็ด 
(germination index; GI) ตามสมการ โดยใช้น้ําประปาเป็นขุดควบคุม

จำนวนเมล็ดท่ีงอก (%)

ความยาวของราก(%)

GI

จำนวนเมล็ดท่ีงอกในขุดทดลอง 
จำนวนเมล็ดท่ีงอกในขุดควบคุม
ความยาวของรากในขุดทดลอง

" N

X 100
y

V ความยาวของรากในขุดควบคุม X 100
J

(%จำนวนเมล็ดท่ีงอก) X (%ความยาวของราก)
100%

3.8 สกัดไขมันและวิเคราะห์ปริมาณไขมันท่ีเหลืออยู่ด้วยเทคนิค TLC-FID
3.8.1 สกัดไขมันจากตัวอย่าง
นำตัวอย่างมาสกัดไขมันโดยเติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 50 มิลลิลิตร นำไปเขย่าท่ีความเร็ว 200 

รอบ/นาที เป็นเวลา 30 นาที จากน้ันดูดช้ันล่างท่ีเป็นส่วนของคลอโรฟอร์มลงในหลอดทดลองใหม่ จากน้ัน 
สกัดช้ัาอีกคร่ึงด้วยคลอโรฟอร์มปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้วระเหยแห้งด้วยเคร่ืองระเหยแห้งสุญญากาศแบบ 
ปันเหว่ียงจนเหลือปริมาตรคลอโรฟอร์มประมาณ 1 มิลลิลิตร และนำมาวิเคราะห์หาปริมาณไขมันด้วยวิธี 
TLC-FID โดยใช้เคร่ือง IATROSCAN MK-6  TLC/FID Analyzer (IATRON LABORATORIES, INC. 
Tokyo, Japan) ตามวิธีของ Maruyama และคณะ (2003)

3.8.2 วิเคราะห์ปริมาณไขมันท่ีเหลือด้วยวิธี TLC-FID
นำแท่งซิลิกาเคลือบด้วยกรดบอริกความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที แล้วนำเข้าตู้อบ 

ความร้อน 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากน้ันนำไปทำ blank scan และนำตัวอย่างปริมาตร 1 

ไมโครลิตรหยดลงบนแท่งซิลิกาท่ีมีกรดบอริกเคลือบ นำแผงแทงซิลิกาแซ่ในภาชนะท่ีอ่ิมตัวด้วยไอของ 
คลอโรฟอร์ม จนตัวทำละลายเคล่ือนท่ีได้ 8  เซนติเมตร (ประมาณ 25 นาที) จากน้ันนำไปวางในภาชนะท่ี 
อ่ิมตัวด้วยไอของคลอโรฟอร์ม:เมทานอล/แอมโมเนีย (8 :2 ) จนตัวทำละลายเคล่ือนท่ีได้ 1 0  เซนติเมตร 
(ประมาณ 30 นาที) โดยแต่ละคร้ังของการเปล่ียนตัวทำละลาย จะนำแผงซิลิการะเหยแห้งในเคร่ืองอบแห้ง 
ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จากน้ันนำไปหาปริมาณไขมันด้วยเคร่ือง TLC-FID ใช้ 
ความเร็วใบการสแกนต่อแท่งเท่ากับ 30 วินาที อัตราการไหลของก๊าซไฮโดรเจน 160 มิลลิลิตรต่อนาที และ 
อัตราการไหลของอากาศเป็น 2 , 0 0 0  มิลลิลิตรต่อนาที โดย retention time ของไตรกลืเซอไรด์ ไดกลืเซอ
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ไรด์ และโมโนกลีเซอไรด์เท่ากับประมาณ 0.10, 0.15 และ 0.38 นาทีตามลำดับ คำนวณหาปริมาณไขมัน 
โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
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