
บทท่ี 3

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีดำเนินงานวิจ้ย

อุปกรณ์
1. กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1 มล. ของบริษัท Nissho Nipro, Japan.
2. ขวด แก้วฝา เกลียว (vial) ขนาด 22 ml (Screw cap with teflon finer) ของบริษัท Lab

System, Thailand.
3. เครองเขย่า รุ่น Innova 2300 บริษัท New Brunswick Scientific, USA.
4. เครื่องกำเนิดเลียงความถี่สูง (Ultrasonicator) ชนิดอ่าง รุ่น FS4000 ของบริษัท Decan

Ultrasonics, England.
5. เคร่ืองคัดกรองขนาดวัสดุ ขนาดความกว้างของรู 0.84 รุ่น ASTM E11 Test Sieve ของบริษัท

Retsch GmbH & CO.KG, Germany.
6. เคร่ืองช่ัง รุ่น AG285 PG2002-S และ PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland.
7. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแห้งแบบให้ความร้อน (Thermo-block) รุ่น Mylab™

Thermo Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea.
8. เครืองนึงอบฆ่าเชือ (autoclave) ของบริษัท Kakusan, Japan.
9. เครืองบด (blender) รุ่น Tarantura NC-4695 ของบริษัท Nesco, Spain.
10. เครืองปันผสม (Vortex mixer) รุ่น G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA.
11. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุ่น 2400 ของบริษัท Perkin Elmer,

USA.และ รุ่น MJ Mini™ Personal Thermal Cycler บริษัท Biorad,USA.
12. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น UV-160A ของบริษัท Shimadzu,

Japan.
13. เคร่ืองวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 240 ของบริษัท Corning, USA.
14. เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุ่น 1920 ของบริษัท

Kubota, Japan.
- หัวหมุนเหว่ียง (rotor) ขนาดเล็ก รุ่น RA50J
- หัวหมุนเหว่ียง (rotor) ขนาดใหญ่ รุ่น RA22
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15. เครืองหมุนเหวียงชน ิดตังโต ๊ะ (Bench-top centrifuge) รุ่น Pico ของบริษัท Kendro,
Germany.

16. ชุดกรองสำเร็จรูปชนิด PTFE (polytetraflu๐roethylene) ขนาดซ่อง 0.2 ไมโครเมตร รุ่น
DISMIC-13JP ชองบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan.

17. ตู้เขีย เชือ แบบ ISSCO laminar flow รุ่น BVT-124 ของบริษ ัท International Scientific
Supply, USA. และ รุ่น Clean model. V4 ของบริษัท LAB Service, Thailand.

18. ตู้แซ่แข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (Deep freezer) อุณหภูมิ -20 °ซ ของบริษัท Sanyo Electric,
Japan.

19. ตู้แซ่แข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (Deep freezer) อุณหภูมิ -70°ซ รุ่น ULT1786 ของบริษัท Forma
Scientific, USA.

20. ตู้บ่มเชือ (Incubator) ของบริษัท Memmert, Germany.
21. ตู้อบฆ่าเชือ (hot air oven) รุ่น UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany.
22. ตู้อบแห้ง (oven) ของบริษัท Contherm Scientific, New Zealand.
23. ไมโครปิ เปต (Micropipette) ขนาด 10, 20, 100, 200, 1000 และ 5000ไมโครลิตรของ

บริษัท Gilson, France.
24. ชุดอุปกรณ์สำหรับถ่ายภาพ

Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอร์ชน 4.4.1 ของบริษัท 
Bio-Rad, USA.

27. ชุดเครืองมือทำอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) ชองบริษัท
Mupid-2 Advance, Japan.

28. ชุดเครืองมือ Denaturing Gradient Gel Electrophoresis รุ่น DCode™ system ชองบริษัท
Bio-Rad Laboratories Inc., USA.

29. ชุดเคร่ืองแก๊สโครมาโตรกราทีเ (Gas Chromatography, GC)
- เคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟื รุ่น 6890N ของบริษัท Agilent Technologies, USA
- คอลัมน์ (column) ชนิด F IP ^ นาดเล็นผ่านศูนย์กลาง 320ไมโครเมตร ยาว 

30 เมตรภายในเคลือบด้วย เฟนนิลเมธิลไซโลเซน ความเข้มข้น 5% หนา
0.25 ไมโครเมตร
เครืองตรวจวัด (detector) ชนิด Frame Ionization Detector (FID)

- เข็มฉีดยาขนาดเล็ก (ทาicrosyrings) ขนาด 10 ไมโครลิตร
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เคมีภัณฑ์
1. กรดอะซีดิกเข้มข้น (glacial CH3COOH) บ'ริษัท Merck, Germany.
2. แคลเซียมคลอ'ใรดได'ใฮเดรต (CaCI2 2H20) ของบ'ริษัท AJEX Chemicals, Australia.
3. โซเดียมคลอไรด์ (NaCI) ของบริษัท Merck, Germany.
4. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany.
5. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) ของบริษัท Merck, Germany.
6. โซเดียมอะซีเตต (CHjCOONa) ของบริษัท Merck, Germany.
7. ไดเมธิลซัลฟอกไซด์(CHjSOCHj) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy.
8. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคะไฮเดรต (Na2HP0/12H20) ของบริษัท Carlo ERBA,

France.
9. นิสเตติน (Nystatin) ของบริษัท Bio Basic Inc., Canada
10. นอร์มัลเฮกเซน (C6H14) ของบริษัท J.T. Baker, USA.
11. แบคโตอะการ์ (bacto agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
12. โปรตีเนสเค (Proteinase K) ของบริษัท Sigma, USA.
13. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
14. ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
15. ไพริน (pyrene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan.
16. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2P04) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia.
17. ทีเแ'นนทรี,น (phenanthrene) ของบริษัท Sigma, USA.
18. ทีเนอล (phenol) ของบริษัท Merck, Germany.
19. เพ่อริกคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (FeCI3'6H20) ของบริษัท May & Baker, England.
20. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพตะไฮเดรต (MgS04'7H20) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy.
21. เมธานอล (CHjOFI) ของบริษัท Merck, Germany.
22. สารปฏิชีวนะนิสเตติน (nystatin) ของบริษัท Bio Basic INC., Canada.
23. สิบรอมทีเนอลบลู (bromphenolblue) ของบริษัท Fluka, Germany.
24. สารเคมีท่ีใชในเทคนิค DGGE ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA.

ฟอร์มาไมด์(Formamide (Deionized))
- สารละลาย 40% อะคริลาไมด์/บิส (40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1)
- ยูเริย (Urea)
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- แอมโมเนียม เปอร์ชัลเฟต (Ammonium persulfate)
- 50xTAE

สีติดตาม (Dye solution)
- เอธิเดียมโบรไมด์ (Ethidium bromide solution) เข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร

25. อะซีโตน (acetone) ของบริษัท Merck, Germany.
26. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan.
27. เอธิลอะซีเตต (CH3COOC2H5) ของบริษัท Merck, Germany
28. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4N03) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia.
29. โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ของบริษัท Biodesign, Thailand
30. 1 kb DNA ladder ของบริษัท New England Biolabs, UK.
31. 100 bp DNA ladder ของบริษัท New England Biolabs, USA.
32. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [(C16H32N(CH3)3)Br] ของบ ร ิษ ัท  TCI-EP,

Japan.
33. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท New England Biolabs, UK.
34. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N20 8Na2'2H20) ของบริษ ัท Sigma,

USA.
35. Glass powder for DNA recovery รุ่น EASTTRAP Ver.2 ของบริษัท TAKARA, Japan.
36. Ribonucléase A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA.
37. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25o so3) ของบริษัท Nacalal tesque, Japan.
38. Taq DNA polymerase ของบริษัท New England Biolabs, USA.
39. Triton-X 100 ของบริษัท Research organic, USA.
40. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบ ร ิษ ัท  Sigma,

USA.
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แผนผังงานวิจัย

กลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3

เ
เตรียมกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ท่ีตรึงบนวัสดุทางการเกษตรแต่ละชนิด

_ I
ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีน/ที!แนนทรีนในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว

I .
ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนและทีเแนนทรีนในดิน
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วิธีดำเนินงานวิจัย

3.1 การเพาะเล้ียงกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3

3.1.1 จุลินทรีย์
แบคทีเรียท่ีใช้ในงานวิจัยคร้ังน้ี คือ กลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ซ่ึงเป็นกลุ่มแบคทีเรียคัดแยกได้ 

จากใบจามจุรี ประกอบด้วยแบคทีเรียอย่างน้อย 7 ชนิด โดยจัดอยู่ใน 4 สกุล ได้แก่ Comamonas, 
Rugamonas, Flavimonas, Pseudomonasโดยเป็นแบคทีเรียแกรมลบทังหมด กลุ่มแบคทีเรียนีมี 
ความสามารถในการย่อยสลายไพรีนความเข้มข้น0.1 กรัมต่อลิตร ได้หมดภายในเวลา 14 วัน และยัง 
สามารถย่อยสลาย อะชีแนพธีนฟลูออรีนฟืแนนทรีนและฟลูออแรนทีนได้อีกด้วย (จิรทีปฆ์แสนรัก, 
2547)

3.1.2 การเพาะเล้ียงกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3
เลียงกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ในอาหารเหลว CFMM (carbon-free mineral medium) 

(Komukai-Nakamura และคณะ, 1996)(ภาคผนวก ก) ท่ีเติมไพรีนและทีเแนนทรีนความเข้มข้นสุด 
ท้ายชนิดละ 0.05 มก./มล.ในรูปสารละลายในไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส บนเครองเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 วัน เพ่ือเพ่ิมจำนวนกลุ่ม 
แบคทีเรียท่ีสามารถย่อยสลายไพรีนและฟืแนนทรีนเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงาน

3.2 การเตรียมจัสดุทางการเกษตรและดิน

3.2.1 วัสดุทางการเกษตร
วัสดุทางการเกษตรท่ีใช้ในงานวิจัยน้ีได้แก่ ใบจามจุรี ฟางข้าว ใยบวบ และนมผักกระเฉด
- ใบ1จาม1จุรี เก็บจากบริเวณทางเดินเท้าริมถนนในจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยเก็บใบท่ี 

ร่วงจากต้น มีลักษณะแห้งเป็นลีน้ําตาล
- ฟางข้าว เก็บจากบริเวณทุ่งนา อำเภอธัญบุรี จังหวัดปทุมธานี มีลักษณะแห้ง
- ใยบวบ เป็นผลบวบท่ีแก่แห้ง เน้ือหลุดหายไปซ้ือจากตลาดคลองเตยมีลักษณะเป็นเลันใย 

แห้งแข็ง ลีน้ําตาล
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- นมผักกระเฉด ซ้ือมาจากร้านขายผักในปากคลองตลาด โดยเลือกท่ีมีนมผักติดมากับลำ 
ต้นผักกระเฉดด้วย แยกส่วนท่ีเป็นนมผักซ่ึงเป็นเย่ือสีขาวท่ีติดกับลำต้นออก นำไปตากแดดให้แห้งจน 
มีลักษณะแห้งฟู

3.2.2 การเตรียมวัสดุทางการเกษตร
นำวัสดุทางการเกษตรท้ัง 4 ซนํดมาปันให้ละเอียดด้วยเคร่ืองบด คัดกรองขนาดด้วยตะแกรง 

คัดกรองขนาดเลันผ่านศูนย์กลาง 0.84 มิลลิเมตร แบ่งวัสดุทางการเกษตรแต่ละชนิดเพื่อนำไป 
วิเคราะห์ลักษณะองค์ประกอบทางกายภาพและเคมี ส่วนท่ีเหลือเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะทำการทดลอง

3.2.3 การเตรียมดิน
ดินที่ใช้ในการทดลองมี 2ชนิดโดยชนิดแรกเป็นดินที่นำมาจากบรีเวณสวนผลไม้ 

อ.พระประแดง จ.สมุทรปราการโดยดินน้ีอยู่ในบริเวณท่ีไม่เคยมีการปนเปีอนจากสาร PAHs มาก่อน 
และชนิดท่ีสองเป็นดินจากบริเวณอู่ซ่อมรถ อ.พระสมุทรเจดีย์จ.สมุทรปราการ ซึ่งเป็นดินท่ีมีการปน 
เปีอนจากน้ํามันมาเป็นระยะเวลานานและปัจจุบันยังมีการปนเปีอนอยู่ โดยขุดลึกจากผิวดินประมาณ 
3 เซนติเมตร แยกส่วนท่ีเป็นใบไม้และหินออก ตากให้แห้งและนำมาคัดกรองขนาด ด้วยตะแกรงคัด 
กรองขนาดเลันผ่านศูนย์กลาง 0.84 มิลลิเมตร ตรวจสอบการปนเปีอนของสาร PAHs ตามวิธีในข้อ
3.7.2 แล้วเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะทำการทดลอง

3.3 องค์ประกอบทางกายภาพและเคมีของวัสดุทางการเกษตรและดิน
นำตัวอย่างวัสดุทางการเกษตร และดินส่งวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพและทางเคมี 

เพือวิเคราะห์ ค่าความจุสูงสุดของการอุ้มนำ (maximum water holding capacity) และค่าความเป็น 
กรด-ด่าง ท่ีฝ่ายวิเคราะห์ดินและน้ํา กองเกษตรเคมี กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 
และวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส ปริมาณโปแตสเซียม สารอินทรีย์คาร์บอนและ 
อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนท่ีภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเกษตร มหาวิทยาเกษตรศาสตร์

3.4 การเตรียมกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ท่ีตรึงบนวัสดุทางการเกษตร
นำวัสดุทางการเกษตรทั้ง 4 ชนิด ได้แก่ ใบจามจุรี ฟางข้าว ใยบวบ และนมผักกระเฉดที่ 

เตรียมไว้ในข้อ 3.2.2 จำนวน 0.5 กรัม ใส่ในขวดแก้วฝาเกลียว นำไปฆ่าเชื้อโดยการนึ่งท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว นาน 15 นาที วันละคร้ังเป็นเวลา 3 วันติดต่อกัน
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จากน้ันนำมาปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง เป็น6.5-7.0ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 นอร์มัล และค่า 
ความช้ืนให้มีค่าเป็น 70% ของความจุสูงสุดของการอุ้มน้ําโดยการเติมน้ํากล่ันปลอดเช้ือลงไปให้มีน้ํา 
หนักตรงกับค่าท่ีคำนวณจากความจุสูงสุดในการอุ้มน้ําท่ีได้จากการวิเคราะห์

นำกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ท่ีเล้ียงตามวิธีในข้อ 3.1.2 มาปันตกตะกอนเซลล์ด้วยเครองปัน 
เหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แยกส่วนท่ีเป็นน้ํา 
ใสท้ิง ล้างส่วนท่ีเป็นตะกอนเซลล์ด้วยสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด์2 คร้ัง และแขวนลอยเชลล์ 
ในอาหารเหลว CFMM จากน้ันนำสารแขวนลอยท่ีได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600นาโนเมตร โดย 
ปรับให้มีค่าเท่ากับ 1 ซ่ึงจะมีจำนวนเซลล์แบคทีเรียประมาณ 8 log CFU/มล. เติมหัวเช้ือท่ีเตรียมได้ 
1 มิลลิลิตร ลงในวัสดุทางการเกษตรท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ การปรับความช้ืนและค่าความเป็นกรด-ด่าง 
แล้วผสมให้เข้ากันบ่มที่อุณหภูมิ30องศาเซลเซียสเป็นเวลา14วัน โดยเก็บตัวอย่างในวันท่ี0,1,3, 
7, 10 และ 14 เพื่อตรวจสอบการอยู่รอดของแบคทีเรียในวัสดุทางการเกษตรด้วยวิธี viable plate 
count บนอาหารแข็ง LB ตามวิธีในข้อ 3.10

3.5 วิเคราะห์เซลล์กลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ท่ีผสมกับวัสดุทางการเกษตรด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
อิเล็กตรอน

ศึกษาการเจรีญของกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 บนวัสดุทางการเกษตรโดยการส่องกล้อง 
จุลทรรศน์อิเล็กตรอน ดำเนินการโดยศูนย์เครองมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์ 
มหาวิทยาลัย โดยมีข้ันตอนดังน้ี ตรีงตัวอย่างวัสดุทางการเกษตรด้วย 2.5% กลูทารัลดีไฮด์ท่ีผสมกับ 
0.1 โมลาร์ฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็นเวลา2 ช่ัวโมงจากน้ันล้างด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์และน้ํากล่ันคร้ังละ 
10 นาที และกำจัดนํ้าออกด้วยเอทานอลเป็นเวลา 10 นาที ซ้ํา 3 คร้ัง นำตัวอย่างไปทำให้แห้งด้วย 
เคร่ือง Balzers model CPD 020 นำตัวอย่างมาติดท่ีแท่นทองด้วยน้ํายาเคลือบเล็บแล้วนำตัวอย่าง1ไป 
ฉาบด้วยทองคำ สุดท้ายนำตัวอย่างท่ีได้ไปส่องดูภายใต้เคร่ือง Scanning Electron Microscope รุ่น 
JEOL, model JSM-5410LV เพ่ือดูการจับเกาะและการเจรีญฃองกลุ่มแบคทีเรียในวัสดุทางการเกษตร

3.6 การย่อยสลายไพรีนและทีเแนนทรีนในอาหารเหลว CFMM โดยกลุ่มแบคทีเรีย 
RRM-V3 ท่ีผสมกับวัสดุทางการเกษตร

นำกลุ่มแบคทีเรียท่ีผสมกับวัสดุทางการเกษตรในช่วงวันท่ีมีการเจรีญสูงท่ีสุดในแต่ละวัสดุ 
จากข้อ 3.4 มาใส่อาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีมีไพรีนและทีเแนนทรีนความเข้มข้นสุด 
ท้ายชนิดละ 0.05 มก./มล. ชุดควบคุมคืออาหารเหลว CFMM ท่ีมีเฉพาะไพรีนและทีเแนนทรีน และ 
อาหารเหลว CFMM ท่ีมีไพรีนและพีเแนนทรีนแต่เติมกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 จำนวน log 10 CFU/มล.
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ลงไปด้วย นำไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เปิน 
เวลา 14 วัน และเก็บตัวอย่างในวันที่ 0, 1, 3, 7, 10 และ14 เพื่อตรวจหาปริมาณกลุ่มแบคทีเรียท้ัง 
หมดด้วยวิธี viable plate count บนอาหารแข็ง LB ตามวิธีในข้อ 3.10 และวิเคราะห์ปริมาณไพรีน 
และทีเแนนทรีนท่ีเหลืออยู่ในอาหารเหลวตามวิธีในข้อ 3.7.1

3.7 การวิเคราะห์ปริมาณไพรินและทีเแนนทรีน

3.7.1 การสกัดไพรินและพีเแนนทรีนในอาหารเหลว CFMM
สกัดไพรีนและทีเแนนทรีนท่ีเหลืออยู่ในอาหารเหลว CFMM ตามวิธีของ Luepromchai และ 

คณะ (2007) โดยเติมเฮกเซนปริมาตร 5 มิลลิลิตร และ 15% Triton X-100 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร 
ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มีหรีอไม่มีวัสดุทางการเกษตร ผสมให้เข้ากันด้วย 
เครื่องผสมสาร (vortex mixer) นาน 2 นาที แล้วนำไปเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 
2 ช่ัวโมง นำไปแซ่เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1-2 ช่ัวโมง เพื่อให้วัสดุทางการเกษตรตก 
ตะกอน ดูดส่วนน้ําใสซ่ึงเป็นช้ันของเฮกเซนใส่หลอดใหม่ จากน้ันเติม anhydrous Na2S04 ท่ีผ่านกา 
รอบท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ข้ามคืนเพ่ือกำจัดน้ําออกจากส่วนช้ันของเฮกเชน จากน้ันทำซ้ําอีก 
คร้ังโดยการดูดส่วนของเฮกเซนผ่านคอลัมน์ anhydrous Na2รO4 แล้วกรองผ่านชุดกรองสำเร็จรูปชนิด 
PTFE ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร นำสารท่ีสกัดได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราพีเ ตาม 
วิธีในข้อ 3.7.3

3.7.2 การสกัดไพรินและ vJ แนนทรีนในดิน
สกัดไพรีนและทีเแนนทรีนท่ีเหลืออยู่ในดิน โดยวิธีท่ีดัดแปลงจาก Luepromchai และคณะ(2007) เติม 
เฮกเชน ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และ 15% Triton X-100 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ลงในตัวอย่างดินหรีอ 
วัสดุทางการเกษตร 2 กรัม ผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองผสมเป็นเวลา 2 นาที แล้วนำไปเขย่าด้วยความเร็ว 
200 รอบ/นาที นาน 24 ช่ัวโมง นำไปแซ่เย็นท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ข้ามคืน ต้ังท้ิงไว้ให้เกิดการ 
แยกส่วนของเฮกเซน ดูดส่วนของเฮกเซนใส่ในหลอดใหม่ เติม anhydrous Na2S04 ท่ีผ่านการอบท่ี 
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ข้ามคืนเพ่ือกำจัดน้ําออก ดูดส่วนเฮกเชนใส่ในหลอดทดลองหลอดใหม่ 
เติม anhydrous Na2S04 เพ่ือกำจัดน้ําออกจากเฮกเซนอีกคร้ัง กรองผ่านชุดกรองสำเร็จรูปชนิด PTFE 
ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร นำสารท่ีสกัดได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราทีเ ตามวิธีในข้อ
3.7.3
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3.7.3 การวิเคราะห์สาร PAHs โดยแก๊สโครมาโตกราvJ
วิเคราะห์สารท่ีสกัดได้ด้วยแก๊สโครมาโตกราทีเ โดยชุดเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราทีเ รุ่น 6890N 

(บริษัท Agilent Technologies, USA) คอลัมน์ชนิด HP-5 ขนาดเล้นผ่านศูนย์กลาง 320 ไมโครเมตร 
ยาว 30 เมตร ภายในเคลือบด้วยเฟนนิลเมธิลไซโลเซน ความเข้มข้น 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร เคร่ือง 
ตรวจวัดชนิด Flame Ionization Detector (FID)

วิเคราะห์ภายใต้ภาวะดังน้ี 
อุณหภูมิเร่ืมต้น 80°ช
อุณหภูมิขนที 1 25°ช ต่อนาที จนอุณหภูมิ 160°ช คงไว้ 3 นาที
อุณหภูมิข้ันท่ี 2 3°ซ ต่อนาที จนอุณหภูมิ 220°ช คงไว้ 2 นาที
อุณหภูมิฃ้ันท่ี 3 40°ซ ต่อนาที จนอุณหภูมิ 300°ซ คงไว้ 7 นาที
โดยใช้ฮีเลียมเป็นแก๊สตัวพาไหลด้วยอัตราเร็ว 1.7 มิลลิลิตรต่อนาที

3.8 การย่อยสลายไพรีนและทีเแนนทรีนในดิน
ดินที่ใช้ในการทดลองเป็นดินจากสวนผลไม้ที่ไม่ผ่านการปนเปีอนจากสาร PAFIs มาก่อน 

เตรียมดินตามวิธีในข้อ 3.2.2 และ เตรียมหัวเช้ือ 2 ชนิด ดังน้ี

ก. หัวเช้ือกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ท่ีตรีงบนวัสดุทางการเกษตร
เตรียมหัวเช้ือตามวิธีในข้อ 3.4 โดยใช้ระยะเวลาในการบ่มเช้ือเท่ากับวันท่ีมีจำนวนแบคทีเรียท่ี 

มีความสามารถในการย่อยสลายไพรีนและทีเแนนทรีนสูงท่ีสุด 
ข. หัวเช้ือกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ในอาหารเหลว CFMM

เตรียมหัวเช้ือตามวิธีในข้อ 3.1 เก็บเซลล”โดยการปันตกตะกอนเซลล์ท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อ 
นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ล้างและแขวนลอยเชลล์ในอาหาร CFMM ปรับจำนวนเซลล”ใน 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ให้มีจำนวนเท่ากับในข้อ ก.โดยใช้ 0.85%โซเดียมคลอไรด”ในการเจือจาง

ตรวจสอบความสามารถในการย่อยสลายไพรีนและทีเแนนทรีนในดินของกลุ่มแบคทีเรีย 
RRM-V3 ท่ีเตรียมด้วยวิธีต่าง  ๆโดยแบ่งการทดลองออกเป็น 4 ชุด ดังน้ี

ชุดควบคุมท่ี 1 ดินปลอดเช้ือผสมกับ1ไพ'รีนและทีเแ'นนทรีนเพ่ือสืกษ'าการสลายของ PAFIs
โดยปัจจัยทางกายภาพ
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ชุดควบคุมท่ี 2 

ชุดควบคุมท่ี 3

ชุดการทดลองท่ี 1 

ชุดการทดลองท่ี 2

ดินไม่ปลอดเช้ือผสมกับไพรนและทีเแนนทรีน เพ่ือศึกษาการลดลงของ PAHs 
เม่ือมีปัจจัยทางชีวภาพจากดิน
ดินไม่ปลอดเช้ือผสมกับไพรีนและทีเแนนทรีน และวัสดุทางการเกษตรปลอด 
เช้ือแต่ละชนิด เพื่อศึกษาผลของวัสดุทางการเกษตรต่อจุลินทรีย์ในดินที่ 
สามารถย่อยสลายสาร PAHs
ดินไม่ปลอดเช้ือผสมไพรีนและทีเแนนทรีน และผสมหัวเช้ือกลุ่มแบคทีเรีย 
RRM-V3 ท่ีเตรียมในอาหารเหลว CFMM ตามข้อ ข.
ดินไม่ปลอดเช้ือผสมไพรีนและทีเแนนทรีน และผสมหัวเช้ือกลุ่มแบคทีเรีย 
RRM-V3 ท่ีตรีงบนวัสดุทางการเกษตรแต่ละชนิดตามข้อ ก.

ทุกชุดการทดลองใช้ดิน 2 กรัม ส่วนชุดท่ีเติมวัสดุทางการเกษตร 0.5 กรัม จะใช้ดิน 1.5 กรัม 
ผสมกับไพรีนและทีเแนนทรีนในรูปสารละลายอะชีโตน ความเข้มข้นชนิดละ 0.05 มก./กรัมดิน ต้ังท้ิงไว้ 
ท่ีอุณหภูมิห้องข้ามคืนเพ่ือให้อะซีโตนระเหยออกหมดและใช้จำนวนแบคทีเรียเรมต้นเท่ากัน สำหรับดิน 
ปลอดเช้ือเตรียมโดยใส่ดินจำนวน 2 กรัมลงในขวดแก้วฝาเกลียว นำไปฆ่าเช้ือโดยการน่ึงท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว นาน 15 นาที วันละคร้ังเป็นเวลา 3 วันติดต่อกัน 
จากน้ันปรับค่าความช้ืนให้มีค่าเป็น 70% ของความ1จุสูงสุดของการอุ้มน้ําและค่าความเป็นกรด-ด่าง 
เป็น 6.5-7.0 ด้วยนํ้ากลั่นปลอดเชื้อและโซเดียม1ไฮดรอก1ไซด์ 0.1 นอร์มัล บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 35วันและเก็บตัวอย่างในวันท่ี0, 1,3,7, 10, 14, 21และวันท่ี 35 เพ่ือวิเคราะห์หา 
ปรีมาณไพรีนและทีเแนนทรีนท่ีเหลืออยู่ในดินตามวิธีในข้อ 3.7.2 และวัดการเจรีณฃองแบคทีเรียท้ัง 
หมดและแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายไพรีนและทีเแนนทรีนโดยวิธี viable plate count 
บนอาหารแข็ง LB และ CFMM ท่ีมีผลึกไพรีนและทีเแนนทรีนวางบนฝาจานอาหารเล้ียงเช้ือตามวิธีใน 
ข้อ 3.10

3.9 ประเมินประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนและทีเแนนทรีนท่ีความเข้มข้นต่าง ใๆนดิน
นำหัวเช้ือกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ท่ีตรีงบนวัสดุทางการเกษตรชนิดท่ีให้ผลการย่อยสลายไพรีน 

และทีเแนนทรีนความเข้มข้น 0.05 มก./กรัมดิน ได้ดีท่ีสุดจากข้อ 3.8 มาบำบัดไพรีนและฟืแนนทรีนท่ีมี 
ความเข้มสูงช้ืน 10 เท่า คือความเข้มข้นสุดท้ายชนิดละ 0.5 มก./กรัมดิน ท่ีปนเบ้ืเอนในดินสวนและดิน 
อู่ซ่อมรถ โดยแบ่งเป็นชุดการทดลองเช่นเดียวกับในข้อ 3.8
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3.10 การตรวจหาปริมาณกลุ่มแบคทีเรียด้วยวิธี Viable plate count
นำดินหริอวัสดุทางการเกษตรมาเจือจางให้มีความเข้มฃ้นท่ีเหมาะสมด้วยสารละลาย 0.85% 

โซเดียมคลอไรด์ เกล่ียลงบนอาหารแข็ง LB (ภาคผนวก ก) หรือ CFMM (ภาคผนวก ก) ท่ีเติมนิสเตติน 
ความเข้มข้น 40 มก./มล. เพื่อยับยั้งการเจริญของเช้ือรา วางผลึกไพรินและทีเแนนทรีนบนฝาจาน 
อาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ปิดผนึกด้วยเทป นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน 
สำหรับอาหารเล้ียงเช้ือ LB และ 5 วันสำหรับอาหารเล้ียงเช้ือ CFMM นับจำนวนโคโลนึท่ีเกิดข้ึน

3.11 ติดตามพลวัตรประชากรกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ในช่วงเวลาการบำบัดด้วยวิธี 
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)

3.11.1 สกัดจีโนมิกติเอ็นเอของกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3
สกัดจืโนมิกดีเอ็นเอของกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ตาม'วิธี'ของ Ausubel และคณะ(1999)

โดยเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วนำไปเขย่าท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
ข้ามคืนหรือประมาณ 16-18 ช่ัวโมง (ถ้าเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
จะใช้เวลาประมาณ 3 วัน)ปิเปตอาหารเหลวที่มีเชื้อ 1.5มิลลิลิตร ลงในหลอดไมโครทีเวจ์นำไปปัน 
เหว่ียงแยกเซลล์ท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนน้ัาใสออกให้หมด ทำข้ันตอน 
น้ีซ้ํา 3 ครั้งจนได้ปริมาณเชลล์ตามต้องการ นำตะกอนเชลล์ที่ได้เติมบัฟเฟอร์TE (ภาคผนวก ข) 
ปริมาตร 567 ไมโครลิตร กระจายตะกอนเซลล์โดยการดูดไมโครปิเปตข้ึนลง จากน้ันเติม 10% SDS 
(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และโปรตีเนสเค (Proteinase K) (ภาคผนวก ข) ความเข้มข้น 
20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 3 ไมโครลิตร (ความเข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ของ 
โปรตีเนลเคใน 0.5% รอร) ผสมสารให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไป นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 5 โมลาร์ปริมาตร 
100ไมโครลิตร ผสมสารให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา เติมสารละลาย CTAB/NaCI (ภาคผนวก 
ข) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมสารให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา แล้วนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที

เติมสารละลายทีเนอล/คลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรเท่ากับ 
ปริมาตรของสารละลายสุดท้าย (ประมาณ 0.7-0.8 มิลลิลิตร) ผสมโดยการเขย่าจนกลายเป็นอิมัลชัน 
แล้วนำไปปันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา5 นาทีถ่ายส่วนนํ้าใสด้านบนซึ่งเป็น 
ส่วนท่ีมีดีเอ็นเออยู่ลงในหลอดไมโครทีเวจ์หลอดใหม่ ระวังอย่าให้ติดส่วนตะกอนไปด้วย จากน้ันเติม 
สารละลายคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรเท่ากับปริมาตรของสาร
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ละลายสุดท้าย ผสมโดยการเขย่าจนกลายเป็นอิมัลชัน นำไปปันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
นาน 5 นาที ถ่ายส่วนนํ้าใสด้านบนเหนือชั้นตะกอนลงในหลอดไมโครทีเวจ์หลอดใหม่แล้วเติม 
ไอโซโพรพานอลปริมาตร 0.6 เท่าของส่วนน้ําใส กลับหลอดไปมาจนปรากฏตะกอนสีขาวของดีเอ็นเอ 
ปันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนน้ําใส 
ของไอโซโพรพานอลท้ิง เติม70% เอธานอลท่ีเย็นจัดปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพ่ือล้างตะกอนดีเอ็นเอโดย 
ปันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เทส่วนน้ําใสท้ิงแล้วนำ 
ตะกอนดีเอ็นเอท่ีได้ไประเหยให้แห้งสนิท จากน้ันละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยบัฟเฟอร์TE (ภาคผนวก 
ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และใส่ RNase A (ภาคผนวก ข) เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 
2 ไมโครลิตร เพ่ือกำจัดอาร์เอ็นเอ เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

3.11.2 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างดินและวัสดุทางการเกษตร
สกัดดีเอ็นเอจากชุดการทดลองตามวิธีของ Sei และคณะ (2000) โดยช่ังวัสดุทางการเกษตร 

หริอดิน 100 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดไมโครทิเวจ์ เติม High DNA extraction buffer 440 ไมโครลิตร 
(ภาคผนวก ข) เติมโปรตีนเนสเค (proteinase K) 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร และเติม 20% SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้สารเข้ากันโดยกลับ 
หลอดไป นำไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสนาน 2 ช่ัวโมง โดยกลับหลอดไปมาทุก 20 นาที จากน้ันสกัด 
ด้วยสารละลายทีเนอล/คลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (ภาคผนวก ข) 2 คร้ัง ในแต่ละคร้ังผสมโดย 
การเขย่า1จนกลายเป็นอิมัลชัน นำไปปันเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 
ถ่ายส่วนน้ําใสลงในหลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่ เติมสารละลายคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
(ภาคผนวก ข) ในปริมาตรเท่ากับปริมาตรของส่วนน้ําใส ผสมโดยการเขย่าจนกลายเป็นอิมัลชัน ปัน 
เหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ถ่ายส่วนนํ้าใสด้านบนที่มีดีเอ็นลงในหลอด 
ไมโครทีเวจ์หลอดใหม่ เติม 3 โมลาร์เชเดียมอะซีเตต (ภาคผนวก ข) ในปริมาตร 0.1 เท่าของปริมาตร 
ส่วนน้ําใสและเติม 100% เอธานอล ท่ีย็น'จัดปริมาตร 2 เท่าของปริมาตรท้ังหมด นำไปแช่เยือกแข็งท่ี 
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากน้ันนำไปปันเหว่ียงด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ เทส่วนน้ัาใสท้ิง เติม 70% 
เอธานอลท่ีเย็น'จัดปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพ่ือล้างตะกอนดีเอ็นเอโดยการปันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ระเหยเอธานอลออกจากตะกอนดีเอ็นเอให้แห้งและละลายตะกอน 
ดีเอ็นเอด้วยบัฟเฟอร์TE (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20 
องศาเซลเซียสจนกว่าจะใช้



33

3.11.3 การกำจัด Humic acid และตรวจสอบความสมบูรณ์ของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ด้วย 
วิธี Gel electrophoresis

เตรียมอะกาโรลเจลเข้มข้น 1% (ภาคผนวก ข) ที่หลอมในบัฟเฟอร์TAE ความเข้มข้น 1 เท่า 
(ภาคผนวก ข) ท้ิงให้สารละลายเย็นลงจนอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส เทลงในถาดท่ีมีหวี 
เสียบอยู่ ปล่อยให้อะกาโรสแข็งตัวประมาณ 60 นาที วางแผ่นอะกาโรสท่ีได้ลงในแซมเบอร์ เทบัฟเฟอร์ 
TAE ความเข้มข้น 1 เท่าให้ท่วมอะกาโรสเจล 2-3มิลลิเมตรผสมสารละลายดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร 
รวมกับสีติดตาม (6x loading dye) 1 ไมโครลิตร หยอดลงในช่องว่ิงบนแผ่นอะกาโรส จากน้ันทำอีเลค 
โทรโฟเรซิส โดยเปิดสวิตล่ให้กระแสไฟฟ้าไหลผ่านแผ่นจุ้นและบัฟเฟอร์TAE ที่ความต่างตักย์100 
โวลต์ นาน30นาที ย้อมอะกาโรสเจลด้วยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์เข้มข้น 10ไมโครกรัมต่อ 
มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) นาน 15นาที นำไปล่องดูภายใต้แลงอัลตราไวโอเลต (UV) ด้วยเครองตรวจ 
สอบเจล (Gel Documentation)

3.11.4 การทำดีเอ็นเอ'ให้'บริสุทธ
ตัดอะกาโรลเจลบริเวณล่วนที่มีดีเอ็นเอและทำดีเอนเอให้บริสุทธิ้ด้วย Glass powder for 

DNA recovery (TAKARA, Japan) ตามวิธีท่ีระบุโดยบรีษัทผู้ผลิตตังน้ี นำอะกาโรสเจลท่ีตัดได้ใล่ใน 
หลอดไมโครฟ้วจ์ เติม Nal ปริมาตร 3 เท่าของน้ําหนักอะกาโรสเจล แล้วนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศา 
เซลเซียส กลับหลอดไปมาจนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมด จากนั้นเติม glass milkปริมาตร 
5 ไมโครลิตรต่อ 1 ไมโครกรัมดีเอ็นเอ ผสมให้เข้ากันและต้ังท้ิงไว้ประมาณ 5 นาที โดยกลับหลอดไปมา 
ทุก 1 นาทีเพ่ือให้ดีเอ็นเอจับกับ glass milk ป่นเหว่ียงท่ีอุณหภูมิห้องด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อ 
นาที เป็นเวลา 30 วินาที เทล่วนน้ัาใสท้ิงแล้วเติม washing buffer ปริมาตร500 ไมโครลิตร ผสมให้ 
เข้ากันด้วยไมโครปิเปต แล้วนำไปป่นเหว่ียงท่ีอุณหภูมิห้องด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็น 
เวลา 30 วินาที ดูดล่วนน้ีาใสท้ิง ทำข้ันตอนน้ีช้ํา 2 รอบ จากน้ันระเหยน้ําออกจากตะกอน glass milk 
ให้แห้งโดยบ่มที่อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส แล้วเติมนํ้าปลอดประจุที่ฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 10 
ไมโครลิตร นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เพ่ือให้สายดีเอ็นเอหลุดออกจาก glass milk ป่น 
เหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที ท่ีอุณหภูมิห้อง ดูดล่วนน้ําท่ีมีดีเอ็นเอใล่ 
หลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่(ระวังอย่าให้ติดล่วนตะกอนไปด้วย)โดยทำช้ืา2 รอบเก็บสารละลายดี
เอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
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3.11.5 วิเคราะห์ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ
นำสารละลายดีเอ็นเอท่ีได้จากข้อ 3.11.4 ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A260) ถ้าอัตราส่วนท่ีได้มีค่าน้อยกว่า 1.8 แสดงว่ามีการปนเปีอน 
ของโปรตีนสูง แต่ถ้าค่าสูงกว่า 2.0 แสดงว่ามีอาร์เอ็นเอปนเปีอนอยู่สูง และคำนวณหาความเข้มข้น 
ของดีเอ็นเอจากสมการ

ดีเอ็นเอสายคู่ (ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร) ะ= A260 X 50 X dilution factor
ตามวิธีของ Sambrook และ Russell (2001)

3.11.6 เพิ่มจำนวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาล ูก โซ่พอลิเมอเรส (Polymerase 
Chain Reaction, PCR)

เพิ่มจำนวนดีเอ็นเอบนิเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียโดยใช้ไพรเมอร์ EUB f933GC 
(5’GCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCACAAGCGGTGG 
AGCATGTGG-3'ซ ึ่ง มี GC clamp เช ื่อม ต่อ บ ร ิเวณ  5’ และ ไ พร เ มอ ร ์  EUB M387 (5'- 
GCCCGGGAACGTATTCACCG-3’)(Kawai และคณะ, 2002) เพ่ือเพ่ิมจำนวนดีเอ็นเอบริเวณ V-3 
region ซึ่งได้ผลิตภัณฑ์PCR ท่ีมีความยาวประมาณ 500 bp โดยท่ีความเข้มข้นสุดท้ายของสารแต่ละ 
ชนิดในปฏิกิริยาเป็นดังน้ี

10XPCR buffer 5 ไมโครลิตร
(ความเข้มข้นสุดท้าย 1X buffer)

- สารละลาย EUB f933 primer ความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์ 1 ไมโครลิตร
(ความเข้มข้นสุดท้าย 0.4 ไมโครโมลาร์)

- สารละลาย EUB r1387 ความเข้มข้น20ไมโครโมลาร์ 1 ไมโครลิตร
(ความเข้มข้นสุดท้าย 0.4 ไมโครโมลาร์)

- สารละลาย dNTP ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ฃองนิวคลีโอไทด์ 1 ไมโครลิตร
แต่ละชนิด (ความเข้มข้นสุดท้าย 200 ไมโครโมลาร์)
เอนไซม์ Taq DNA polymerase 0.25 ไมโครลิตร
(ความเข้มข้นสุดท้าย 1.25 บ)
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ใช้สารละลายดีเอ็นเอแม่แบบจากข้อ3.11.4ประมาณ 100 ng ปริมาตร1 ไมโครลิตรปรับ 
ปรมาตรด้วยน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ โดยรวมส่วนผสมท้ังหมดในหลอด PCR จะมีปริมาตรสุทธิ 50 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ระวังอย่าให้มีฟองอากาศ จากน้ันดำเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ด้วย 
เครองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) (Biorad,USA) โดยโปรแกรมในการทำปฏิกิริยา 
ลูกโซ่พอลิเมอเรส มีดังน้ี

1. Initial dénaturation step อุณหภูมิ 94องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที
2. Touchdown program จำนวน 20 รอบ

2.1 Dénaturation step อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที
2.2 Annealing step อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที

(อุณหภูมิลดลงทีละ 0.5 องศาเซลเซียส ในแต่ละรอบ)
2.3 Extension step อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 2 นาที

3. Dénaturation step อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที
4. Annealing step อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที
5. Extension step อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 2 นาที
6. ทำข้ันตอนท่ี 3-5 จำนวน 30 รอบ
7. Final extension อฺณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที

ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่เกิดชื้นด้วยวิธี Gel electrophoresis โดยใช้อะกาโรสเจลเข้มข้น 2% 
(ภาคผนวก ข)ในบัฟเฟอร์TAE ความเข้มข้น 1 เท่า ตามวิธีในข้อ 3.11.3 เปรียบเทียบขนาดผลิตภัณฑ์ 
PCR กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp (100 bp DNA ladder)

3.11.7 วิเคราะห์ Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)
วิเคราะห์ DGGE โดยใช้อุปกรณ์ของ DCode™ system (Bio-Rad Laboratories Inc., USA) 

โดยการเตรียมพอลิอะคริลาไมด์เจลท่ีมีเกรเดียนฑ์ของสารละลาย dénaturant 40 -  70% (ภาคผนวก 
ข) จากสารละลาย dénaturant 0% และ 100% (ภาคผนวก ข) ซึ่งทำเกรเดียนท์ของสารละลาย 
dénaturant โดย,ใช้ระบบการ'จ่ายเกรเดียนฑ์ตาม'วิธีท่ีระบุ1ในคู่มือ เมื่อทำเกรเดียนท์ของสารละลาย 
dénaturant ลงในช ุดแชนวิชเตรียมเจลแล้ว เสียบหวีลงไประหว่างกระจกแซนวิช ระวังอย่าให้มีฟอง 
อากาศ ท้ิงให้พอลิอะคริลาไมด์เจลแข็งตัวประมาณ 5-6 ช่ัวโมง จากน้ันนำชุดเจลแชนวิชใส่ลงในแซม 
เบอร์ที่มีบัฟเฟอร์TAE ความเข้มข้น 1 เท่า ปริมาตร 7 ลิตร ที่ผ่านการให้ความร้อนจนมีอุณหภูมิ
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ประมาณ 55 องศาเซลเซียส ผสมผลิตภัณฑ์ PCR ภับสีติดตามหยอดลงในซ่องว่ิง จากน้ันทำ อีเลค 
โทรโฟเรชิส โดยใช้ความต่างศักย์ 100 โวลต์ที่ 60 องศาเซลเซียสนาน 10 ช่ัวโมง ย้อมพอลิอะศรลา 
ไมต์เจลด้วยสารละลายเอธิเดียมโบรไมต์เข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) นาน 15 
นาที นำไปส่องดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (UV) ด้วยเคร่ืองตรวจสอบเจล (Gel Documentation)
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