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ภ าค ผ น วก  ก

1. อาหารเลียงเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM)

ก.
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4N03)
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคะไฮเดรต (Na2HP04*12FI20) 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2P04)
ข.
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgS04*7H20)
เฟอรกคลอไรด์เฮกชะไฮเดรต (FeCI3*6H20)
แคลเซียมคลอไรดีไดไฮเดรต (CaCI2*2H20) 0.005 กรัม

5.5 กรัม
0.8 กรัม

0.01 กรัม

3.0 กรัม

0.005 กรัม

ชั่งสารส่วน ก. ละลายในนํ้ากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง ด้วยสารละลาย 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มัล ให้เป็น 7.นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดัน1ไอ 15 ปอนด์ต่อ 
ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °ซ เป็นเวลา 15 นาที สารละลายส่วน ข. ทำการเตริยมแยกแต่ละชนิดแล้วทำ 
ให้ปลอดเช้ือโดยการกรองผ่านชุดกรองสำเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตทฃนาดรูกว้าง 0.45 ไมโครเมตร แล้ว 
จึงเติมลงในอาหารส่วน ก.
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2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM (CFMM agar)

เตรียมอาหารด้วยวิธีเช่นเดียวกับการเตรียมอาหารเหลว CFMM แต่ละลายแบคโตอะการ์ 
15กรัมต่ออาหาร 1,000 มล.ลงไปในสารส่วนก.ก่อนนำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15ปอนด์ต่อ 
ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้จนได้อุณหภูมิ 50-60 °ช จึงเติมสารส่วน ข. 
ท่ีฆ่าเช้ือแล้วก่อนนำไปใช้

3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth)

ทริปโตน (tryptone) 10.0 กรัม
สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) 5.0 กรัม
โซเดียมคลอไรด์ (NaCI) 5.0 กรัม

ชั่งส่วนผสมท้ังหมดละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 1,000 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วย 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มัล เป็น 7.5 น่ึงฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ 
ต่อตารางน้ิวอุณหภูมิ 121 °ช เป็นเวลา 15นาที

4. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar)

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ละลายวุ้น (Bacto Agar) 15 กรัมต่ออาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร 
นำไปน่ึงฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °ช เป็นเวลา 15 นาที



94

ภ าค ผน วก  ข

ส าร เค ม ีท ึ๋ใช ํใน ก ารท ด ล อ ง

1. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85%

ชั่งโซเดียมคลอไรด์0.85 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น า00 มล. นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เป็นเวลา 1รนาที

2. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มิล

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์40 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 900 มล. ในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 
มล. ปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 มล. ด้วยน้ํากล่ัน

3. สารละลายดีเแนนทรีน ความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ในไดเมธิลซัลฟอกไซด์

ช่ังดีเแนนทริน0.1 กรัมละลายในใดเมธิลซัลฟอกไซด์ปริมาตร20มล. ผสมด้วยเครองผสมจน 
PAHs ละลายหมด ทำให้ปราศจากเช้ือโดยกรองด้วยชุดกรองสำเร็จรูปชนิด PTFE ท่ีมีขนาดรูกว้าง 
0.20 ไมโครเมตร เก็บในขวดสีชาหริอห่อให้มิดชิดเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 °ซ

4. สารละลายไพรีน ความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัมต่อลิตรในไดเมธิลชัลฟอกไซด์

ช่ังไพรินอย่างละ 0.05 กรัม ละลายในไดเมธิลซัลฟอกไซด์ปริมาตร 20 มล. ผสมด้วยเคร่ือง 
ผสมจน PAHs ละลายหมด ทำให้ปราศจากเช้ือโดยกรองด้วยชุดกรองสำเร็จรูปชนิด PTFE ท่ีมีขนาดรู 
กว้าง 0.20 ไมโครเมตร เก็บในขวดสีซาหริอห่อให้มิดชิดเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 ๐ช
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5. สารละลายVเแนนทรีนและไพรีนในอะซีโตน

ช่ังฟิแนนทรีนและไพรีนอย่างละ 25 มิลลิกรัม ละลายในอะซีโตนปรีมาตร 50 มล. ผสมด้วย 
เคร่ืองผสมจน PAHs ละลายหมด กรองผ่านหัวกรองชนิด PTFE ขนาดรูกว้าง 0.2 ไมโครเมตร (ควร 
เตรียมใหม่ทุกคร้ังท่ีใช้ เน่ืองจากอะชีโตนระเหยเร็วมาก และขณะเติมสาร PAHs ท่ีละลายในอะซีโตน 
ลงในดินควรทำอย่างรวดเร็วเพ่ือไม่ให้อะซีโตนระเหยซ่ึงจะทำให้ความเข้มข้นเปล่ียนแปลงได้)

6. สารละลาย Triton X-100 15%
Triton X-100 15 มิลลิลิตร
น้ํากล่ัน 85 มิลลิลิตร

7. สารปฏิชีวนะ

ละลายนิสเตติน (Nystatin) 40 มิลลิกรัม'ใน ไดเมธิลซัลฟอกไซด์ 1 มิลลิลิตร ทำให้ปลอดเช้ือ 
โดยการกรองสารละลายผ่านชุดกรองสำเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดรูกว้าง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาไว้ 
ในหลอดไมโครทิเวจ์ท่ีอุณหภูมิ -20 ๐ซ

8. สารละลาย 10% SDS
ช่ัง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม ค่อยๆละลายในน้ําปลอดประจุท่ีอุณหภูมิ 

60 °ช ปริมาตร 80 มล. เม่ือละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุให้ครบปริมาตร 100 มล. นำไปน่ึงฆ่าเช้ือ 
ด้วยความดันไอ15ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ121°ซ เป็นเวลา15นาที
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9. สารละลาย Tris-HCI เข้มข้น 1.0โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่างเป็น8.0

Trismabase (C4H11N03) 
กรดไฮโดรคลอรกเข้มข้น

121.1 กรัม
42 มล.

ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จากน้ันเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้ม 
ข้น คนให้เข้ากันรอให้เย็นลงแล้วจึงปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นให้เป็น
8.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไปน่ึงฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตา 
รางน้ิว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เป็นเวลา 15 นาที

10. สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0

ละลาย EDTA ในนั้าปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
คนให้เข้ากันรอให้เย็นลงแล้วจึงปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นให้เป็น 8.0 
เติมน้ําปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไปน่ึงฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 
อุณหภูมิ 121 °ช เป็นเวลา 15นาที

11. สารละลาย CTAB/NaCI (10%CTAB ใน 0.7 M NaCI)

ละลาย CTAB ในน้ัาปลอดประจุท่ีอุณหภูมิ 60 °ช ปริมาตร 80 มล. จากน้ันเติมสารละลาย 
โซเดียมคลอไรด์ เม่ือละลายหมดแล้วเติมน้ําปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 100 มล. นำไปน่ึงฆ่าเช้ือด้วย 
ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 ๐ช เป็นเวลา 15 นาที

EDTA (C10H14N20gNa2.2H20) 
โซเดียมไฮดรอกไซด์

186.1 กรัม
20 กรัม

CTAB
โซเดียมคลอไรด์

10 กรัม 
0.7 โมลาร์
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12. บัฟเฟอร์ TE ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0

Tris-HCI
EDTA

10.0 มิลลิโมลาร์
1.0 มิลลิโมลาร์

ผสมสารละลาย Tris-HCI เข้มข้น 1.0โมลาร์ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 ปริมาตร 10 มล. 
เข้ากับสารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 ปริ'มาตร 2 มล. เติมน้ํา 
ปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 °ช เป็นเวลา 15นาที

13. บัฟเฟอร์ 50X Tris-acetate (TAE)

ละลายส่วนประกอบท้ังหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แล้วเติมน้ําปลอดประจุจน 
เป็นปริมาตร 1,000 มล. นำไปน่ึงฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °ซ 
เป็นเวลา 15 นาที

14. High extraction buffer

Tris base 
กรดอะซีติกเข้มข้น
สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0

242 กรัม
57.1 มล.
100 มล.

Tris-HCI, pH 8.0 
สารละลาย EDTA, pH 8.0 
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 
น้ําปลอดประจุ

250 มิลลิโมลาร์
50 มิลลิโมลาร์
125 มิลลิโมลาร์
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15. สารละลายทีเนอล/คลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์

ผสมสารละลายทีเนอลอ่ิมตัวด้วย Tris-HCI เข้ากับคลอโรฟอร์มและไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ใน 
อัตราส่วน ทีเนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ เป็น 25 : 24 : 1 (ปริมาตรต่อปริมาตรต่อ 
ปริมาตร) ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4 ๐ช

16. สารละลายคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์

ผสมคลอโรฟอร์มและไอโชเอมิลแอลกอฮอล์เข้าด้วยกันในอัตราส่วน 24 : 1 (ปริมาตรต่อ 
ปริมาตร) เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 ๐ช

17. Loading dye

Bromphenolbiue 0.025 %
ซูโครส 40 %

ละลายส่วนผสมในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ

18. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์

ละลายเอธิเดียมโบร'ไมดไนนํ้าปลอดประจุปลอดเชื้อ ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 
10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เก็บในภาชนะท่ีปิดสนิทในท่ีมีด

19. สารละลายโซเดียมอะซีเตท เข้มข้น 3 โมลาร์ ความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 5.2

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุให้ได้ปริมาตรประมาณ 400 มล. 
นำไปปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เป็น 5.2 ด้วยกรดอะชีติกปริมาตรประมาณ 57 มล. เติมน้ําปลอด 
ประจุให้ได้ปริมาตรครบ 500 มล. นำไปน่ึงฆ่าเช้ือด้วยความตันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 
121 ๐ซ เป็นเวลา 15 นาที
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20. สารละลายโปรตีเนสเค (proteinase K) ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

ละลายผงโปรตีนเนสเคน้ําหนัก 20 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือให้ครบป!มาตร 1 มล. 
เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 ๐ซ

21. สารละลาย RNase A เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือให้ครบปริมาตร 1 มล. เก็บ 
ท่ีอุณหภูมิ -20 °ซ

22. 70% เอธานอล

99% เอธานอล 700 มิลลิลิตร
น้ํากล่ันปลอดประจุ 300 มิลลิลิตร

23. อะกาโรสเจลเข้มข้น 1.0%

อะกาโรสเจล 1 กรัม
บัฟเฟอร์TAE เข้มข้น 1 เท่า 100 มิลลิลิตร

หลอมให้เข้ากันด้วยไมโครเวฟหรอการต้มให้ความร้อน

24. 0% denaturing solution

40% อะครัลาไมด์/บิส 8.13 มิลลิลิตร
บัฟเฟอร์TAE เข้มข้น 50 เท่า 1 มิลลิลิตร
น้ําปลอดประจุให้ครบปริมาตร 50 มิลลิลิตร



25. 80% denaturing solution

40% อะครลาไมด์/บิส 8.13 มิลลิลิตร
บัฟเฟอร์TAE เข้มข้น 50 เท่า 1 มิลลิลิตร
ฟอร์มาไมด์ 16 มิลลิลตร
ยูเรีย 16.82 กรัม
น้ําปลอดประจุให้ครบปริมาตร 50 มิลลิลิตร

26. แอมโมเนียม1ปอเซลเฟตเข้ม'ข้น 10%

แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 0.1 กรัม
น้ําปลอดประจุ 1 มิลลิลิตร



ภ าค ผ น วก  ค

ก ราฟ ม าต รฐ าน

รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานความเข้มข้นทีเแนนทรีน

ความเข้มข้นของฟืแนนทรีนคำนวนได้จากนำพ้ืนท่ีใต้กราฟท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 
แก๊สโครมาโตกราฟ มาแทนในค่าสมการเต้นตรงดังน้ี
พ้ืนท่ีใต้กราฟ = (ค่าความชันของกราฟมาตรฐาน X ปริมาณทีเแนนทรีน) - จุดตัดแกน
โดยท่ี ความชันของกราฟมาตรฐาน = 1.61

จุดตัดแกน y = 1.7677
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รูปที่ ค.2 กราฟมาตรฐานความเข้มข้นไพริน

ความเข้มข้นของไพรินคำนวนได้จากนำพ้ืนท่ีใต้กราฟท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยเครอง 
แก๊ส,โครมาโตกราฟิ มาแทนในค่าสมการเต้นตรงดังน้ี
พ้ืนท่ีใต้กราฟ = (ค่าความชันของกราฟมาตรฐาน X ปริมาณทีเแนนทรีน) - จุดตัดแกน
โดยท่ี ความชันของกราฟมาตรฐาน = 1.8396

จุดดัดแกน y = 1.577
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ประวิติผู้เขียนวิทยานิพนธ์

นางสาวณัฐธิดา สุปัญญากร เกิดวันท่ี 8 กุมภาพันธ์พ.ศ.2526 ท่ีจังหวัดกรุงเทพมหานคร 
สำเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชา จุลชีววิทยา คณะวิทยา 
ศาสตร์มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี ในปีการศึกษา 2548 และเข้ารับการศึกษาต่อใน 
ระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2549
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Pyrene and phenanthrene degradation by bacterial consortium RRM-V3 prepared in 
agriculturel materials. The 21th Annual Meeting and International Conference of Thai Society 
for Biotechnology, pp.368-374.
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