
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก   ค่าเอ็มพเีอ็นสําหรับนับจํานวนแบคทีเรียด้วยเทคนิคด้วยเอ็มพเีอ็น 

แบบไมโครเทคนิค 
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ตารางทีÉ 10 ค่าเอม็พีเอน็ (Rowe et al. 1977: 675-680) 
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ตารางทีÉ 10 (ต่อ) 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก  ข การเตรียมสารละลายสําหรับเทคนิค FISH 
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1. Phosphate-buffered saline (PBS), ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7.2 

1.1 PBS 30 เท่า : ละลาย Na2HPO4. 12H2O 38.7 กรัม, NaH2PO4.2H2O 6.6 กรัม และ 

NaCl 113.1 กรัม ในนํÊ า MilliQ 500 มิลลิลิตร นาํไปฆ่าเชืÊอแลว้เก็บเป็น Stock ทีÉ 4 องศาเซลเซียส 

1.2 PBS 3 เท่า (ใชเ้ตรียม PFA) : เจือจาง PBS 30 เท่าในอตัราส่วน 1 : 10 แลว้นาํไปฆ่า

เชืÊอ  

1.3 PBS 1 เท่า : เจือจาง PBS 30 เท่าในอตัราส่วน 1:30 แลว้ นาํไปฆ่าเชืÊอ 

 

ตารางทีÉ 11 ส่วนประกอบของ PBS 

 

 M (x100) g (x100) 

for 1000 ml 

M (x30) g (x30) 

for 1000 ml 

g (X30) 

for 500 ml 

Na2HPO4.12H2O 

(MW = 358.14) 

0.72 M 257.9 0.216 M 77.37 38.7 

NaH2PO4.2H2O 

(MW = 156.01) 

0.28 M 43.7 0.084 M 13.1 6.6 

NaCl (MW = 58) 13 M 754 3.9 M 226.2 113.1 

 

2. Paraformaldehyde (PFA) ร้อยละ 4 

2.1 อุ่นนํÊ า MilliQ 65 มิลลิลิตร ใหไ้ดอุ้ณหภูมิ 60 เซลเซียส 

2.2 ชั Éงผง PFA 4 กรัม 

2.3 เติมผง PFA ลงไปในนํÊ า โดย PFA จะยงัไม่ละลาย 

2.4 เติม 2 M NaOH ลงไป 2 หยด PFA จะละลายภายใน 1-2 นาที 

2.5 ตัÊงใหเ้ยน็ทีÉอุณหภูมิหอ้งและเติม 3 เท่าของ PBS ลงไป 33 มิลลิลิตร 

2.6 ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง เป็น 7.2 ดว้ย 1 M HCl 

2.7 กรองดว้ย membrane filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เพืÉอกาํจดัผลึกทีÉไม่ละลาย 

2.8 แบ่งใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเก็บในช่องแช่เยน็ 
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3. 5 M NaCl 

3.1 ละลาย NaCl 58 กรัมในนํÊ า MilliQ ปรับปริมาตรเป็น 200 มิลลิลิตร  

3.2 เนืÉองจากเป็นสารละลายเกลือทีÉเขม้มาก ตอ้งใชเ้วลาจึงจะละลายแลว้นาํไปฆ่าเชืÊอ 

4. 1 M TRIS-HCl 

4.1 ละลาย TRIS-HCl 31.5 กรัม ในนํÊ า MilliQ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 200 มิลลิลิตร  

4.2 ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง เป็น 7.2 ดว้ย 2 M NaOH.  

5. 10% SDS 

5.1 ละลาย SDS 10 กรัมในนํÊ า MilliQ ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

5.2 ใชเ้วลาประมาณ 20 นาทีหรืออาจนานกว่านัÊนจึงจะละลาย  

3) เก็บในขวด Stock ไม่ตอ้งนาํไปฆ่าเชืÊอ 

6. 0.5 M EDTA 

6.1 ละลาย EDTA disodium hydrate 18.6 กรัมในนํÊ า MilliQ ปรับปริมาตรเป็น 100 

มิลลิลิตร 

6.2 ปรับ pH เป็น 7.2 ดว้ย NaOH นาํไปฆ่าเชืÊอ 

7. Formamide  

   แบ่งใส่หลอดเก็บตวัอยา่งขนาด 5-10 มิลลิลิตร แลว้เก็บแช่แข็งทีÉ -20 องศาเซลเซียส 

8. Mounting fluid (Anti-fading solution) 

8.1 ละลาย p-phenylenediamine (toxic) 100 มิลลิกรัมใน 0.5 M NaCO3 (pH 9.0) 10 

มิลลิลิตร 

8.2 ค่อยๆ เติม 100% glycerol ลงไป 90 มิลลิลิตร คนใหเ้ขา้กนั 

8.3 แบ่งใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บในทีÉมืดอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

8.4 เมืÉอ Mounting fluid ถกูกระตุน้จากแสงและความร้อนจะเปลีÉยนจากสีสม้เป็นสี

นํÊ าตาลใหทิ้Êงและเตรียมใหม่  

8.5 สามารถซืÊอ Mounting fluid สาํเร็จรูปทีÉมีจาํหน่าย เช่น Citifluor หรือ Vectorshield 
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ตารางทีÉ 12 ส่วนประกอบของ Formamide และนํÊ าสาํหรับเตรียม Hybridization buffer 

 

ปริมาณ Formamide (ไมโครลติร) ร้อยละ Formamide ปริมาณนํÊา (ไมโครลติร) 

100 

200 

300 

400 

500 

600 

700 

800 

900 

1000 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

1498 

1398 

1298 

1198 

1098 

998 

898 

798 

698 

598 

 

ตารางทีÉ 13 ส่วนประกอบของ NaCl สาํหรับเตรียม Wash buffer 

 

ร้อยละ Formamide NaCl (M) 5M NaCl (ไมโครลติร) 0.5 M EDTA (ไมโครลติร) 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

35 

40 

45 

50 

0.636 

0.450 

0.318 

0.225 

0.159 

0.112 

0.080 

0.056 

0.040 

0.028 

6360 

4500 

3180 

2250 

1590 

1120 

800 

560 

400 

280 

- 

- 

- 

500 

500 

500 

500 

500 

500 

500 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ค  สูตรอาหารเลีÊยงเชืÊอ 
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1. นํÊาทะเลสังเคราะห์ (Artficial sea water) 

NaCl 

MgCl2.7H2O 

CaCl2 

KCl 

0.3 

5 

1 

1 

กรัม 

กรัม 

กรัม 

กรัม 

 

2.  อาหารเลีÊยงเชืÊอแบคทเีรียดไีนตริไฟองิ (DB และ NRB) 

KH2PO4 

KNO3  

NaHCO3 

เกลือทะเล   

Methanal 

สารละลาย Trace  elements

1.5 

1.442 

1 

25 

2 

1 

       กรัม 

กรัม 

กรัม 

กรัม 

มิลลิลิตร 

มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก  ง  การเตรียมสารเคมีสําหรับทดสอบ 
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1. Diphenylamine  (Morgan’s  reagent)  

   ผสม  Diphenylamine  0.2  กรัม  ลงใน  H2SO4  (conc.) 100  มิลลิลิตร 

 

2. Griss-Ilosray  reagent 

สาร  a  

ละลาย  Sulfanilic  acid  0.6  กรัม  ในนํÊ ากลั Éนร้อน  (70  องศาเซลเซียส 70 มิลลิลิตร ) 

ตัÊงทิÊงไวใ้หเ้ยน็ เติม  HCl  (conc.)   20  มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสารละลายเป็น  100  มิลลิลิตร  ดว้ย

นํÊ ากลั Éน เก็บใส่ขวดทึบแสง  และเก็บในตูเ้ยน็ 

สาร  b   

ละลาย  α-napthylamine  0.6  กรัม  ใน  HCl (conc.) 1  มิลลิลิตร ปรับปริมาตร

สารละลายใหเ้ป็น  100  มิลลิลิตร ดว้ยนํÊ ากลั Éน เก็บใส่ขวดทึบแสง  และเก็บในตูเ้ยน็ 

สาร  c   

ละลาย CH3COONa . 3H2O  16.4  กรัม ในนํÊ ากลั Éน  100  มิลลิลิตร เก็บใส่ขวดทึบแสง  

และเก็บในตูเ้ยน็ 

เมืÉอจะนาํ Griss-Ilosray  reagent  มาใชใ้ห้ผสมะลายสาร a  b และ c ในอตัราส่วนทีÉ

เท่ากนั 

 

3. Ammonia  test  reagent  (Nessler’s reagent)   

   ละลาย  KI  50  กรัม  ในนํÊ าทีÉปราศจากแอมโมเนีย  35  มิลลิลิตร  เติมสารละลายอิÉมตวั

ของ HgCl  ลงไปจนกระทั ÉงมีตะกอนเกิดขึÊนเลก็นอ้ย  เติมสารละลาย KOH ความเขม้ขน้ร้อยละ 50 

ปริมาณ  400  มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรให้เป็น  1  ลิตร  ตัÊ งทิÊงไวใ้ห้สารละลายตกตะกอนแลว้จึง

นาํเอาส่วนทีÉใสไปใช ้
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก จ วิธีการศึกษาสภาพการยึดเกาะของจุลินทรีย์ในเมือกชีวภาพด้วย 

กล้องจุลทรรศน์แบบ CLSM 
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สารเคม ี 

การเตรียมนํÊายาดอง 

1 นํÊ ายาบูแอง (Bunin’s   Fluid) 

Saturated Aqueous Picric Acid  100  มิลลิลิตร 

ฟอร์มาลิน (100%)   900  มิลลิลิตร 

กรดอะซิติก    5     มิลลิลิตร 

 

การเตรียมตวัอย่าง 

นาํตวักลางขนาด 1×1 เซ็นติเมตร ทีÉมีเมือกชีวภาพเกาะนํÊ ามาดองในนํÊ ายาบูแอง เก็บรักษา

ตวัอยา่งในนํÊ ายาบูแองเป็นเวลา 24 ชั Éวโมง แลว้จึงเปลีÉยนจากนํÊ ายาบูแองเป็นเอทิลแอลกอฮอล ์ 

ความเขม้ขน้ 50 และ 70 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั 

ขัÊนตอนการดึงนํÊาออก (Dehydration) และการฝังเนืÊอเยืÉอ (Embedding) 

1 นาํตวัอยา่งไปผา่นขัÊนตอนการดึงนํÊ าออกจากตวัอยา่ง ซึÉงมีขัÊนตอนดงันีÊ 

ขัÊนตอน สารละลาย เวลา ชัÉวโมง 

1 แอลกอฮอล ์50 เปอร์เซ็นต ์ 1 

2 แอลกอฮอล ์70 เปอร์เซ็นต ์ 1 

3 แอลกอฮอล ์70 เปอร์เซ็นต ์ 1 

4 แอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์ 1 

5 แอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์ 1 

6 แอบโซลทู    แอลกอฮอล ์(Absolute  Alcohol) 1 

7 ไอโซโพพิล   แอลกอฮอล ์(Isoprophyl   Alcohol) 1 

8 ไอโซโพพิล   แอลกอฮอล ์(Isoprophyl   Alcohol) 1 

9 ไซลีน  (Xylene) I 1 

10 ไซลีน  (Xylene) II 1 

11 พาราพลาสท ์ (Paraplast) I 1 

12 พาราพลาสท ์ (Paraplast) II 1 

 

2 นาํตวัอยา่งทีÉผา่นขัÊนตอนในขอ้ทีÉ 1 ไปฝังดว้ยพาราพลาสท ์III  จากนัÊนกน้าํบลอ็ก 

(Block) ไปแช่ตูเ้ยน็   เพืÉอง่ายต่อการนาํไปตดัต่อไป 
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3  ตัดแต่งตัวอย่างทีÉอยู่ในบล็อกให้มีขนาดพอดีกับขนาดสไลด์และแผ่นปิดสไลด์  

จากนัÊนก็นาํไปตดัดว้ยเครืÉองตดัเนืÊอเยืÉอ ใหมี้ความหนาประมาณ 5-7 ไมครอน นาํไปลอยในนํÊ าอุ่นทีÉ

อุณหภูมิ 45-45 องศาเซลาเซียส 

4 ใช่สไลดช์อ้นตวัอยา่ง แลว้นาํไปอุ่นทีÉอุณหภูมิ 45 องซาเซลาเซียส นานขา้มคืนเพืÉอให้

ตวัอยา่งยดึติดแผน่สไลด ์ 

5 นาํสไลดไ์ปผา่นขัÊนตอนการศึกษาโครงสร้างชุมชนแบคทีเรียดว้ยเทคนิค FISH  
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ภาคผนวก ฉ   

การศึกษาความหลากหลายของแบคทเีรียดไีนตริไฟองิ 16S rDNA ด้วยเทคนิค DGGE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



124 

ตารางทีÉ 14 การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงของยีน 16S rDNA   ดว้ยเทคนิค 

DGGE จากตวัอยา่งเมือกชีวภาพในระบบการทดลองแบบกะ(ระดบัความเค็ม 15 ppt )  และ กลา้เชืÊอ 

แบคทีเรียดีไนตริไฟอิงแบคทีเรีย  (ระดบัความเค็ม 15 ppt )   

 

GenBank 

accession no. 

Organism Similarity (%) Phylogenetic group 

1.AB 681779 Methylophaga sulfidovorans 86 Gammaproteobacteria 

2.HE575388 Uncultured  Xanthobacter sp. 92 Alphaproteobacteria 

3.JX097350 Uncultured 

Dethiosulfatibacter sp 

96 Deltaproteobacteria 

 

4..Go181552 Uncultured  Luteolibacter  Verrucomicrobiae 

5.JN483056 Uncultured  Haloferula  sp. 71 Verrucomicrobiae 

6.JE71540 Sphingobacterium  sp. 83 Sphingobacteria 

7.AB205674 Uncultured  Barnesiella  sp 56 Bacteriodia 

8.JA741989 Uncultured  Acetivibrio  sp. 90 Clostridia 
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ตารางทีÉ 15  การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียดีไนตริไฟอิงของยนี 16S rDNA ดว้ยเทคนิค

DGGE จากจากตวัอยา่งเมือกชีวภาพ (ระดบัความเค็ม 15 ppt)   

 

GenBank 

accession no. 

Organism Similarity 

(%) 

Phylogenetic group 

1.AB681779 Methylophaga  sulfiolovorans 93 Gammaproteobacteria 

2.JX114047 Bacillus sp. 64 Bacilli 

3.JQ800764 Uncultured  Phycisphaera  sp. 85 Phycisphaerales 

4.AF513965 Uncultured  Haloferula sp. 71 Verrucomicrobiae 

5.GU432428 Paracoccus  sp. 79 Alphaproteobacteria 

6. GU42567 Paracoccus  sp. 91 Alphaproteobacteria 

7.AB607872 Rhobacter  sp. 93 Rhobacteria 

8.HQ641237 Bradyrhizobium  sp. 75 Alphaproteobacteria 

9.HQ497099 Uncultured   Phascolarctobacterium sp. 57 Alphaproteobacteria 

10.GU583650 Bacillus sp. 82 Bacilli 

11.HQ114021 Uncultured Ruegeria  sp. 94 Alphaproteobacteria 

12.DQ11034 Uncultured  Phycisphaera  sp. 89 Phycisphaerales 

13.DQ811805 Desulfsarana  sp. 91 Delthaproteobacteria 

14.JF236022 Uncultured  Luteolibacter  sp. 83 Verrucomicrobiae 

15.NR023313 Methylophaga  sulfiolovorans 93 Gammaproteobacteria 

16.GQ181552 Uncultured  Aminiphilus    sp. 92 Synergistia 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก 9  คําย่อ   
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คําย่อ 

 

 ADB  Autotrophic Denitrifying Bacteria 

AF  Anaerobic Filter Process 

AFB  Anaerobic Fluidized Bed Process 

AL  Aerated Lagoon 

ANR  Assimilatory  Nitrate Reduction 

AOB  Ammonium Oxidizing Bacteria 

CLSM   Confocal Laser Scanning Microscopy 

DGGE  Denaturing Gradient Gel  Electrophoresis 

DNR  Dissimilatory  Nnitrate  Reduction 

EPS  Extracellular Polymer  Substance 

FISH  Fluorescence In Situ Hybridization 

HDB  Heterotrophic Denitrifying Bacteria 

HDPE  Polyethylene high-density 

HRT  Hydraulic   Retention  Time 

MPN  Most Probable Number 

NOB  Nitrite Oxidizing Bacteria 

RAS   Recirculating Aquaculture System  

RBC  Rotating   Biological  Contactor   

PF  Phenol – Formaldehyde 

UASB  Upflow Anaerobic Sludge Blanket Process 
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ประวตัย่ิอผู้วจิยั 

 

ชืÉอ-สกุล               นางสาวอาภาวรรณ พ่อคา้  

วนั เดือน ปีเกิด               9 พฤศจิกายน 2529  

ภูมิลาํเนา  นครศรีธรรมราช  

สถานทีÉอยูปั่จจุบนั 63  หมู่  7   ตาํบลหินตก  อาํเภอร่อนพิบูลย ์ จงัหวดันครศรีธรรมราช 

80350 

ประวติัการศึกษา 

 พ.ศ.  2551 วิทยาศาสตรบณัฑิต  สาขาชีววิทยา 

   มหาวิทยาลยัทกัษิณ  จงัหวดัสงขลา 

 พ.ศ.  2555 วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต  สาขาชีววิทยา 

   มหาวิทยาลยัทกัษิณ  จงัหวดัสงขลา 

ผลงานทางวิชาการ 

อาภาวรรณ พ่อคา้ นุกูล อินทระสังขา และ สงพงศ ์โอทอง.  (2552).  “การตรวจสอบแบคทีเรีย

ดีไนตริไฟอิงในหวัเชืÊอจุลินทรียผ์สมสาํหรับการบาํบดัไนเตรทดว้ยเทคนิค Fluorescent In 

Situ  Hybridization (FISH),” ใน การประชุมวิชาการมหาวิทยาลยัทกัษิณ ครัÊ งทีÉ  19  “ การ

วิจยัและพฒันาเพืÉอความเป็นไทสาํหรับสังคมไทย ”. วนัทีÉ  24-25  กนัยายน  2552. ณ 

โรงแรมเจบี หาดใหญ่  จงัหวดัสงขลา . สงขลา : สถาบนัวิจยัและพฒันา มหวิทยาลยัทกัษิณ 

อาภาวรรณ พ่อคา้ นุกูล อินทระสังขา สงพงศ์ โอทอง และ สุภฎา คีรีรัฐนิคม.  (2555 ).   “การ

คัดเลือกตัวกลางทีÉ เหมาะสมต่อการยึดเกาะของเมือกชีวภาพเพืÉอบาํบัดไนเตรทจาก

นํÊ าทิÊง ,”  ใน การประชุมวิชาการระดบัชาติ “มหาวิทยาลยัทกัษิณ  2555 ”.  วนัทีÉ 23-26 

พฤษภาคม 2555   ณ ศูนยป์ระชุมนานาชาติ ฉลองสิริราชสมบัติครบ 60 ปี  สงขลา :

มหาวิทยาลยัทกัษิณ. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 


