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ภาคผนวก ก

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลียงเชือ

อาหารเลียงเชือเหลว minimal salt liquid medium (MS) (โดย Focht, 1994)

ประกอบด้วย Trace minerals 1 มิลลิลิตร
'ะ* 'ร»'ร*Fe(N03)3 0.01 มลลิลิตร
'ร» *=»<=»Ca(N03)2 0.1 มลลิลิตร
'ร» 'ะ» 'ะะ»K.HPO, 10 มลลิลิตร
'ะะ» 'ร» 'ร»MgS04 1 มลลิลิตร
'ร» 'ร» 'ร»NaH2P๐ 4 3 มิลลิลิตร
'ร» 'ร»'ร»(NH4)2ร๐ 4 10 มลลิลิตร

Trace Minerals
ประกอบด้วย MnS04 1 มิลลิโมลาร์

ZnS04 1 มิลลิโมลาร์
๐นร๐4 1 มิลลิโมลาร์
NiS04 0.1 มิลลิโมลาร์
c o s o 4 0.1 มิลลิโมลาร์
N a^ o  ๐4 0.1 มิลลิโมลาร์

ละลายสารตามลำดับในนิ้ากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วย
สารละลายโซเดียมไฮครอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มัล ให้เป็น 7.25 นำไปนึ่งด้วยเครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อที่
ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็น ก่อน
นำมาใช้
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การหาจำนวนจุลินทรีย์บนผิวใบไม้ด้วยวิธี MPN แบบ 3 หลอด (MPN 3 tube) ทำได ้
โดยนำตัวอย่างของเหลวที่ได้จากการเขย่าตามในข้อ 3.6.1 แล้วนันมาทำการเจือจางแบบ tenfold dilution 
โดยนำตัวอย่าง 1 มิลลิลิตรใส่ลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MS ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ทำ 
ให้ได้ความเข้มข้นเป็น 1 ใน 10เท่าหรือ 101 จากนั้นนำของเหลวในหลอดนีไปใส่ในหลอดทดลองที่ม ี
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MS ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ทำให้ได้ความเข้มข้นเป็น 1 ใน 10 เท่า หรือ 10‘2 ทำ 
เช่นเดียวกันนี้จนถึงความเข้มข้นที่ 106 แล้วจึงนำของเหลวในหลอดแต่ละความเข้มข้นตังแต่ 10° - 10̂  
ไปใส่ในขวดแก้วขนาด 22 มิลลิลิตรแบบฝาเกลียวที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MS ปริมาตร 9 มิลลิลิตร 3 
หลอด หลอดละ 1 มิลลิลิตร ทำเช่นเดียวกันนี้ทุกความเข้มข้น ตังรูปท่ี 3.1 จากนั้นนำไปวางบนเครื่อง 
เขย่านาน2 0 วันสังเกตดูความขุ่นของทั้ง3 หลอดในชุดการทดลองที่มีความเข้มข้นเดียวกันโดยล้าขุ่น 
ให้ถือว่าเป็น positive และไม,ขุ่นถือว่าเป็น negative นำค่าของทัง 3 หลอดใน 3 ชุดของระดับความ 
เข้มข้น ไปเทียบกับตาราง MPN จะได้ค่าจำนวนจุลินทรีย์

การหาจำนวนจุลินทรีย์ด้วยวิธี MPN (Most Probable Number)

1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml

ตัวอย่าง (10°) 10- 102 10'3 10- 105 10-
1 1 1 ml 1 11 1 ml 1 1 1 ml 1 1 1 ml

1 J' ไ' r i  i i  \Ï โ riri
A A A

1 1 1 ml  1 1 1 ml 1 1 mli f l' ไ ' Nt 1 r r l l
fl [1 ;ไ ;1 ;1 ;ไ1 /1 ;l  A
1 1

ภาพท ก.! แสดงวิธีการนับจำนวนจุลินทรีย์ด้วยวิธี MPN
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ตารางท่ี ก.! แสดงจำนวนจุลินทรีย์ที่ได้จากการหาด้วยวิธี MPN

N o .  o f  T u b e s  P o s i t i v e  i n M P N  i n  t h e  i n o c u l u m  o f

f i r s t  s e t m i d d l e  s e t l a s t  s e t t h e  m i d d l e  s e t  o f  t u b e s

0 0 0 < 0 .0 3

0 0 1 0 .0 3

0 0 2 0 . 0 6

0 0 3 0 . 0 9

0 1 0 0 .0 3

0 1 1 0 .0 6 1

0 1 2 0 . 0 9 2

0 1 3 0 .1 2

0 2 0 0 .0 6 2

0 2 1 0 .0 9 3

0 2 2 0 . 1 2

0 2 3 0 . 1 6

0 3 0 0 . 0 9 4

0 3 1 0 .1 3

0 3 2 0 . 1 6

0 3 3 0 .1 9

1 0 0 0 . 0 3 6

1 0 1 0 . 0 7 2

1 0 2 0 .1 1

1 0 3 0 .1 5

1 1 0 0 .0 7 3

1 1 1 0 .1 1

! 1 2 0 .1 5

1 1 3 0 . 1 9

1 2 0 0 .1 1

1 2 1 0 .1 5

1 2 2 0 . 2

1 2 3 0 . 2 4
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ตารางท่ี ก.! แสดงจำนวนจุลินทรีย์ที่ได้จากการหาด้วยวิธี MPN (ต่อ)

N o . o f  T u b e s  P o s i t i v e  i n M P N  i n  t h e  i n o c u l u m  o f

f i r s t  s e t m i d d l e  s e t l a s t  s e t t h e  m i d d l e  s e t  o f  t u b e s

1 3 0 0 . 1 6

1 3 1 0 .2

1 3 2 0 . 2 4

1 3 3 0 .2 9

2 0 0 0 .0 9 1

2 0 1 0 .1 4

2 0 2 0 .2

2 0 3 0 . 2 6

2 1 0 0 .1 5

2 1 1 0 .2

2 1 2 0 .2 7

2 1 3 0 .3 4

2 2 0 0 .2 1

2 2 1 0 .2 8

2 2 2 0 .3 5

2 2 3 0 .4 2

2 3 0 0 . 2 9

2 3 1 0 . 3 6

2 3 2 0 .4 4

2 3 3 0 .5 3

3 0 0 0 .2 3

3 0 1 0 . 3 9

3 0 2 0 .6 4

3 0 3 0 .9 5

3 1 0 0 .4 3

3 1 1 0 .7 5

3 1 2 1 .2

3 1 3 1 .6
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ต ารางท ี่ ก .! แ ส ด งจำน วน จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ได ้จาก ก ารห าด ้วยว ิธ ี M PN  (ต ่อ )

N o .  o f  T u b e s  P o s i t i v e  i n M P N  i n  t h e  i n o c u l u m  o f

f i r s t  s e t m i d d l e  s e t l a s t  s e t t h e  m i d d l e  s e t  o f  t u b e s

3 2 0 0 .9 3

3 2 1 1 .5

3 2 2 2 .1

3 2 3 2 .9

3 3 0 2 .4

3 3 1 4 . 6

3 3 2 11

3 3 3 > 2 4

ทีมา: http://www.jlindquist.net/generalmicro/102dil3.html

http://www.jlindquist.net/generalmicro/102dil3.html
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ภาคผนวก ข

กราฟมาตรฐานของฟแนนทรีน

ภาพที่ ข.! กราฟมาตรฐานระหว่างปริมาณฟแนนทรีนก ับพ ื้นท ี่ใต ้กราฟท ี่ได ้จากการวิเคราะห ์โดย 

GC-MS

ความเข้มข ้นของฟแนนทรีนหาไต้จากการนำพื้นท ี่ใต ้กราฟที่ไต ้จากการวิเคราะห์ด ้วยวิธ ี 

GC-MS มาแทนค่าในสมการเส ้นตรง ด ังน ี้

พ ื้นท ี่ใต ้กราฟ = (329671 X  ปริมาณ ธ ีเแนนทรีน)- 17928

ปริมาณฟแนนทรีน = (พื้นที่ใต ้กราฟ + 17928) / 329671) X (ปร ิมาตรส ุทธ ิ / จำนวน 

ใบไม ้(g.))

ปริมาตรสุทธิของสารตัวอย่างท ี่สก ัดไต้เท ่าก ับ 5 ml. จากใบไม้หนัก 8 g. ด ังน ั้น จากคำนวณ 

จะไต้ค่าเท่ากับ 0.625

ตัวอย่าง จากการวิเคราะห ์หาธีเแนนทรีนบนผิวใบเข ็มด ้วยวิธ ี GC-MS ไต้พื้นที่ใต้กราฟเท่ากับ 

74440 นำค่าน ีมาคำนวณไต้ด ังสมการเส ้นตรงข้างต ้น แทนค่าไต้ ด ังน ี้ 

ปริมาณ'ฟแนนทรีน = (พื้นที่ใต ้กราฟ + 17928) / 329671) X (ปร ิมาตรส ุทธ ิ / จำนวน 

ใบไม ้(g.))

ปริมาณฟแนนทรีน = (74440 + 17928) / 329671) X 0.625

= 0.18 mg/kg
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ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ข อ ง ฟ แ น น ท ร ีน

ภ า พ ท ี่ ข . 2  กราฟมาตรฐานระหว่างปริมาณฟแนนทรีนก ับพ ื้นท ี่ใต ้กราฟท ี่ได ้จากการวิเคราะห ์โดย 

GC

ว ิธ ีก ารคำนวณ ความ เข ้มข ้นของฟ แนนท ร ีน ในต ัวอย ่าง  เช ่น เด ีย วก ันก ับการว ิเค ราะห ์ด ้วย  

วิธ ี GC-MS

%  R e c o v e r y  ข อ ง ก า ร ส ก ัด  P A H s  บ น ใ บ ไ ม ้

การหาค่า % recovery ของฟแนนทรีนท ี่ทราบความเข ้มข ้นแน ่นอน ด ้วยการเตรียมสารละลาย 

มาตรฐานฟแนนทรีนใน 20% ไดคลอโรมีเทน ใส ่ลงไปบนใบไม้จะได ้ความเข ้มข ้นส ุดท ้ายเป ็น 1, 5, 10, 

25, 50 แ ล ะ !00 ม ิลล ิกร ัมต ่อล ิตร จากน ั้นนำไปสก ัดหาปร ิม าณ ฟ แนนท ร ีนบนใบตามว ิธ ีของ

Kamchanasest และ Satayavibul (2005) ว ิเคราะห ์หาปริมาณฟแนนทรีนด ้วยเคร ื่องก ๊าซโครมาโตกราฟ 

พบว่าได ้ % recovery ประมาณ 70%



ภ า พ ท ี่ ข . 3 โครมาโตรแกรมของรีเแนนทรีนท ี่ได ้จากการวิเคราะห ์โดย GC

pA -  

250 

200 -  

160 -  

100 -  

5 0 -

T
2 4

T
6

phenanthrene

8 10 12

9°
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ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย แ น พ ธ า อ ีน

ภ า พ ท ี่ ข . 4  กราฟมาตรฐานระหว่างปริมาณแนพธาลีนกับพืนที่ใต้กราฟที่ได้จากการวิเคราะห์โดย 
GC-MS

ความเข้มข้นของแนพธาลีนหาไต้จากการนำพื้นท ี่ใต ้กราฟที่ไต ้จากการวิเคราะห ์ด ้วยวิธ ี 

GC-MS มาแทนค่าในสมการเส ันตรง ด ังน ี้

พ ื้นท ี่ใต ้กราฟ = (100736 X ปริมาณแนพธาลีน) -  115774

ปริมาณฟแนนทรีน = (พื้นที่ใต้กราฟ - 115774) / 100736) X (ปร ิมาตรส ุทธ ิ / จำนวน 

ใบไม ้(g.))

ปริมาตรสุทธิของสารตัวอย่างที่สกัดไต้เท ่าก ับ 5 ml. จากใบไม้หน ัก 8 g. ด ังน ี้น จาก 

คำนวณจะไต้ค่าเท่ากับ 0.625

ตัวอย่าง จากการวิเคราะห ์หาแนพธาลีนบนผิวใบเข ็มด ้วยวิธ ี GC-MS ไต้พ ื้นที่ใต้กราฟเท่ากับ 

146610 นำค่าน ีมาคำนวณไต้ด ังสมการเสันตรงข้างต ้น แทนค่าไต้ ด ังน ี้ 

ปริมาณฟแนนทรีน = (พื้นที่ใต ้กราฟ - 115774) / 100736) X (ปร ิมาตรส ุทธ ิ / จำนวน 

ใบไม ้(8.))

ปริมาณแนพธาลีน = (146610 - 115774)/ 100736)X  0.625

= 0.19 mg/kg
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ภาคผนวก ค

ก า ร ต ิด ต า ม ป ร ะ ช า ค ม จ ุล ิน ฑ ร ีย ์ท ีผิวใบไม้โ ด ย ว ิร ี D e n a t u r i n g  G r a d i e n t  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  ( D G G E )

(โดย นายชนม์ฎิศักด ยุตธรรมโม)

อ ุป ก ร ณ ์ท ี่ใ ช ใ น ก า ร ท ด ล อ ง

1. เคร่ืองช่ัง รุ่น P2002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Swietzerland
2. เคร่ืองป่นเหว่ียงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุ่น 1920 บริษัท Kubota, Japan
3. เคร่ืองป่นเหว่ียงชนิดต้ังโต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น MIKRO20 บริษัท Hettich, Germany
4. เคร่ืองป่นผสม (vortex mixer) รุ่น Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA
5. เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิและระเหยแห้งแบบให้ความร้อน (Digital Dry Bath Model) รุ่น DI 100 

บริษัท Labnet International, Inc., USA
6 . เคร่ืองอิเล็กโทรโฟลิชีส ( Gel Eletroporesis ) รุ่น mupid-EXV บริษัท ADVANCE, Japan
7. เคร่ืองตรวจสอบเจล (Gel documentation system) รุ่น Gel DOC 2000™ บริษัท Bio-Rad 

Laboratories Inc., USA
8. เคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) รุ่น MJ Mini™ Personal Thermal Cycler บริษัท 

Biorad, USA
9. ชุดเครืองมือ DCodeTM system บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA
10. อ่างนาควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น digital water bath SB-1000 บริษัท Eyela, Japan
11. ดู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -70°ซ รุ่น ULT1786 บริษัท Forma Scientific, 

USA
12. เครืองน่ึงอบฆ่าเชือ (autoclave) บริษัท Kakusan, Japan
13. ไม,โครปีเปต (micropipette) ขนาด 20, 100, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, 

France

เ ค ม ีภ ัณ ฑ ์

1. กรดไฮโดรคลอริก (แต)บริษัท BDH Chemicals, Australia
2. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษัท Merck, Germany
3. กรดอะชีดิกเข้มข้น (glacial CH3COOH) บริษัท Merck, Germany
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4. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (NajHPC^.nHjO) บริษัท Merck, Germany
5. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany
6 . ทริส (Tris[hydroxymethyl]aminomethane) บริษัท Merck, Germany
7. 'ฟนอล/คลอโรฟอร์ม/ไอโซเอบิลแอลกอฮอล์ (phenol : chloofom ะ Isoamyl Alcohol) บริษัท Merck, 

Germany
8 . อะกาโรสเจล (agarose gel) บริษัท Amersham Biosciences, Sweden
9. 100 base pair DNA ladder บริษัท New England Biolabs, USA
10. 1 kilobase pair DNA ladder บริษัท New England Biolabs, USA
11. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C]0H 14N2OgNa^HjO) บริษัท Amersham Biosciences, 

Sweden
12. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSOj) บรษัท Nacalal tesque, Japan
13. Proteinase K บริษัท US. Biological, USA
14. Ribonucléase A (Rnase A) บริษัท Fermentas, USA
15. ชุด QIAquick Gel Extraction kit บริษัท Qiagen, Germany
16. ชุด Tag PCR Master Mix บริษัท Qiagen, Germany
17. สารเคมีท่ีใช้ในเทคนิค DGGE บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Formamide (Deionized)
40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1 (2.6% c )
Urea
Ammonium persulfate
TEMED (N^.N^N^Tetra-methyl-ethylenediamine)
50xTAE 
Dye solution
Ethidium bromide solution เข้มข้น 10 บิลลิกรัม/บิลลิลิตร
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i t ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง

1 .  เ ก ็บ ต ัว อ ย ่า ง แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี่ผ ิว ใ บ ไ ม ้

ชั่งใบไม้ 10 กรัม ใส่ flask ท่ีมี 0.1 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 100 มิลลิลิตร เขย่า 200 รอบต่อนาที 
นาน 30 นาที เทสารละลายลงในขวด centrifuge ขนาด 250 มิลลิลิตร เท 0.1 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 50 
มิลลิลิตร ลงใน flask อีกคร้ังเพ่ือล้างแบคทีเรียท่ียังติดอยู่ท่ีผิวใบ นำขวด centrifuge ไปชันเหว่ียงเพ่ือ 
ตกตะกอนเซลล์ด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20  นาที เทส่วนน้ําใสท้ิงจนเกือบหมด ดูด 
สารละลายท่ีเหลือใส่หลอดไมโครฟิวจ์ท่ีทราบน้ัาหนัก ชันเหว่ียงด้วยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
2 นาที เทส่วนท้ิาใสท้ิง ทำช้ําจนสารละลายในขวด centrifuge หมด ช่ังนาหนักตะกอนท่ีได้

2 .  ส ก ัด ส ีเ อ ็น เ อ จ า ก ต ัว อ ย ่า ง ใ บ ไ ม ้

ช่ังตะกอน 200 มิลลิกรัม ใส่หลอดไมโครฟิวจ์ เติม DNA extraction buffer 900 ไมโครลิตร 
ดูดสารละลายข้ึนลงจนเป็นเน้ือเดียวกัน เติม proteinase K (20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากันด้วยการกลับหลอดไปมา บ่มท่ี 37°c เป็นเวลา 30 นาที เติม 20% SDS ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร บ่มท่ี 65°c เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง กลับหลอดไปมาทุก 20 นาที นำไปแช่เย็นท่ี -80°c เป็นเวลา 30 
นาที และละลายน้ืาแข็งท่ี 65°c เป็นเวลา 5 นาที ทำ'ชา 3 คร้ัง หลังจากน้ันนำไปชันเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ
12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที

ดูดส่วนน้ัาใสลงในหลอดไมโครฟิวจ์ใหม่ ทำลายโปรตีนด้วย phenol/chloroform ปริมาตร 
เท่ากับส่วนน้ัาใส และทำการชันเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ทำซ้ํา 2 คร้ัง 
หรือจนกระท่ังโปรตีนหมด ดูดส่วนน้ัาใสลงในหลอดไมโครฟวจ์ใหม่ เติม chloroform-isoamyl alcohol 
(24:1) เท่ากับปริมาตรของส่วนน้ัาใส ทำการชันเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 
นาที

ด ูด ส ่ว น น ั้า ใส ล ง ใน ห ล อ ด ไ ม โค ร ฟ ิว จ ให ม ่ เต ิม  iso p r o p a n a l ป ร ิม าต ร  0 .8  เท ่าข อ งป ร ิม าต ร  

ส ่ว น น ั้า ใส  ผ ส ม ให ้เข ้า ก ัน อ ย ่า ง ช ้า ๆ โด ย ก า ร ก ล ับ ห ล อ ด ไ ป ม า  น าน  1 ช ั่ว โม ง  ท ำก าร ช ัน เห ว ี่ย ง ด ้ว ย ค ว าม เร ็ว  

รอ บ  1 2 ,0 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี เป ็น เว ล า  10 น าท ี ล ้าง ต ะ ก อ น ด ีเอ ็น เอ ด ้ว ย  70%  e th a n o l ร ะ เห ย e th a n o l อ อ ก ท ี่ 37 
°c เป ็น เว ล า  10-15 น าท ี เพ ื่อ ด ีเอ ็น เอ ให ้แ ห ้ง  ล ะ ล า ย ต ะ ก อ น ด ีเอ ็น เอ ใน  TE b u ffer  ( R N a s e  0 .3  ไ ม โค ร ล ิต ร /  

TE b u ffer  100 ไ ม โค ร ล ิต ร )  3 0  ไ ม โค ร ล ิต ร  บ ่ม ท ี่ 37°c น าน  3 0  น าท ี เก ็บ ส า ร ล ะ ล า ย ด ีเอ ็น เอ ท ี่ -20°c
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3 .  ต ร ว จ ส อ บ ป ร ิม า ณ และค ว า ม ส ม ย ูร ณ ์ด ีเ อ ็น เ อ โ ด ย  G e l  E l e t r o p h o r e s i s

ช่ังผงวุ้น 1 กรัม ละลายใน 1XTAE buffer 100 มิลลิกรัม หลอมผงวุ้นจนละลายหมด เทลงในแบบ 
พิมพ์ท่ีมีหวีเสียบอยู่ อย่าให้มีฟองอากาศ พิงไว้ 30 นาที ดึงหวีออกจากแผ่นเจลช้าๆ วางแผ่นเจลลงในเครือง 
Eletrophoresis เท IX TAE buffer จนท่วมแผ่นเจลเล็กน้อย ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีย้อมดีเอ็นเอใน 
อัตราส่วน 5:1 ไมใครลิตร หยอดลงในช่องว่ิง โดยช่องว่ิงแรกจะหยอดด้วย 1 kb Marker ปล่อยให้กระแสไฟ 
ฟ้าไหลผ่านเจล โดยใช้ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที ย้อมแผ่นเจลด้วย Ethylium bromide 
ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 15 นาที นำไปดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (UV)

4 .  ท ำ ด ีเ อ ็น เ อ ใ ห ้บ ร ิส ุฑ ธ

ช่ังผงวุ้น agarose 0.9 กรัม ละลายใน IX TAE buffer 100 มิลลิกรัม หลอมผงวุ้น เทลงในแบบ 
พิมพ์ท่ีมีหวีเสียบอยู่ เทให้หนากว่าปกติ อย่าให้มีฟองอากาศ ท้ิงไว้ 30 นาที ดึงหวีออกจากแผ่นเจลช้าๆ วาง 
แผ่นเจลลงในเคร่ือง Eletrophoresis เท IX TAE buffer จนท่วมแผ่นเจลเล็กน้อย ผสมสารละลายดีเอ็นเอ 
ท้ิงหมดกับสีย้อมดีเอ็นเอในอัตราส่วน 5:1 ไมโครลิตร หยอดลงในช่องว่ิง โดยช่องว่ิงแรกจะหยอดด้วย 1 kb 
Marker ปล่อยให้กระแสไฟ้ฟ้าไหลผ่านเจล โดยใช้ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที ย้อมแผ่นเจล 
ด้วย Ethylium bromide ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 15 นาที นำไปลูภายใต้แสง 
อัลตราไวโอเลต (UV)

ตัดเจลท่ีมีส่วนจีโนมมิกดีเอ็นเออยู่ให้มีฃนาดเล็กท่ีสุด ใส่ในหลอดไมโครพิวจ์ท่ีทราบนา หนัก 
เติม QC buffer ปริมาตร 3 เท่าของท้ิาหนักช้ินเจล บ่มท่ี 65°c เป็นเวลา 10 นาทีหรือจนช้ินเจลละลายหมด 
เติม isopropanol ปริมาตร 1 เท่าของนาหนักช้ินเจล ผสมให้เข้ากัน ดูดสารละลายท่ีได้ 600 ไมโครลิตร ใส่ 
QIAquick spin column ทำการป่นเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ทำช้ําจน 
สารละลายหมด เติม 500 ไมโครลิตร ใน column แล้วทำการป่นเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อ 
นาที เป็นเวลา 1 นาที เติม PE buffer 750 ไมโครลิตร ใน column ป่นเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 13,000 รอบ 
ต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที นำ column ส่วนบนใส่ในหลอดไมโครพิวจ์ใหม่ เติม EB buffer 30 ไมโครลิตร 
ป่นเหว่ียงด้วยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เก็บสารละลายดีเอ็นเอท่ี -20°C

5 .  เ พ ิ่ม จ ำ น ว น ช ิ้น ส ่ว น ด ีเ อ ็น เ อ บ ร ิเ ว ณ  1 6 S  r D N A  ข อ ง แ บ ค ท ีเ ร ีย ด ้ว ย ป ฏ ิก ิร ิย า ล ูก โ ซ ่พ อ ณ ิม อ เ ร ส  

( P o l y m e r a s e  C h a i n  R e a c t i o n ,  P C R )

ใช้ไพรเมอร์ PRBA338F + CG (5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCG 
GGGGCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) ซ่ึงมี GC clamp เช่ือมต่อบริเวณ 5’ และ
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ไพร์เมอร์ PRUN518R (5’-ATTACCGCGGCTGG-3’) ไพรฌอร์คู่น้ีสามารถเพ่ิมจำนวนดีเอ็นเอในส่วน 16ร 
rDNA ซึ่งผลิตภัณฑ์ PCR มีความยาวประมาณ 200 bp โดยท่ีความเข้มข้นสุดท้ายของสารแต่ละชนิดใน 
ปฏิกิริยา คือ สารละลายดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ PRBA 338F+CG (20 pmol) 2 ไมโครลิตร ไพร 
เมอร์ PRUN518R (20 pmol) 2 ไมโครลิตร Tag PCR Master Mix (Qiagen Inc.) 15 ไมโครลิตร และนำ 
ปลอดประจุปลอดเช้ือ 10 ไมโครลิตร รวมส่วนผสมท้ังหมด มีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 
ระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศและเก็บส่วนผสมท้ังหมดในน้ําแข็ง หลังจากน้ันดำเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ 
เรส ด้วยเคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) (Biorad,USA) โดยตังโปรแกรมดังนี

1. Initial dénaturation step
2. Touchdown program

2.1 Dénaturation step
2.2 Annealing step

2.3 Extension step
3. Dénaturation step
4. Annealing step
5. Extension step
6 . ทำข้ันตอนท่ี 3-5 จำนวน 30 รอบ
7. Final extension

อุณหภูมิ 94°ซ เวลา 5 นาที 
จำนวน 2 0 รอบ 
อุณหภูมิ 94°ช เวลา 1 นาที 
อุณหภูมิ 65°ช เวลา 1 นาที 
(อุณหภูมิลดลงทีละ 0.5°ช ในแต่ละรอบ) 
อุณหภูมิ 72°ซ เวลา 2 นาที 
อุณหภูมิ 94°ช เวลา 1 นาที 
อุณหภูมิ 55°ช เวลา 1 นาที 
อุณหภูมิ 72°ช เวลา 2 นาที

อุณหภูมิ 72°ซ เวลา10นาที

ตรวจสอบ PCR product ท่ีเกิดช้ืนโดย gel eletrophoresis ใช้เจลความเข้มข้น 2% เปรียบเทียบ 
กับดีเอ็นเอ 100 bp Marker ตามวิธีในข้อ 2

6 .  ว เ ค ร า ะ ห  D e n a t u r i n g  G r a d i e n t  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  ( D G G E )

เตรียมแผ่นเจล polyacrylamide ความเข้มข้น 8% ท่ีมีเกรเดียนท์ฃองสารละลาย dénaturant 20  -  
70% ซึ่งทำเกรเดียนท์ของสารละลาย dénaturant โดยใช้ระบบจ่ายเกรเดียนท้ตามวิธีท่ีระบุในคู,มือ เ ม ื่อ ทำ 
เกรเดียนท์ของสารละลาย dénaturant ลงในชุดแซนวิชเตรียมเจลแล้ว เสียบหวีลงไปในระหว่างกระจก 
แชนวิช ระวังอย่าให้มีฟองอากาศ ทิงไว้ 1 คืน เพ่ือให้เจล polyacrylamide แข็งตัว นำชุดเจลแชนวิชใส่ลงใน 
แชมเบอร์'ที่มีบัฟเฟอร์ 1XTAE buffer ปริมาตร 7 ลิตรท่ีผ่านการให้ความร้อนจนอุณหภูมิประมาณ 60°ซ



90

ผสมผลิตภัณฑ์PCR กับสีย้อมดีเอ็นเอหยอดลงในช่องว่ิง จากนั้นปลอยกระแสไฟฟ้าให้ไหลผ่าน ใช้ความ 
ต่างศักย์ 130 V ท่ี 60°c เป็นเวลา 5 ชม. หรือจนกระทั่งสีย้อมดีเอ็นเอตกออกจากเจลหมด และย้อมเจล 
polyacrylamide ด้วย Ethylium bromide ความเข้มช้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 20 นาที นำไปดู 
ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (UV) ผลการทดลอง ดังแสดงในภาพท่ี ค.1

Lane 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ห ม ายเห ต ุ Lane 1 =  Marker Lane 2 =  ใบ แ ก ้ว Lane 3 =  ใบ เข ็ม ม ่วง
Lane 4  =  ใบ ไท ร แ ค ร ะ Lane 5 =  ใบ เข ็ม Lane 6  =  ใบ ม ะ ล ิ
Lane 7 =  ใบ โก ส น Lane 8 =  ใบ โม ก Lane 9  =  ใบ ข ่อ ย
Lane 10 =  ใบ เฟ ่อ งฟ ้า Lane 11 =  ใบ ช บ า Lane 12 =  ใบ !ฟ ่อ งฟ ้า (ช ุด  Kit)

ภาพท่ี ค.! แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีสกัดจากแบคทีเรียบนผิวใบไม้



ภาคผนวก ง
ตารางท่ี ง. 1 ผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพ เคมี และชีวภาพของไม้ประดับ

ช น ิด ใบ ไม ้ จ ำน ว น ช ุล ิน ท ร ิย ์บ น ผ ิว ใบ ป ร ิม าณ น ว ก ช ์
ป ร ิม าณ  

ค ว าม ช ื้น พ ื้น ท ี่ใบ  (cm 2) จ ำน ว น ข น บ น ผ ิว ใบ จ ำน ว น ข น บ น ผ ิว ใบ

ท ี่ย ่อ ย ส ล าย ฟ ิแ น น ท ร ีน  (M P N  /  g. o f  lea l) (% ) (% ) ด ้าน ล ่าง  (เส ้น  /  cm 2) ด ้าน บ น  (เส ้น  /  cm 2)

โม ก 3.50E + 04 0 .29 27 .45 11.00 0 2 5 .0

2 .10E + 05 0.45 2 7 .5 0 11.88 0 5 5 .0

1.10E +06 0 .47 28 .05 13.13 0 6 6 .0

เฉ ล ี่ย 4 .48E + 05 0 .4 0 2 7 .6 6 12.00 0 4 8 .7

พ ึ๋เองฟ ้า 3 .40E + 03 0.25 22.11 29 .63 2 2 0 .0 80 .0

2 .10E + 04 0.31 22 .4 4 32 .25 230 .0 82 .0

2 .40E + 05 0 .34 23 .5 2 36 .2 5 295 .0 114 .0

เฉ ล ี่ย 8 .81E + 04 0 .30 22 .6 9 32.71 248 .3 9 2 .0

โก ส น 1.50E +04 0 .3 4 23 .9 2 47 .63 35 .0 6 .0

2 .80E + 04 0 .36 25 .05 47 .7 5 36 .0 10.0

4 .60E + 05 0 .4 4 25 .1 6 4 8 .1 8 4 4 .0 11.0

เฉ ล ี่ย 1 .68E +05 0 .38 24.71 47 .8 5 38.3 9.0

เข ็ม 2 .30E + 02 0.23 33.63 3 6 .0 0 9 8 .0 6 0 .0

3 .90E + 02 0.41 33 .7 7 36 .6 9 110.0 6 7 .0

2 .80E + 03 0.48 34 .23 36 .88 126.0 9 4 .0

เฉ ล ี่ย 1.14E +03 0 .37 33 .8 8 36 .5 2 111.3 73 .7



ตารางท่ี ง. 1 ผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพ เคมี และชีวภาพของไม้ประคับ (ต่อ)

ช น ิด ใบ ไม ้
จ ำน วน ช ุล ิน ท ร ีย ์บ น ผ ิว 'ใบ ป ร ิม า ณ เท ก 1ซ์ ป ร ิม าณ ค ว าม ช ื้น พ ื้น ท ี่ใบ จ ำน ว น ข น บ น ผ ิว ใบ จ ำน ว น ข น บ น ผ ิว ใบ

ท ี่ย ่อ ย ส ล าย Vเแ น น ท ร ีน  (M P N  /  g . o f  leaf) (% ) (% ) (c m 2) ด ้าน ล ่าง  (เส ้น  / cm 2) ด ้าน บ น  (เส ้น  / c m 2)

ม ะล ิ 2 .00E + 03 0 .16 29 .76 3 3 .1 0 13.0 77 .0

2 .80E + 03 0 .49 31 .72 35 .0 0 15.0 130.0

3 .50E + 03 0.65 32.01 3 7 .2 0 17.0 143.0

เฉ ล ี่ย 2 .77E + 03 0.43 31 .16 3 5 .1 0 15.0 116.7

ข ่อย 1.60E +03 0.03 44 .5 4 8.13 23 .0 2.0

3 .50E + 03 0 .09 48 .4 2 8 .38 25 .0 2 .0

1 .50E + 04 0 .18 50 .07 9 .13 3 2 .0 4 .0

เฉ ล ี่ย 6 .70E + 03 0 .1 0 47 .6 8 8 .54 26 .7 2.7

ไท ร แ ค ร ะ 2.30E + 01 0 .2 2 26 .8 9 12.18 0.0 0 .0

9 .30E + 01 0.35 27 .0 4 13.50 0 .0 0.0

9.30E +01 0 .39 27.21 13.88 0 .0 0 .0

เฉ ล ี่ย 6 .97E + 01 0 .32 27.05 13.18 0 .0 0.0

แก ้ว 2 .0 0 E + 0 2 0 .88 33 .2 4 7.13 3.0 7 9 .0

4 .3 0 E + 0 2 0.95 33 .5 0 9 .25 10.0 110.0

4 .3 0 E + 0 2 0 .96 34 .39 9 .38 16.0 118.0

เฉ ล ี่ย 3 .5 3 E + 0 2 0.93 33.71 8.58 9.7 102.3



ตารางท่ื ง. 1 ผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพ เคมี และชีวภาพของไม้ประดับ (ต่อ)

ป ร ิม าณ พ ื้น ท ี่ใบ จ ำน ว น ข น บ น ผ ิว

ชน ิด จ ำน ว น ช ุล ิน ท ร ิย ่บ น ผ ิว ใบ ป ร ิม าณ แ ว ก ซ ์ ค ว าม ช ื้น (c m 2) จ ำน ว น ข น บ น ผ ิว ใบ ใบ

ใ บ ไ ม ้ ท ี่ย ่อ ย ส ล าย Vเแ น น ท ร ีน  (M P N  /  g . o f ด ้าน บ น  (เส ้น  /

leaf) (% ) (% ) ด ้าน อ ่าง  (เส ้น  /  cm 2) cm 2)

เข ็ม ม ่วง 1.50E+01 0.08 2 6 .3 6 4 5 .6 0 176 .0 108.0

2.30E +01 0.08 26.51 4 9 .0 0 196 .0 128.0

2.30E +01 0.09 28.01 4 9 .5 0 2 0 8 .0 154 .0

เฉล ี่ย 2 .03E +01 0.08 2 6 .9 6 48 .0 3 193.3 130.0

ช บ า 9 .10E + 00 0 .10 18.76 4 5 .6 0 2 5 .0 9 .0

2.30E +01 0 .06 19.27 47 .43 4 3 .0 10.0

1.50E +02 0.12 19.57 48 .5 8 4 3 .0 14.0

เฉล ี่ย 6 .07E +01 0 .09 19.20 4 7 .2 0 3 7 .0 11.0

vpน)
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ตารางท่ี ง.2 หาความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของใบไม้กับจำนวนจุลินทรีย์บน 
ผิวใบที่ย่อยสลายพัแนนทรีนน้อยกว่าหรือเท่ากับ 104MPN/nรัมของใบไม้สดด้วยการหาค่า 
สัมประสิทธิ'สหสัมพันธ์แบบเพียร์สัน (Pearson correlation)

Descriptive Statistics

Pearson’s Correlations

Mean std. Deviation N

Bact 1587.2429 3312.78496 21

Wax .3332 .30065 21

Moist 31.3762 8.40803 21

Area 28.1686 16.77917 21

Lower 56.1429 67.67295 21

Upper 62.3333 56.14208 21

N 24.6714 6.83155 21

p 2.3343 1.32212 21

Correlations

bact w ax m oisture area
Low er

trichom e
U pper

trichom e N p

bact P ea rson

C o rre la t io n
1 -0 .071 •664(**) -0 .2 84 -0 .1 5 4 -0 .151 -0 .0 13 -0 .1 47

S ig . (2 -

ta ile d ) 0 .759 0.001 0 .213 0 .505 0 .514 0 .95 4 0 .525

N 21 21 21 21 21 21 21 21

w ax P ea rson

C o rre la t io n -0.071 1 0 .13 -,446(* ) -0 .3 7 0 .421 -0 .1 26 -0 .1 03

S ig . (2 -

ta ile d ) 0 .759 0 .574 0 .043 0 .099 0 .058 0 .587 0 .65 7

N 21 21 21 21 21 21 21 21
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Correlation (ต่อ)

bact w ax m oisture area
L ow er

trichom e
U pper

trichom e N P 1

m oisture Pea rson

C o rre la t io n . 6 6 4 ( 0 0.13 1 --634C**) -0.144 -0.067 -0.035 - .5 0 6 0

S ig .(2-
ta ile d ) 0.001 0.574 0.002 0.533 0.772 0.881 0.019
N 21 21 21 21 21 21 21 21

area Pea rson

C o rre la t io n -0.284 - . 4 4 6 0 - . 6 3 4 ( 0 1 . 6 4 9 ( 0 0.359 0.175 0.343

Sig. (2-
ta ile d ) 0.213 0.043 0.002 0.001 0.11 0.448 0.127
N

21 21 21 21 21 21 21 21

Lower Pea rson

trichom e C o rre la t io n -0.154 -0.37 -0.144 . 6 4 9 ( 0 1 . 4 9 8 0 0.404 -0.273

Sig. (2-
ta ile d ) 0.505 0.099 0.533 0.001 0.022 0.07 0.231
N 21 21 21 21 21 21 21 21

U pper Pea rson

trichom e C o rre la t io n -0.151 0.421 -0.067 0.359 . 4 9 8 0 1 0.343 -0.274

Sig. (2-
ta ile d ) 0.514 0.058 0.772 0.11 0.022 0.128 0.229
N 21 21 21 21 21 21 21 21

N P ea rson

C o rre la t io n -0.013 -0.126 -0.035 0.175 0.404 0.343 1 0.168
Sig. (2-
ta ile d ) 0.954 0.587 0.881 0.448 0.07 0.128 0.467
N 21 21 21 21 21 21 21 21

p Pea rson

C o rre la t io n -0.147 -0.103 - . 5 0 6 0 0.343 -0.273 -0.274 0.168 1
Sig. (2-
ta ile d ) 0.525 0.657 0.019 0.127 0.231 0.229 0.467
N 21 21 21 21 21 21 21 21

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-ta iled). 
* Correlation is significant at the 0 .05  level (2-ta iled).
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ตารางท่ีง.3 หาความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของใบใม้ลับจำนวนขุสินบรีย์บน 
ผิวใบที่ย่อยสลายพัแนนทรีนมากกว่า 104 MPN/g ด้วยการหาค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ ์
แบบเพียร์สัน (Pearson correlation)

Descriptive Statistics

Mean

std.

Deviation N

bact 234711.1

111

358849.3431

9
9

wax .3606 .07705 9

moisture 25.0211 2.23143 9

area 30.8556 15.68438 9

lower 95.5556 117.58200 9

upper 49.8889 38.70221 9

N 29.8000 10.37931 9

p 2.3533 1.17043 9

Correlations

bact w ax m oisture area
Low er

trichom e
U pper

trichom e N p

bact Pea rson

C o rre la t io n
1 ■757(*) 0 .555 -0 .3 15 -0 .3 07 0 .13 0 .003 -0.081

S ig .  (2-

ta ile d ) 0 .018 0 .121 0 .41 0.421 0 .73 9 0 .994 0 .83 6

N 9 9 9 9 9 9 9 9

w ax Pea rson

C o rre la t io n ,7 57 (* ) 1 0 .6 4 7 -0 .1 34 -0 .5 47 -0 .1 78 -0 .3 44 0 .254

S ig .  (2 -

ta ile d ) 0 .018 0 .05 9 0 .73 0 .128 0 .646 0 .365 0.51

N 9 9 9 9 9 9 9 9
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Correlations (ต่อ)

bac t w a x m o is tu re area 1

L o w e r

tr ich o m e

U p p e r

tr ic h o m e N P

m o is tu re P ea rso n

C o r re la t io n 0.555 0.647 1 -0.616 -,814(**) -0.324 -0.19 0.025

S ig . (2-
ta ile d ) 0.121 0.059 0.077 0.008 0.394 0.624 0.949

N 9 9 9 9 9 9 9 9
area Pea rson

C o r re la t io n -0.315 -0.134 -0.616 1 0.244 -0.333 -0.604 .12%* **)

S ig .(2-
ta ile d ) 0.41 0.73 0.077 0.527 0.381 0.085 0.026
N 9 9 9 9 9 9 9 9

L o w e r Pea rson

tr ich o m e C o rre la t io n -0.307 -0.547 -.814(**) 0.244 1 •776(*) 0.623 -0.484

Sig. (2-
ta ile d ) 0.421 0.128 0.008 0.527 0.014 0.073 0.187
N 9 9 9 9 9 9 9 9

U p p e r P ea rson -
tr ic h o m e C o r re la t io n .90 น * ■ 850(**

0.13 -0.178 -0.324 -0.333 . 7 7 6 0 1 *) )
Sig. (2-
ta ile d ) 0.739 0.646 0.394 0.381 0.014 0.001 0.004
N 9 9 9 9 9 9 9 9

N P ea rso n -
C o r re la t io n •985(**

0.003 -0.344 -0.19 -0.604 0.623 ■ 901(**) 1 )
Sig. (2-
ta ile d ) 0.994 0.365 0.624 0.085 0.073 0.001 0

N 9 9 9 9 9 9 9 9
p P ea rso n -

C o r re la t io n ■ 985(*
-0.081 0.254 0.025 .12%*) -0.484 -,850(**) • ) 1

Sig. (2-
ta ile d ) 0.836 0.51 0.949 0.026 0.187 0.004 0
N 9 9 9 9 9 9 9 9

* Correlation is sign ificant at the 0 .0 5  lev el (2-ta iled).
** Correlation is sign ificant at the 0.01 level (2-ta iled).



ตารางท่ี ง.4 เปรียบเทียบความแตกต่างของประสิทธิภาพการย่อยสลายรีเแนนทรีนของจุลินทรีย์ บนผิวใบโมก เข็มและชบา โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนโดย 
วิธี one -  way ANOVA ท่ีระดับนัยสำคัญ 0.05 (เปรียบเทียบโดยใช้ชนิดของไม้ประดับเป็นเกณฑ์)

Descriptives

N Mean Std. Deviation Std. Error 95% Confidence Interval for Mean Minimum Maximum Between- Component Variance

Lower Bound Upper Bound Lower Bound Upper Bound Lower Bound Upper Bound Lower Bound Upper Bound Lower Bound
moke 50 ppm 3 65.1933 8.64212 4.98953 43.7251 86.6615 55.54 72.21

100 ppm 3 73.7667 7.65808 4.42140 54.7429 92.7904 66.38 81.67
500 ppm 3 81.1367 9.78162 5.64742 56.8378 105.4356 72.41 91.71
Total 9 73.3656 10.24716 3.41572 65.4889 81.2422 55.54 91.71
Model Fixed Effects 8.73714 2.91238 66.2392 80.4919

Random Effects 4.60681 53.5440 93.1871 38.22229
kem 50 ppm 3 80.3267 9.05690 5.22900 57.8281 102.8253 73.05 90.47

100 ppm 3 79.8700 3.85781 2.22731 70.2867 89.4533 75.44 82.49
500 ppm 3 75.7833 11.84543 6.83896 46.3577 105.2090 64.98 88.45
Total 9 78.6600 8.00000 2.66667 72.5107 84.8093 64.98 90.47
Model Fixed Effects 8.89240 2.96413 71.4070 85.9130

Random Effects 2.96413(a) 65.9064(a) 91.4136(a) -20.09972
chaba 50 ppm 3 98.6233 4.49213 2.59353 87.4643 109.7824 95.24 103.72

100 ppm 3 79.2933 4.88142 2.81829 67.1672 91.4194 73.76 82.99
500 ppm 3 71.2800 3.14103 1.81348 63.4772 79.0828 67.79 73.88
Total 9 83.0656 12.71450 4.23817 73.2923 92.8388 67.79 103.72
Model Fixed Effects 4.23767 1.41256 79.6092 86.5220

Random Effects 8.11556 48.1471 117.9840 191.60076
a Warning: Between-component variance is negative. It was replaced by 0.0 in computing this random effects measure.

VO
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ตารางท่ี ง.4 เปรียบเทียบความแตกต่างของประสิทธิภาพการย่อยสลายVเแนนทรีนของจุลินทรีย์ บนผิว
ใบโมก เข็มและชบา โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนโดยวิธี one -  way ANOVA ท่ีระดับ
นัยสำคัญ 0.05 (เปรียบเทียบโดยใช้ชนิดของไม้ประดับเป็นเกณฑ์) ต่อ

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dfl df2 Sig.

moke .145 2 6 .868
kem 1.466 2 6 .303
chaba .577 2 6 .590

A N O V A

Sum of 
Squares df Mean Square F Sig.

moke Between Groups 382.009 2 191.004 2.502 .162
j Within Groups 458.025 6 76.338

Total 840.034 8
kem Between Groups 37.551 2 18.776 .237 .796

Within Groups 474.449 6 79.075
Total 512.000 8

chaba Between Groups 1185.520 2 592.760 33.008 .001
Within Groups 107.747 6 17.958
Total 1293.267 8
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Post Hoc Test

Homogeneous Subsets

โม ก

D uncan3

concentration

N
Subset for 

alpha =  .05

1 1

5 0 0  ppm 3 75 .783 3

100 ppm 3 7 9 .8 7 0 0

5 0  ppm 3 80 .326 7

Sig. .566

M e a n s  fo r  g ro u p s  in  hom o ge ne o u s  subse ts are d isp la y e d , 

a. U se s  H a rm o n ic  M e a n  S a m p le  S iz e  = 3 .000 .

เข ็ม

D uncan3

concentration

N
Subset for 

alpha =  .05

1 1

5 0  ppm 3 65 .193 3
100 ppm 3 73 .7 6 6 7

5 0 0  ppm 3 81.1367

Sig. .074

M e a n s  fo r  g ro u p s  in  hom o ge ne o u s  subse ts are d isp la y e d , 

a. U se s  H a rm o n ic  M e a n  S a m p le  S iz e  = 3 .000 .

ช บ า
D uncan3

concentration
N Subset for alpha =  .05

1 2 1

5 0 0  ppm 3 71 .280 0
100 ppm 3 79.2933
5 0  ppm 3 98.6233

Sig. .060 1.000

M e a n s  fo r  g ro u p s  in  ho m o ge ne o u s  sub se ts  are  d isp la y e d , 

a. U se s  H a rm o n ic  M e a n  S a m p le  S iz e  =  3 .000 .
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ประวิติผู้เขียนวิทยานิพนธ์

นางสาวนุชนาฎ ทองธรรมชาติ เกิดเมื่อวันที่ 7 กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2519 ที่จังหวัดฉะเชิงเทรา 
สำเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสดรบัณฑิต จากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 
ในปีการศึกษา 2540 และเข้ารับการศึกษาต่อในระดับปริญญามหาบัณฑิต สหสาขาวิชาวิทยาศาสตร ์
สิ่งแวดล้อม บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2548 และสำเร็จการศึกษาในป ี
พ.ศ. 2550
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