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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารส าหรับเลีย้งเช้ือ 
 

1. สูตรอาหารส าหรับเพาะเลีย้งไซยาโนแบคทเีรีย 
 1.1 สูตรอาหาร BG-11 (Blue-Green medium) (Rippka et al., 1979; Stanier et al., 1971) 
  อาหารสูตรน้ีเป็นสูตรอาหารพื้นฐานท่ีเหมาะส าหรับเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียหรือ
สาหร่ายสีเขียวแกมน ้ าเงินทัว่ไป อาหารสูตรน้ีจะใช้วิธีการเตรียมในรูปแบบของ stock medium โดย
น า distilled water ประมาณ 800 มิลลิลิตรท าการเติมสารอาหารดงัตาราง 14 จากนั้นปรับความเป็น
กรดด่างให้มีค่าประมาณ 8.5 และปรับปริมาตรสุดทา้ยให้เท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ย
น่ึงอดัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
 
ตาราง 14 การเตรียม stock solution ของอาหาร BG-11 

No. สารเคมี 
ปริมาณ 

(มิลลลิติรต่อ
ลติร) 

Stock Concentration 
(กรัมต่อ 200 
มิลลลิติร) 

Final 
Concentration 

(มิลลโิมลาร์) 
1 NaNO3 10  30  17.6  
2 K2HPO4 10 0.8  0.23 
3 MgSO4.7H2O 10 1.5  0.3  
4 CaCl2.2H2O 10  0.72  0.24  
5 Citric acid 10 0.12  0.031  
6 Ferric ammonium citrate 10 0.12  0.021  
7 Na2EDTA.2H2O 10 0.02  0.0027  
8 Na2CO3 10 0.4 0.19 
9 BG-11 Trace metals solution 1 - - 
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ตาราง 15 ส่วนประกอบของ BG-11 Trace metals solution 

No. สารเคมี ปริมาณ (กรัมต่อลติร) Final Concentration 
1 H3BO3 2.86 46 mM 
2 MnCl2.4H2O 1.81 9 mM 
3 ZnSO4.7H2O 0.22 0.77 mM 
4 Na2MoO4.2H2O 0.39 1.6 mM 
5 CuSO4.5H2O 0.079 0.3 mM 
6 Co(NO3)2.6H2O 0.0494 0.17 mM 

 
 1.2 สูตรอาหาร MA (Watanabe et al., 2000 อา้งถึง Ichimura, 1979) 
ตาราง 16 ส่วนประกอบของสูตรอาหาร MA 

No. สารเคมี ปริมาณ  
1 Ca(NO3)2.4H2O 5 มิลลิกรัม 
2 KNO3 10 มิลลิกรัม 

3 NaNO3 5 มิลลิกรัม 

4 Na2SO4 4 มิลลิกรัม 

5 MgCl2.6H2O 5 มิลลิกรัม 

6 β-Na2glycerophosphate.5H2O 10 มิลลิกรัม 

7 Na2EDTA 0.5 มิลลิกรัม 

8 FeCl3.6H2O 0.05 มิลลิกรัม 

9 MnCl2.4H2O 0.5 มิลลิกรัม 

10 ZnCl2 0.05 มิลลิกรัม 

11 CoCl2.6H2O 0.5 มิลลิกรัม 

12 Na2MoO4.2H2O 0.08 มิลลิกรัม 

13 H3BO3 2 มิลลิกรัม 

14 Bicine 50 มิลลิกรัม 

15 Distilled water 100 มิลลิลิตร 

 pH 8.6   



 

91 
 

2. สูตรอาหารส าหรับเพาะเลีย้งแบคทีเรีย  

 2.1 Luria Bertani (LB) broth (Ishii et al., 2004) 

  Bacto-tryptone   1.0  กรัม 
  Bacto-yeast extract  0.5  กรัม 
  NaCl    0.5  กรัม 
  Distilled water   100  มิลลิลิตร 
  pH 7.2 

 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยน่ึงอดัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว นาน 15 นาที  

 2.2 Luria Bertani (LB) agar 

  Bacto-tryptone   1.0  กรัม 
  Bacto-yeast extract  0.5  กรัม 
  NaCl    0.5  กรัม 
  Agar    1.5  เปอร์เซ็นต ์
  Distilled water   100  มิลลิลิตร 
  pH 7.2 

 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยน่ึงอดัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว นาน 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

การตรวจวดัการเจริญของไซยาโนแบคทีเรีย 
 

1. การนับจ านวนเซลล์โดยใช้สไลด์ส าหรับนับจ านวน (ยุวดี และฉมาภรณ์, 2546) 
 
หลกัการของสไลดส์ าหรับนบัจ านวนหรือฮีมาไซโตมิเตอร์มีดงัต่อไปน้ี 
 ส่ีเหล่ียมจตุัรัสขนาดใหญ่ตรงกลางมีพื้นท่ี   1 ตารางมิลลิเมตร 
 ภายในส่ีเหล่ียมจตุัรัสขนาดใหญ่จะมีช่องใหญ่จ านวน  25 ช่องใหญ่ 
 ภายในช่องใหญ่แต่ละช่องจะมีตารางเล็กจ านวน  16 ตาราง 
 ดงันั้นส่ีเหล่ียมจตุัรัสขนาดใหญ่จะมีตารางเล็กจ านวน = 25 x 16  
        = 400 ตาราง 
 ท าการนบัเซลลท์ั้งหมดจ านวน   9  ช่องใหญ่ 
 เน้ือท่ีในช่องใหญ่แต่ละช่องจะมี   16 / 400  ตารางมิลลิเมตร 
 
 ตัวอย่างเช่น ท าการนบัเซลลข์อง Microcystis sp. ใน 9 ช่องใหญ่ไดจ้  านวน 298 เซลล ์
 ดงันั้นในพื้นท่ี (9 x 16) / 400 ตารางมิลลิเมตรมีจ านวนเซลล์  298 เซลล ์
 ใน 1 ตารางมิลลิเมตรมีจ านวนเซลล์  = (298 x 1 x 400) / (9 x 16) 
       = 119,200  / 144 เซลล ์
       = 828  เซลล ์
 ฮีมาไซโตมิเตอร์มีความลึก   = 0.01  มิลลิเมตร 
 ใน 1 x 0.01 ลูกบาศกมิ์ลลิเมตร มีจ านวนเซลล ์ = 828   เซลล ์
 ใน 1 ลูกบาศกมิ์ลลิเมตร มีจ านวนเซลล ์  = (828 x 1) / (1 x 0.01) 
       = 82,800  เซลล ์
 ใน 1 มิลลิลิตร (ลูกบาศกเ์ซนติเมตร) จะมีจ านวนเซลล ์ 828,000  เซลล ์
 
 ดงันั้นในตวัอยา่งจะมีจ านวนเซลลข์อง Microcystis sp. เท่ากบั 8.28 x 105 เซลลต่์อมิลลิลิตร 
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วธีิการใช้สไลด์ส าหรับนับจ านวน 
 ท  าการหยดน ้ าตวัอย่างท่ีมีเซลล์ของ Microcystis sp. ท่ีผสมให้เขา้กนัดว้ย vortex mixer แล้ว 
ลงบนตารางส่ีเหล่ียมจตุัรัสขนาดใหญ่ตรงกลางแล้วปิดทบัด้วยกระจ าปิดสไลด์ น ้ าตวัอย่างท่ีเกิน
ปริมาตรของสไลด์จะไหลลงร่องเล็กๆ ตรงกลางสไลด์ จากนั้นใช้กระดาษเช็ดน ้ าส่วนเกินน้ีออก
เพื่อใหเ้ซลลข์อง Microcystis sp. อยูก่บัท่ี โดยสไลดส์ าหรับนบัจ านวนจะประกอบดว้ย 2 สเกล ท าการ
นบัทีละสเกลแลว้น าค่าท่ีไดท้ั้ง 2 สเกลมาหาค่าเฉล่ีย 

 

ภาพ 34 ลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ของสไลดส์ าหรับนบัจ านวน 
ทีม่า : http://www.di.uq.edu.au/sparqhaemocytometer 

2. การนับจ านวนเส้นสายด้วยวธีิการนับทั้งสไลด์  

 การนับจ านวน เส้นสายของ  Dolichospermum sp. จะใช้วิ ธีก ารนับทั้ งสไลด์  โดยใช ้
ไมโครปิเปตดูดเอาน าน ้ าตวัอย่างท่ีมีไซยาโนแบคทีเรียอยูป่ริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลด์
แลว้ปิดทบัด้วยกระจกปิดสไลด์ จากนั้นน ามานับจ านวนเส้นสายภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบเลนส์
ประกอบ แลว้ค านวณกลบัใหอ้ยูใ่นหน่วย เส้นสายต่อมิลลิลิตร ดงัสูตรต่อไปน้ี 

จ  านวนเส้นสายต่อมิลลิลิตร = จ านวนเส้นสายท่ีนบัไดใ้น 20 ไมโครลิตร x 50 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานของการตรวจวัดปริมาณสารพิษไมโครซิสตินโดยใช้ Microcystest ของบริษัท 
Zeulab S.L.  
 

 
 

2. กราฟมาตรฐานของจ านวนเซลล์แบคทเีรียไอโซเลท WMK06 
 

 

y = -0.775ln(x) + 1.0812
R² = 0.9958
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ภาคผนวก ง 
 

น า้ยาดองรักษาสภาพ 
 

Lugol’s solution (Greenberg et al., 1992) 
 Lugol’s solution เป็นสารละลายท่ีใช้ในการรักษาสภาพเซลล์ โดยใชส้ารละลายปริมาตร 0.3 
มิลลิลิตรต่อน ้ าตวัอย่างปริมาตร 100 มิลลิลิตรและท าการเก็บตวัอย่างให้พน้แสง สามารถเก็บรักษา
ตวัอยา่งไวไ้ดน้านเป็นเดือนหรือเป็นปี  
 
วธีิการเตรียม 
 ละลาย potassium iodide (KI) ปริมาณ 20 กรัม และผลึกไอโอดีน ปริมาณ 10 กรัม ในน ้ า
ปริมาตร 200 มิลลิลิตรท่ีเติม gracial acetic acid ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นท าการปรับความเป็น
กรดด่างดว้ย sodium acetate จนกระทัง่สารละลายมีความเป็นกรดด่างเป็นกลาง 
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ภาคผนวก จ 
 

ผลการวเิคราะห์ทางสถิติ 
 

1. การคัดกรองแบคทเีรียทีม่ีประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญของไซยาโนแบคทเีรีย 
 1.1 การคดักรองแบคทีเรียท่ีสามารถควบคุม Dolichospermum sp. AARL C014 

  1.1.1 วนัท่ี 0 ของการทดลอง 
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1.1.2 วนัท่ี 3 ของการทดลอง 

 

 

 

  1.1.3 วนัท่ี 7 ของการทดลอง 
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 1.2 การคดักรองแบคทีเรียท่ีสามารถควบคุม Microcystis sp. AARL C028 

  1.2.1 วนัท่ี 7 ของการทดลอง 
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  1.2.2 วนัท่ี 14 ของการทดลอง 
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2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมบางประการของแบคทีเรียในการควบคุมการเจริญของไซยาโน
แบคทเีรีย 

 2.1 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการควบคุม Dolichospermum sp. AARL C014 โดย
แบคทีเรียไอโซเลท WMK06 

  2.1.1 ความเป็นกรดด่าง 

   2.1.1.1 วนัท่ี 0 ของการทดลอง 
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   2.1.1.2 วนัท่ี 3 ของการทดลอง 

 

 

 

  2.1.2 อุณหภูมิ 

   2.1.2.1 วนัท่ี 0 ของการทดลอง 
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   2.1.2.2 วนัท่ี 3 ของการทดลอง 
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 2.2 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการควบคุม Microcystis sp. AARL C028โดยแบคทีเรีย 
ไอโซเลท WMK06 

  2.2.1 ความเป็นกรดด่าง 

   2.2.1.1 วนัท่ี 0 ของการทดลอง 

 

 

 

   2.2.1.2 วนัท่ี 7 ของการทดลอง 
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   2.2.1.3 วนัท่ี 14 ของการทดลอง 
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  2.2.2 อุณหภูมิ 

   2.2.2.1 วนัท่ี 0 ของการทดลอง 

 

 

 

   2.2.2.2 วนัท่ี 7 ของการทดลอง 
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   2.2.2.3 วนัท่ี 14 ของการทดลอง 

 

 

 



 

107 
 

ภาคผนวก ฉ 
 

ข้อมูลการทดลองการคดักรองแบคทีเรีย 
 

1. การคัดกรองแบคทเีรียทีส่ามารถควบคุม Dolichospermum sp. AARL C014 
  
ตาราง 17 จ ำนวนเส้นสำย (104 เส้นสำยต่อมิลลิลิตร) และค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 750 
นำโนเมตร ของ Dolichospermum sp. AARL C014 โดยแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้
 

ไอโซเลท 
OD750 จ านวนเส้นสาย (104 เส้นสายต่อมิลลลิติร) 

วนัที ่0 วนัที ่3 วนัที ่7 วนัที ่0 วนัที ่3 วนัที ่7 
Control 0.091 0.121 0.108 2.487 3.527 5.584 

WMK01 0.204 0.147 0.121 2.486 0.182 0.120 
WMK02 0.227 0.501 0.392 2.513 0.554 0.367 
WMK03 0.119 0.289 0.195 2.534 0.233 0.154 
WMK04 0.147 0.514 0.423 2.521 0.255 0.193 
WMK05 0.154 0.558 0.492 2.469 0.185 0.111 
WMK06 0.219 0.224 0.080 2.462 0.000 0.000 
WMK07 0.125 0.379 0.353 2.534 0.038 0.004 
WMK08 0.116 0.392 0.383 2.480 0.151 0.627 
WMK09 0.149 0.420 0.435 2.476 0.195 0.155 
WMK10 0.099 0.535 0.566 2.435 0.193 0.147 
SCM01 0.112 0.339 0.294 2.511 0.201 0.200 
SCM02 0.332 0.369 0.268 2.507 0.245 0.215 
SCM03 0.164 0.528 0.461 2.523 0.267 0.199 
SCM04 0.119 0.513 0.437 2.476 0.356 0.278 
SCM05 0.103 0.386 0.344 2.432 0.253 0.194 
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ตาราง 17 (ต่อ) 
 

ไอโซเลท 
OD750 จ านวนเส้นสาย (104 เส้นสายต่อมิลลลิติร) 

วนัที ่0 วนัที ่3 วนัที ่7 วนัที ่0 วนัที ่3 วนัที ่7 
SCM06 0.104 0.389 0.342 2.496 0.302 0.258 
SCM07 0.115 0.376 0.347 2.455 0.295 0.205 
SCM08 0.152 0.382 0.267 2.497 0.339 0.267 
SCM09 0.164 0.535 0.350 2.476 0.401 0.302 
SCM10 0.102 0.511 0.276 2.505 0.396 0.294 
SCM11 0.221 0.432 0.327 2.493 0.319 0.256 
SCM12 0.155 0.502 0.422 2.521 0.293 0.193 
SCM13 0.110 0.365 0.238 2.462 0.377 0.278 
SCM14 0.123 0.379 0.412 2.479 0.356 0.243 
SCM15 0.103 0.392 0.248 2.467 0.290 0.202 
SCM16 0.171 0.373 0.272 2.491 0.411 0.334 
SCM17 0.107 0.384 0.246 2.476 0.389 0.302 
SCM18 0.112 0.293 0.203 2.456 0.278 0.199 
SCM19 0.156 0.476 0.511 2.502 0.354 0.278 
SCM20 0.138 0.389 0.264 2.462 0.179 0.113 
SCM21 0.125 0.347 0.236 2.469 0.133 0.082 
SCM22 0.156 0.391 0.279 2.571 0.223 0.179 
SCM23 0.176 0.412 0.269 2.476 0.279 0.211 
SCM24 0.151 0.313 0.232 2.480 0.004 0.005 
SCM25 0.177 0.376 0.334 2.477 0.235 0.176 
SCM26 0.201 0.335 0.299 2.900 0.215 0.159 
SCM27 0.217 0.226 0.221 2.534 0.004 0.000 
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2. การคัดกรองแบคทเีรียทีส่ามารถควบคุม Microcystis sp. AARL C028 
 
ตาราง 18 จ ำนวนเซลล์  (104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) และค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 750 
นำโนเมตร ของ Microcystis sp. AARL C028โดยแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้
 

ไอโซเลท 
OD750 จ านวนเซลล์ (104 เซลล์ต่อมิลลลิติร) 

วนัที ่0 วนัที ่3 วนัที ่7 วนัที ่0 วนัที ่3 วนัที ่7 
Control 0.107 0.198 0.263 0.131 1.630 1.736 

WMK01 0.107 0.276 0.244 0.131 1.869 1.541 
WMK02 0.107 0.246 0.313 0.131 1.558 2.241 
WMK03 0.107 0.257 0.300 0.131 1.668 2.115 
WMK04 0.107 0.231 0.204 0.131 1.408 1.128 
WMK05 0.107 0.273 0.205 0.131 1.838 1.135 
WMK06 0.107 0.201 0.167 0.131 1.101 0.749 
WMK07 0.107 0.235 0.244 0.131 1.446 1.538 
WMK08 0.107 0.214 0.222 0.131 1.234 1.316 
WMK09 0.107 0.264 0.279 0.131 1.746 1.893 
WMK10 0.107 0.320 0.307 0.131 2.317 2.187 
SCM01 0.107 0.297 0.351 0.131 2.078 2.634 
SCM02 0.107 0.268 0.199 0.131 1.780 1.080 
SCM03 0.107 0.347 0.269 0.131 2.590 1.794 
SCM04 0.107 0.359 0.375 0.131 2.713 2.884 
SCM05 0.107 0.330 0.269 0.131 2.419 1.797 
SCM06 0.107 0.231 0.325 0.131 1.408 2.364 
SCM07 0.107 0.263 0.315 0.131 1.733 2.269 
SCM08 0.107 0.300 0.280 0.131 2.115 1.910 
SCM09 0.107 0.279 0.364 0.131 1.897 2.767 
SCM10 0.107 0.303 0.323 0.131 2.146 2.351 
SCM11 0.107 0.241 0.301 0.131 1.504 2.122 
SCM12 0.107 0.283 0.222 0.131 1.941 1.309 
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ตาราง 18  (ต่อ) 
 

ไอโซเลท 
OD750 จ านวนเซลล์ (104 เซลล์ต่อมิลลลิติร) 

วนัที ่0 วนัที ่3 วนัที ่7 วนัที ่0 วนัที ่3 วนัที ่7 
SCM13 0.107 0.389 0.197 0.131 3.024 1.056 
SCM14 0.107 0.256 0.215 0.131 1.664 1.244 
SCM15 0.107 0.223 0.294 0.131 1.319 2.047 
SCM16 0.107 0.270 0.300 0.131 1.808 2.112 
SCM17 0.107 0.269 0.237 0.131 1.791 1.463 
SCM18 0.107 0.311 0.174 0.131 2.228 0.821 
SCM19 0.107 0.283 0.245 0.131 1.941 1.552 
SCM20 0.107 0.420 0.278 0.131 3.345 1.883 
SCM21 0.107 0.233 0.325 0.131 1.425 2.368 
SCM22 0.107 0.365 0.313 0.131 2.774 2.241 
SCM23 0.107 0.359 0.278 0.131 2.716 1.890 
SCM24 0.107 0.308 0.176 0.131 2.197 0.841 
SCM25 0.107 0.363 0.339 0.131 2.754 2.515 
SCM26 0.107 0.297 0.380 0.131 2.078 2.931 
SCM27 0.107 0.227 0.202 0.131 1.367 1.108 
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