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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารส าหรับเพาะเลีย้งเช้ือ 

 
1. สูตรอาหารส าหรับเพาะเลีย้งไซยาโนแบคทเีรีย 
 1.1 อาหารเล้ียงเช้ือสูตร BG-11 (Stanier et al., 1971; Rippka et al., 1978) 
  NaNO3      1.5  กรัม 
  K2HPO4•3H2O    0.04  กรัม 
  MgSO4•7H2O    0.075  กรัม 
  CaCl2•2H2O    0.036  กรัม 
  Citric acid    0.006  กรัม 
  Ferric ammonium citrate   0.006  กรัม 
  EDTA (disodium salt)   0.001  กรัม 
  Na2CO3     0.02  กรัม 
  Trace metal mix A5   1   มิลลิลิตร 
   H3CO3    0.00286  กรัม 
   MnCl2•4H2O   0.00181  กรัม 
   ZnSO4•7H2O   0.00022  กรัม 
   Na2MoO4•2H2O   0.00039  กรัม 
   CuSO4•5H2O   0.000079 กรัม 
   CO(NO3)2•6H2O   0.0000494  กรัม 
  Distilled water ปรับปริมาตรเป็น  1000  มิลลิลิตร 
 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือโดยใชห้มอ้น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์
ต่อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
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 1.2 อาหารเล้ียงเช้ือสูตร BG-11 ปราศจากไนเตรท 
         Stock solotion 
  K2HPO4        10 mL/L    0.8 g/200 mL 
  MgSO4•7H2O     10 mL/L 0.15 g/200 mL 

CaCl2•2H2O    10 mL/L 0.72 g/200 mL 
Citric Acid•H2O    10 mL/L 0.12 g/200 mL 
Na2EDTA•2H2O    10 mL/L 0.12 g/200 mL 
Na2CO3     10 mL/L 0.02 g/200 mL 
BG-11 Trace Metals Solution  1 mL/L   0.4 g/200 mL 
Sodium Thiosulfate Pentahydrate  1 mL/L  49.6 g/200 mL 
Distilled water ปรับปริมาตรเป็น  1000 มิลลิลิตร 

 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือโดยใชห้มอ้น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์
ต่อตารางน้ิว นาน 15 นาที โดยอาหารเล้ียงเช้ือสูตรน้ีจะใช้ส าหรับเพาะเล้ียงเช้ือตั้งตน้ของไซยาโน
แบคทีเรียในสกุล Cylindrospermopsis sp. C013 และ Dolichospermum sp. C014 
 
2. สูตรอาหารส าหรับเพาะเลีย้งแบคทีเรีย  
 2.1 Mineral salt medium (Ibranhim et al., 2013) 
  K2HPO4    1.8  กรัม 
  KH2PO4    1.2 กรัม 
  NH4Cl    4.0 กรัม 
  MgSO4·7H2O   0.2 กรัม 
  Sodium chloride   0.1 กรัม 
  FeSO4·7H2O   0.01 กรัม 
  Distilled water   1,000 มิลลิลิตร 
 น ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือโดยใชห้มอ้น่ึงควำมดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนั 15 ปอนด์
ต่อตำรำงน้ิว นำน 15 นำที 
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 2.2 Luria Bertani broth (Ishii et al., 2004)    
  Bacto - tryptone    10      กรัม 
  Bacto - yeast extract   5         กรัม 
  NaCl     5         กรัม 
  Distilled water    1,000  มิลลิลิตร  
 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือโดยใชห้มอ้น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์
ต่อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
 
 2.3 Luria Bertani Agar 
  Tryptone    10 กรัม 
  Yeast extract    5 กรัม 
  NaCl     5 กรัม 
  Agar     1.5 เปอร์เซ็นต ์
  Distilled water    1000 มิลลิลิตร 
 น าไปน่ึงฆ่าเช้ือโดยใชห้มอ้น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์
ต่อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีส าหรับท าไมโครซิสตนิให้บริสุทธ์ิ 

 
 1. สารละลาย A (Saito et al., 2002) 
  4-morpholine ethanesulfonic acid- 10.66  กรัม  
  2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES) 
  Deionized water    400  มิลลิลิตร 
  Ethanol     200  มิลลิลิตร 
  ปรับปริมาตรสุดทา้ยใหเ้ป็น 1,000 มิลลิลิตร ดว้ย dionized water 
  pH     5.5 
 ละลาย MES 10.66 กรัม ใน deionized water ปริมาตร 400 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เท่ากบั 5.5 
ดว้ยสารละลาย KOH จากนั้นเติม ethanol 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทา้ยให้เป็น 1,000 มิลลิลิตร 
ดว้ย deionized water 
 
2. สารละลาย B (Saito et al., 2002) 
  4-morpholine ethanesulfonic acid- 10.66  กรัม  
  2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES) 
  Deionized water    500  มิลลิลิตร 
  Sodium chloride (NaCl)   58.5  กรัม 
  Ethanol     200  มิลลิลิตร 
  ปรับปริมาตรสุดทา้ยใหเ้ป็น 1,000มิลลิลิตร ดว้ย deionized water 
  pH     5.5 
 ละลาย MES 10.66 กรัมใน deionized water 500 มิลลิลิตร เติม NaCl 58.5 กรัม ผสมสารละลาย
ให้เขา้กนั ปรับ pH เท่ากบั 5.5 ดว้ยสารละลาย KOH จากนั้นเติม ethanol 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร
สุดทา้ยใหเ้ป็น 1,000 มิลลิลิตร ดว้ย deionized water 
 



 
 

103 
 

3. Potassium hydroxide (KOH) Solution (ใชส้ ำหรับปรับ pH)  
  KOH      56   กรัม  
  Deionized water    1,000   มิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ค 

การวเิคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ของยนีส์ 16s rRNA 

 

 1. การสกดั genomic DNA ของแบคทเีรียด้วย TIANamp Bacteria DNA Kit  
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2. การเพิม่ปริมาณล าดับนิวคลโีอไทด์บริเวณ 16S rRNA ยนี ด้วย Polymerase Chain Reaction 
  
ตารางที ่13 ส่วนประกอบในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสของ BIOTAQTM DNA polymerase 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µL) 
10x NH4 reaction buffer 2.5 
50 mM MgCl2 solution 1.5 
100 mM dNTP Mix 0.5 
BIOTAQ 0.5 
Primer 27F (10 µM) 1 
Primer 1525R (10 µM) 1 
DNA template 3 
Distilled water 15 
ปริมาตรรวม 25 

ตารางที ่14 สภาวะท่ีใชใ้นการท าพีซีอาร์ของยนี 16s rRNA 
ขั้นตอน อุณหภูมิ  เวลา  

Pre denaturation 94 องศาเซลเซียส 2 นาที 
Denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
Annealing 55 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
Extension 72 องศาเซลเซียส 30 วนิาที 
Cycles 35 รอบ - 
Final extension 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 
Hold  4 องศาเซลเซียส ∞ 

ตารางที ่15 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ 27F และ 1492R 
ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลโีอไทด์ 5´-3´ 
27F 5´ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3´ 
1492R 5´ GGYTACCTTGTTACGACTT 3´ 
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ภาคผนวก ง 

ตาราง และกราฟผลการทดลองเพิม่เตมิ 

 

 1. การควบคุมไซยาโนแบคทเีรียด้วย Bacillus sp. AK3 

ตารางที ่16 ร้อยละการยบัย ั้งการเจริญของไซยาแบคทีเรียโดย Bacillus sp. AK3 
สกุลของไซยาโนแบคทเีรีย % การยบัยั้งการเจริญของไซยาโนแบคทเีรีย 

ช่ัวโมงที ่0 ช่ัวโมงที ่12 ช่ัวโมงที ่24 ช่ัวโมงที ่36 

Cylindrospermopsis 0 100.00  100.00 100.00 

Dolichospermum 0 56.23±0.36 100.00 100.00 

Microcystis 0 50.11±9.01 96.72±0.52 100.00 

 
 

2. กลไกการท างานของ Bacillus sp. AK3 ในการควบคุมไซยาโนแบคทเีรีย 

ตารางที ่17 จ านวนเซลลข์อง Microcystis sp. C028 เม่ือควบคุมดว้ยส่วนของเหลว (supernatant) และ
ตะกอนเซลล ์(cell pellets) ของ Bacillus sp. AK3  

ชุดการทดลอง จ านวนเซลล์ของ Microcystis sp. C028 (×105 cells/mL) 

ช่ัวโมงที ่0 ช่ัวโมงที ่12 ช่ัวโมงที ่24 ช่ัวโมงที ่36 ช่ัวโมงที ่48 

Control 30.34  40.74±4.88A 51.29±5.16A 61.11±5.29A 67.96±1.95A 
Control LB 30.34  37.31±2.57AB 49.49±3.46A 58.84±3.25A 66.62±2.15A 
Cell pellets 30.34 29.67±2.25BC 8.42±3.09B 3.70±1.61B 3.14±0.98B 
Supernatant 30.34 27.87±0.90C 7.05±0.66B 2.74±1.01B 1.48±0.65B 
Bacterial culture 30.34 11.99±2.78D 6.80±0.55B 1.01±0.31B 0.00±0.00B 

หมายเหตุ : ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงถึงความแตกต่างทางสถิติท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
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ตารางที ่18 ร้อยละการยบัย ั้งการเจริญของ Microcystis sp. C028 เม่ือควบคุมดว้ยส่วนของเหลว 
(supernatant) และตะกอนเซลล ์(cell pellets) ของ Bacillus sp. AK3 

ชุดการทดลอง % การยบัยั้งการเจริญของ Microcystis sp. C028 

ช่ัวโมงที ่0 ช่ัวโมงที ่12 ช่ัวโมงที ่24 ช่ัวโมงที ่36 ช่ัวโมงที ่48 

Cell pellets 0.00 27.17±5.54 83.58±6.03 93.95±2.65 95.37±1.45 
Supernatant 0.00 31.59±2.22 86.25±1.29 95.51±1.66 97.82±0.97 
Bacterial culture 0.00 70.58±2.78 86.74±0.56 98.34±0.32 100.00  

 

3. การเจริญเติบโตของไซยาโนแบคทเีรียในสภาวะทีม่ี pH และอุณหภูมิแตกต่างกนั 

 

ภาพที ่42 การเจริญเติบโตของ Cylincrospermopsis sp. C013, Dolichospermum sp. C014 และ 
Microcystis sp. C028 ในสภาวะท่ีมี pH ต่างกนั ในวนัท่ี 7 ของการทดลอง 
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ภาพที ่43 การเจริญเติบโตของ Cylincrospermopsis sp. C013, Dolichospermum sp. C014 และ 
Microcystis sp. C028 ในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิต่างกนั ในวนัท่ี 7 ของการทดลอง 

 

4. กราฟการเจริญเติบโตของ Bacillus sp. AK3  

 

ภาพที ่44 กราฟการเจริญเติบโตของ Bacillus sp. AK3 ในอาหาร LB broth ท่ีอุณหภูมิห้อง 
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5. กราฟมาตรฐาน microcystin-RR 

 
ภาพที ่45 กราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของ microcystin-RR กบัพื้นท่ีใต ้peak ของ 

โครมาโทแกรมท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ดว้ย HPLC 
 

6. การตรึงแบคทเีรียบนวสัดุแก้วพรุนแบบลอยน า้ 

ตารางที ่19 จ านวนของ Bacillus sp. AK3 ท่ีเกาะติดบนวสัดุแกว้พรุนแบบลอยน ้า ในการทดลองแปร
ผนัระยะเวลาในการตรึงเซลลแ์บคทีเรียบนวสัดุแกว้พรุนแบบลอยน ้า 

ช่ัวโมงที่ จ านวนของ Bacillus sp. AK3 ทีเ่กาะติดบนวสัดุแก้วพรุน  
(×108 CFU/g) 

เฉลีย่ 

ซ ้าที ่1 ซ ้าที ่2 ซ ้าที ่3 

0 0.0 0.0 0.0 0.00±0.00 A 
6 2.9 0.8 2.0 1.90±1.05 AB 

12 4.8 3.4 4.0 4.07±0.70 BC 
18 8.6 6.4 6.0 7.00±1.40 CD 
24 10.8 9.2 13.0 11.00±1.91 DE 
30 8.8 11.6 13.0 11.13±2.14 E 
48 9.4 12.6 12.0 11.33±1.70 E 

หมายเหตุ : ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีแตกต่างกนั แสดงถึงความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 
95% 

y = 0.2282x + 0.0618
R² = 0.9984
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7. การควบคุมไซยาโนแบคทเีรียด้วยแบคทเีรียเซลล์อสิระ และเซลล์ทีถู่กตรึงบนวสัดุแก้วพรุน 

ตารางที ่20 จ านวนเซลลข์อง Microcystis sp. C028 ในการทดลองใช ้Bacillus sp. AK3 แบบเซลล์
อิสระ และเซลลท่ี์ตรึงบนวสัดุแกว้พรุน ในการควบคุม Microcystis sp. C028 

ชุดการทดลอง จ านวนเซลล์ของ Microcystis sp. C028 (×105 cells/mL) 

วนัที ่0 วนัที ่1 วนัที ่2 วนัที ่3 วนัที ่4 

Control 26.62±1.85 31.39±1.05A 35.09±3.75A 36.80±2.41A 38.61±3.12A 

Control + porous glass 27.68±0.42 31.71±0.52A 32.59±2.36A 35.92±1.05A 37.12±0.70A 

Immobilized-AK3 bacteria 29.90±0.21 9.63±2.94C 1.89±0.21B 0.00±0.00B 0.00±0.00B 

AK3 free cells 27.40±1.67 23.75±1.54B 30.41±1.64A 33.47±0.42A 34.30±1.32A 

หมายเหตุ : ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงถึงความแตกต่างทางสถิติท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
 
 
ตารางที ่21 ร้อยละการยบัย ั้งการเจริญของ Microcystis sp. C028 โดย Bacillus sp. AK3 แบบเซลล์

อิสระ และเซลลท่ี์ตรึงบนวสัดุแกว้พรุน 
ชุดการทดลอง % การยบัยั้งการเจริญของ Microcystis sp. C028 

วนัที ่1 วนัที ่2 วนัที ่3 วนัที ่4 

AK3 free cells 24.34±4.92 13.32±4.66 9.06±1.13 11.15±3.43 
Immobilized-AK3 bacteria 69.33±9.38 94.60±0.61 100.00±0.00 100.00±0.00 
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8. ความเข้มข้นของเซลล์แบคทเีรียต่อประสิทธิภาพในการควบคุมไซยาโนแบคทเีรีย 

ตารางที ่22 จ านวนเซลลข์อง Microcystis sp. C028 เม่ือควบคุมดว้ยแบคทีเรียเซลลอิ์สระท่ีความ
เขม้ขน้ต่าง ๆ 

ชุดการทดลอง จ านวนเซลล์ของ Microcystis sp.C028 (×105 cells/mL) 

ช่ัวโมงที ่0 ช่ัวโมงที ่12 ช่ัวโมงที ่24 ช่ัวโมงที ่36 ช่ัวโมงที ่48 

Control 28.05±0.91 48.14±3.83 60.18±2.24 62.73±0.39 87.73±2.12 
AK3 cells (OD=1.0) 28.33±0.77 42.36±4.17 55.55±4.81 46.06±5.31 70.83±4.34 
AK3 cells (OD=1.5) 28.58±0.93 41.20±2.12 54.16±1.20 46.75±3.14 50.69±2.08 
AK3 cells (OD=2.0) 28.93±1.50 33.19±1.39 28.33±2.78 16.53±3.49 3.19±1.57 
AK3 cells (OD=2.5) 29.35±0.85 32.40±3.17 23.38±3.27 6.91±1.18 1.39±0.48 

 

ตารางที ่23 ร้อยละการยบัย ั้งการเจริญของ Microcystis sp. C028 เม่ือควบคุมดว้ยแบคทีเรียเซลลอิ์สระ
ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 

ชุดการทดลอง % การยบัยั้งการเจริญของ Microcystis sp. C028 
ช่ัวโมงที ่24 ช่ัวโมงที ่48 

AK3 cells (OD=1.0) 7.69±7.99 19.26±4.94 
AK3 cells (OD=1.5) 10.00±2.00 42.22±2.37 
AK3 cells (OD=2.0) 52.93±4.61 96.37±1.79 
AK3 cells (OD=2.5) 61.16±5.43 98.42±0.55 
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9. การใช้แบคทีเรียที่ตรึงบนวสัดุแก้วพรุนแบบลอยน ้า ในการควบคุม Microcystis spp. และย่อยสลาย
ไมโครซิสตินจากธรรมชาติ ในคอลมัน์แก้วปริมาตร 10 ลติร 

ตารางที ่24 จ านวนเซลลข์อง Microcystis spp. ระยะเวลา 8 วนัของการทดลอง 
วนัที่ จ านวนเซลล์ของ Microcystis spp. (×105 cells/mL) 

Control Treatment 

0 67.40±7.47 A 64.35±1.29 A 
1 71.39±3.80 AB 68.61±6.86 A 
2 71.66±5.71 AB 61.39±4.00 A 
3 66.06±2.24 A 52.08±5.41 AB 
4 72.91±5.96 AB 30.64±14.27 BC 
5 65.64±4.24 A 24.21±12.45 C 
6 75.88±9.92 AB 18.75±6.32 C 
7 76.29±6.60 AB 22.50±8.25 C 
8 87.49±7.70 B 15.41±5.33 C 

หมายเหตุ : ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงถึงความแตกต่างทางสถิติท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
 
ตารางที ่25 ปริมาณ Chlorophyll-a ของ Microcystis sp. C028 ในระยะเวลา 8 วนัของการทดลอง 

วนัที่ ปริมาณ Chlorophyll-a (mg/L) 

Control Treatment 

0 1.21±0.15 A 1.13±0.00 A 
2 1.65±0.00 AB 1.46±0.11 A 
4 1.55±0.28 AB 0.69±0.08 B 
6 2.30±0.31 BC 0.58±0.03 B 
8 2.50±0.06 C 0.50±0.16 B 

หมายเหตุ : ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงถึงความแตกต่างทางสถิติท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
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ตารางที ่26 ปริมาณ microcystin-RR ท่ีละลายในน ้า ในระยะเวลา 8 วนัของการทดลอง 
วนั ปริมาณ microcystin-RR ที่ละลายในน า้ (µg/L) 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

0 0.00 A 0.00 A 
1 0.00 A 0.00 A 
2 0.24±0.05 AB 0.41±0.12 BC 
3 0.38±0.03 BC 0.59±0.08 C 
4 0.43±0.06 BC 0.48±0.12 C  
5 0.49±0.09 BC 0.38±0.04 BC 
6 0.49±0.07 C 0.42±0.04 BC 
7 0.52±0.03 C 0.36±0.06 BC 
8 0.51±0.04 C 0.2±0.17 AB 

หมายเหตุ : ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงถึงความแตกต่างทางสถิติท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
 
 

ตารางที ่27 ปริมาณ microcystin-RR รวม ของ Microcystis spp. ในวนัท่ี 8 ของการทดลอง 
Microcystin-RR ปริมาณ microcystin-RR (µg/L) 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

Total Microcystin-RR 3.36±0.25 0.95±0.25 
Intracellular Microcystin-RR 2.85±0.20 0.75±0.19 
Extracellular Microcystin-RR 0.51±0.04 0.20±0.17 
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ตารางที ่28 จ านวนแบคทีเรียภายในน ้า และภายในวสัดุแกว้พรุน ในระยะเวลา 8 วนัของการทดลอง  
วนัที่ จ านวนแบคทเีรียภายในวสัดุ

แก้วพรุน(×107 CFU/g) 
จ านวนแบคทเีรียภายในน า้ (×107 CFU/mL) 

Control Treatment 

0 97.00±9.17 A 0.08±0.01 A 0.07±0.01 A 
2 38.33±4.16 B 0.06±0.00 AB 4.73±0.92 B 
4 20.73±1.42 C 0.05±0.00 AB 4.53±1.25 BC 
6 18.53±4.94 C 0.03±0.01 B 2.34±0.60 C 
8 19.17±1.66 C 0.04±0.00 B 2.37±0.79 C 

หมายเหตุ : ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงถึงความแตกต่างทางสถิติท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

ตารางที ่29 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องของยนีส์ 16s rRNA ของ Bacillus sp. AK3 ดว้ย
โปรแกรม BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 
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ตารางท่ี 29 (ต่อ)  
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ภาคผนวก จ 

องค์ประกอบเคมีของแก้วพรุนแบบลอยน า้ 

 

 ตารางที ่30 องคป์ระกอบเคมีของส่วนประกอบท่ีใชใ้นการผลิตแกว้พรุนแบบลอยน ้า  
องค์ประกอบ ปริมาณ (ร้อยละ โดยน า้หนัก) 

โซดา-ไลม์ ซิลกิา โดโลไมท์ ไดอะตอมไมท์ 
SiO2 73.85 0.70 78.81 
Al2O3 1.14 0.21 11.28 
Fe2O3 0.13 <0.01 5.40 
CaO 8.82 12.46 0.09 
MgO 3.61 39.74 0.68 
MnO 0.01 N.D. <0.01 
Na2O 11.14 N.D. <0.01 
K2O 0.06 N.D. 0.67 
P2O5 0.01 N.D. 0.12 
TiO2 0.04 N.D. 0.17 
LOI 1.20 46.89 2.75 
รวม 100.00 99.97 100.00 

หมายเหตุ : Loss on Ignition (LOI) = ส่วนท่ีสลายไปเน่ืองจากการเผา 
      Not Detected (N.D.) = ไม่สามารถตรวจพบ 
ท่ีมา : วทิยา (2555) 
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