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บทที ่3 

  อุปกรณ์ และวธีิการวจิยั 

 
3.1 อุปกรณ์ และสารเคมีทีใ่ช้ในการวจัิย  
 3.1.1 ตัวอย่างไซยาโนแบคทเีรีย และแบคทเีรีย 
  1) ไซยาโนแบคทีเรีย Cylindrospermopsis sp. C013, Dolichospermum sp.C014 และ 
Microcystis sp. C028 จากหอ้งปฏิบติัการวจิยัสาหร่ายประยกุต ์ภาควชิาชีววทิยา มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
  2) แบคทีเรีย Bacillus sp. AK3 (ดนุพล, 2558) 
  3) Microcystis spp. จากอ่างแกว้ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ และคูเมืองเชียงใหม่  
 3.1.2 อุปกรณ์ทีใ่ช้เพาะเลีย้งแบคทเีรียและไซยาโนแบคทเีรีย 
  1) ขวดฝาเกลียว 
  2) จานเพาะเช้ือ 
  3) ห่วงถ่ายเช้ือ 
  4) แท่งแกว้เกล่ียเช้ือ (spreader) 
  5) ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
  6) ขวดรูปชมพู ่ขนาด 250, 1000 มิลลิลิตร 
  7) adjustable automatic pipettes และ pipette tip   
  8) ตูถ่้ายเช้ือ (laminar flow) 
  9) เคร่ืองชัง่ทศนิยมสองต าแหน่ง 
  10) หมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) 
  11) เคร่ืองเขยา่ (shaker) อุณหภูมิ 25, 37 องศาเซลเซียส  
  12) ตูบ้่มอุณหภูมิ 25, 30, 35 และ 37 องศาเซลเซียส 
 3.1.3 อาหารเลีย้งเช้ือแบคทเีรีย และไซยาโนแบคทเีรีย (ภาคผนวก ก) 
  1) Luria Bertani broth และ Luria Bertani agar (Ishii et al., 2004) 
  2) BG-11 และ BG-11 ปราศจากไนเตรท (Stanier et al., 1971) 
  3) mineral salt medium (Ibrahim et al., 2013) 
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 3.1.4 อุปกรณ์ทีใ่ช้ทดสอบการควบคุมไซยาโนแบคทเีรียโดยแบคทเีรีย 
  1) ขวดรูปชมพู ่ขนาด 250, 1000 มิลลิลิตร 
  2) จานเพาะเช้ือ 
  3) ห่วงถ่ายเช้ือ 
  4) haemacytometer และ cover glass  
  5) ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
  6) adjustable automatic pipettes และ pipette tip 
  7) กลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ 
  8) pH meter  
  9) เคร่ือง microplate reader  
  10) ตูบ้่มอุณหภูมิ 25, 30, 35, 37 องศาเซลเซียส 
  11) น ้ายา lugol’s solution 

3.1.5 อุปกรณ์ และสารเคมีส าหรับสกดัสารพษิไมโครซิสติน 
 1) 99.99% methanol (RCI Labscan Limited) 
 2) deionized water 
 3) flask ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 4) foil 
 5) เคร่ือง magnetic stirrers 
 6) กระดาษกรอง GF/C glass microfiber filters (Whatman) 
 7) เคร่ือง evaporator 
 8) ขวดสีชา 
 9) เคร่ือง centrifuge 
 10) เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหน่ง 
 11) ชุดเคร่ืองแกว้กรอง 
3.1.6 อุปกรณ์ และสารเคมีส าหรับวเิคราะห์ และท าบริสุทธ์ิไมโครซิสติน 
 1) DEAE-650M resin (Toyopearl, Japan) 
 2) หลอดทดลองแบบฝาเกลียว 
 3) ion-exchange chromatography column 
 4) สารละลาย A (ภาคผนวก ข) 
 5) สารละลาย B (ภาคผนวก ข) 
 6) สารละลาย KOH (ภาคผนวก ข) (RCI Labscan Limited) 
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 7) เคร่ือง UV-visible spectrophotometer 
 8) เคร่ือง high-performance liquid chromatography (HPLC) 
 9) C18 HPLC column (Agilent) 
 10) acetonitrile (RCI Labscan Limited) 
 11) 0.05 M phosphate buffer (KH2PO4) (RCI Labscan Limited) 
 12) phosphoric acid (Merck KGaA) 
 13) สารมาตรฐาน microcystin-RR, -YR (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) และ 

-LR (Kanto Chemical CO., INC.) 
3.1.7 อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการจัดจ าแนกแบคทเีรีย 
 1) ชุดสกดัดีเอน็เอ TIANamp Bacteria DNA Kit (TIAGEN, China) 
 2) ชุดท าบริสุทธ์ดีเอน็เอ GF-1 AmbiClean Kit (Vivantis, Malaysia) 
 3) BioEdit และ MEGA 4.1 programs 
3.1.8 อุปกรณ์ และสารเคมีทีใ่ช้ในการผลติแก้วพรุนแบบลอยน า้ และตรึงเซลล์แบคทเีรีย 
 1) เตาเผาแก๊ส อุณหภูมิ 700 องศาเซลเซียส  
 2) แบบพิมพโ์ลหะทรงกระบอก 
 3) หมอ้บด (pot mill) 
 4) เศษแกว้โซดา-ไลม ์ซิลิกา จากหุน้ส่วนจ ากดั แกว้สิงห์ (2000) ; เกรดการคา้ 
 5) โดโลไมท ์(dolomite) ; เกรดการคา้ 
 6) ไดอะตอมไมท ์(diatomite) ; เกรดการคา้ 
 7) 1% alcian blue solution (Himedia Laboratories Pvt, Ltd.) 
 8) probe sonicator  
3.1.9 อุปกรณ์ติดตามการเปลีย่นแปลงของปัจจัยทางกายภาพ และเคมีบางประการของน า้ 
 1) multiparameter waterproof meter (Hanna Instrument) 
 2) lux meter (Trans Instrument, Singapore) 
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3.2 วธีิการวจัิย 

 

 
 

 3.2.1 การควบคุมไซยาโนแบคทเีรียทีเ่ป็นพษิด้วย Bacillus sp. AK3 
  1) การเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย น าไซยาโนแบคทีเรียทั้ ง 3 สกุลท่ีใช้ในการ
ทดลอง ได้แก่ Cylindrospermopsis sp. C013, Dolichospermum sp. C014 และ Microcystis sp. C028 
มาเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร BG-11 ท่ี pH 8.5 และอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป 
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  2) การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus sp. AK3 ในการควบคุมการเจริญของ 

Cylindrospermopsis sp. C013, Dolichospermum sp. C014 และ Microcystis sp. C028 (ดดัแปลงจาก 
Kang et al., 2012a) 
   2.1) เพาะเล้ียง Bacillus sp. AK3 ในอาหารเล้ียงเช้ือ Luria Bertani (LB) broth 
เป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นปรับความเขม้ขน้ของแบคทีเรียให้มีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 600 นาโนเมตร เท่ากบั 1 (OD600 = 1) และเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย และปรับความเขม้ขน้ของ
เซลลใ์หมี้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร เท่ากบั 0.1 (OD750 = 0.1)  
   2.2) น าแบคทีเรีย และไซยาโนแบคทีเรียมาเพาะเล้ียงร่วมกนัในอาหาร BG-
11 ท่ีมี pH เท่ากบั 7 ปริมาตร 150 มิลลิลิตร โดยใส่แบคทีเรียในอตัราส่วน 5% ของปริมาตรทั้งหมด 
เพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ 120 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยมีชุดควบคุมคือ ชุดท่ีมีเพียง
ไซยาโนแบคทีเรียเจริญอยูใ่นอาหาร BG-11 เท่านั้น  
   2.3) วดัการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียโดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 680 และ 
750 นาโนเมตร (Hua et al., 2009; Somdee et al., 2013) และนบัจ านวนของไซยาโนแบคทีเรียภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ทุก 12 ชัว่โมง จนกวา่จะไม่พบการเจริญของไซยาโนแบคทีเรีย 
  3) ศึกษากลไกของ Bacillus sp. AK3 ในการควบคุม Microcystis sp. C028 (ดดัแปลง
จาก Lin et al., 2016) 
   3.1) การทดลองน้ีได้ใช้ไซยาโนแบคทีเรีย Microcystis sp. C028 ในการ
ทดลอง เน่ืองจากเป็นไซยาโนแบคทีเรียในสกุลท่ีพบได้บ่อยท่ีสุด และเป็นปัญหาส าคญัทางด้าน
ส่ิงแวดลอ้มในแหล่งน ้ าทัว่โลก โดยเพาะเล้ียง Microcystis sp. C028 ในอาหาร BG-11 ท่ี pH 8.5 และ
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จากนั้นปรับความเขม้ขน้ของเซลลใ์หมี้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
750 นาโนเมตร เท่ากบั 0.1 (OD750 = 0.1) 
   3.2) เพาะเล้ียง Bacillus sp. AK3 ในอาหารเล้ียงเช้ือ LB Broth เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง จากนั้น น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที ท่ี 4 ºC นาน 15 นาที และเก็บส่วน
ของเหลว (supernatant) น าไปกรองผ่านแผ่นกรองแบคทีเรียขนาด 0.22 ไมโครเมตร ส่วนตะกอน
เซลล์แบคทีเรีย (cell pellets) น าไปล้างเซลล์ด้วย 0.01 M phosphate buffer saline (PBS) 3 คร้ัง และ
เติม PBS ลงไป เพื่อน ามาทดลองต่อไป 
   3.3) แบ่งชุดการทดลองออกเป็น 3 ชุด ดงัน้ี 1) ส่วนของเหลว (supernatant) 
2) ตะกอนเซลล ์(cell pellets) และ 3) bacteria culture (ไม่ผา่นการป่ันเหวีย่ง และกรอง) โดยก าหนดให้
ความเขม้ขน้ของตะกอนเซลล์แบคทีเรีย มีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เท่ากบั
ความเขม้ขน้ของ bacteria culture ท่ีผา่นการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 48 ชัว่โมง (OD600 ประมาณ 2.0)  
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   3.4) น าชุดการทดลองทั้ง 3 ชุด มาเพาะเล้ียงร่วมกบัไซยาโนแบคทีเรียใน
อาหาร BG-11 โดยใส่ส่วนต่าง ๆ ท่ีได้จากแบคทีเรียในอตัราส่วน 5% ของปริมาตรทั้งหมด 150 
มิลลิลิตร โดยมีชุดควบคุมคือ ไซยาโนแบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียงใน LB broth และ BG-11 ติดตามการเจริญ
ของไซยาโนแบคทีเรียโดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 680 และ 750 นาโนเมตร และนบัจ านวนเซลลข์อง
ไซยาโนแบคทีเรียภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ จนกวา่จะไม่พบการเจริญของไซยาโนแบคทีเรีย 
  4) ผลของ pH และอุณหภูมิ ต่อประสิทธิภาพของ Bacillus sp. AK3 ในการควบคุม
ไซยาโนแบคทเีรีย  
   4.1) เพาะเล้ียง Bacillus sp. AK3 ในอาหารเล้ียงเช้ือ Luria Bertani (LB) broth 
เป็นระยะเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นปรับความเขม้ขน้ของแบคทีเรียให้มีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 600 นาโนเมตร เท่ากบั 1 (OD600 = 1) และเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียทั้ง 3 สกุล ในอาหาร BG-
11 ท่ี pH 8.5 และอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จากนั้นปรับความเขม้ขน้ของเซลล์ให้มีค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร เท่ากบั 0.1 (OD750 = 0.1)  
   4.2) น าแบคทีเรีย และไซยาโนแบคทีเรียมาเพาะเล้ียงร่วมกนัในสภาวะท่ี
แปรผนั pH และอุณหภูมิ ให้แตกต่างกนัคือ pH ท่ี 6, 7, 8 และ 9 และอุณหภูมิท่ี 25, 30 และ 35 องศา
เซลเซียส โดยมีชุดควบคุมคือ ชุดท่ีมีเพียงไซยาโนแบคทีเรียในอาหาร BG-11 และชุดท่ีมีเพียง
แบคทีเรียในอาหาร BG-11 ติดตามการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียโดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 680 
และ 750 นาโนเมตร และนบัจ านวนเซลล์ของไซยาโนแบคทีเรียภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ จนกวา่จะไม่
พบการเจริญของไซยาโนแบคทีเรีย และติดตามการเจริญของแบคทีเรียโดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
600 นาโนเมตร (Somdee et al. 2013)  
 3.2.2 การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายไมโครซิสตินของ Bacillus sp. AK3 
  1) สกดัไมโครซิสติน (ดดัแปลงจากวธีิของ Saito et al., 2003) 
   1.1) เก็บเซลล์ของ Microcystis spp. ท่ีเกิดการเจริญอย่างรวดเร็วบริเวณคู
เมือง จังหวดัเชียงใหม่ และท าให้แห้งด้วยเคร่ือง lyophilizer จากนั้น น าเซลล์แห้งของไซยาโน
แบคทีเรียจ านวน 25 กรัม มาผสมกับ 75% methanol ปริมาตร 250 มิลลิลิตร และกวนด้วยเคร่ือง 
magnetic stirrer เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
   1.2) น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 6,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
20 นาที เก็บส่วนของเหลว (supernatant) ไว ้และน าตะกอนเซลล์มาสกดัซ ้ าอีก 2 คร้ัง จากนั้นน าส่วน
ของเหลวท่ีได้ มากรองด้วยกระดาษกรอง GF/C glass filter (Whatman, USA) และน าสารสกดัไป
ระเหยแห้งด้วยเคร่ือง rotary evaporator ท่ีอ่างน ้ าร้อนอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ภายใตสุ้ญญากาศ 
เก็บสารสกดัใหพ้น้จากแสงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
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  2) ท าบริสุทธ์ิไมโครซิสติน (ดดัแปลงจากวธีิของ Saito et al., 2003) 
  2.1) เตรียมคอลัมน์ ion-exchange chromatography โดยน า DEAE-650M 

resin มาแช่ในสารละลาย A (ภาคผนวก ข) เป็นเวลาประมาณ 2 ชัว่โมง เพื่อท าให้อยูใ่นสภาวะพร้อม
ใชง้าน จากนั้นบรรจุลงในคอลมัน์ใหมี้ความสูงประมาณ 30 เซนติเมตร ลา้งคอลมัน์ก่อน และหลงัการ
ใชง้านดว้ยสารละลาย A ปริมาตรเท่ากบั 1.5 เท่าของปริมาตรคอลมัน์ จากนั้นปรับคอลมัน์ให้มีอตัรา
การไหล (flow rate) เท่ากบั 1 มิลลิลิตร/นาที  

  2.2) น าสารสกดัหยาบไมโครซิสตินมาละลายในสารละลาย A (ภาคผนวก 
ข) ในอตัราส่วน สารสกดั 1 มิลลิกรัม ต่อสารละลาย A 100 มิลลิลิตร จากนั้นน าสารสกดัดงักล่าว
ปริมาตร 10 มิลลิลิตรมาเทลงในคอลัมน์ และเร่ิมชะด้วยสารละลาย A เม่ือเวลาผ่านไป ชะด้วย
สารละลาย B (ภาคผนวก ข) โดยเพิ่มปริมาณความเขม้ขน้ของสารละลาย B เป็นแบบเส้นตรง (linear 
gradient) และลดความเขม้ขน้ของสารละลาย A เป็นแบบเส้นตรงเช่นเดียวกนั เพื่อเป็นการเพิ่มประจุ
ให้สารท่ีถูกจบัในคอลัมน์ค่อย ๆ ไหลออกมาจากคอลัมน์ตามล าดับ เก็บสารจ านวน 100 หลอด 
(fraction) หลอดละ 7 มิลลิลิตร จากนั้นน าสารท่ีถูกชะออกมาในแต่ละหลอดไปวดัค่าดูดกลืนแสงดว้ย
เคร่ือง UV spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 238 นาโนเมตร และน ามาสร้างกราฟระหว่างค่าการ
ดูดกลืนแสง และจ านวน fraction   
  3) การวเิคราะห์ชนิดของไมโครซิสตินด้วย HPLC (Somdee et al., 2016) 
   วิเคราะห์ชนิดของไมโครซิสตินท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิ ด้วย HPLC โดยใช้
เฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) คือ acetonitrile และ 0.05 M phosphate buffer pH 3 ในอตัราส่วน 30:70 
v/v และเฟสคงท่ี (stationary phase) คือ C18 HPLC column อตัราการไหล (flow rate) 1 มิลลิลิตร/นาที 
และวดัความยาวคล่ืนแสงท่ี 238 นาโนเมตร เทียบกบัสารมาตรฐาน microcystin-RR, -YR และ -LR 
จากนั้น เก็บรักษาไมโครซิสตินใหพ้น้จากแสงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อทดลองต่อไป  
  4) การทดสอบความสามารถของ Bacillus sp. AK3 ในการย่อยสลายไมโครซิสติน 
(ดดัแปลงจาก Li et al., 2016) 
   4.1) เพาะเล้ียง Bacillus sp. AK3 ในอาหาร LB broth เป็นระยะเวลา 24-48 
ชัว่โมง และน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที ท่ี 4 ºC นาน 15 นาที จากนั้นเทส่วนของเหลว
ทิ้ง และลา้งตะกอนเซลลด์ว้ย 0.01 M phosphate buffer saline (PBS) 
   4.2) น าตะกอนเซลล์ท่ีไดม้าปรับให้มีความเขม้ขน้ของเซลล์ OD600 เท่ากบั 
1.0 และน ามาใส่ในอาหาร MSM ท่ีมีไมโครซิสตินความเขม้ขน้สุดทา้ย 15 ไมโครกรัม/ลิตร โดยใส่
เซลล์แบคทีเรียในอตัราส่วน 5% ของอาหาร MSM น าไปบ่มบนเคร่ืองเขยา่ (30ºC, 120 รอบต่อนาที) 
เก็บผลการทดลองทุกวนั เป็นระยะเวลา 3 วนั เพื่อวเิคราะห์ปริมาณของไมโครซิสตินดว้ยเคร่ือง HPLC       
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 3.2.3 การจัดจ าแนกชนิดของแบคทเีรีย Bacillus sp. AK3 (Wobus et.al., 2003)  
 1) วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนส์ 16s rRNA โดยสกดั genomic DNA ของ 

Bacillus sp. AK3 โดยเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในอาหาร LB broth เป็นระยะเวลา 24-48 ชัว่โมง จากนั้น 
ถ่ายเช้ือแบคทีเรียลงในหลอด micro centrifuge และน าไปป่ันเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอนเซลล์ท่ีความเร็ว 
10,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น น าไปสกดั genomic DNA ดว้ย 
TIAN Bacteria DNA Kit โดยด าเนินการตามค าแนะน าของผลิตภณัฑ ์(ภาคผนวก ค) 

 2) น าตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีสกดัได ้มาเพิ่มปริมาณล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA 
ยีน ดว้ย Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ BIOTAQTM DNA polymerase (Bioline) โดยเติม
ส่วนประกอบตามค าแนะน าของผลิตภณัฑ ์(ภาคผนวก ค) และไพร์เมอร์ 27F และ 1492R ลงในหลอด 
PCR จากนั้ น น าไปเพิ่มปริมาณล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเคร่ือง PCR โดยสภาวะท่ีใช้ แสดงใน
ภาคผนวก ค  
  3) ตรวจสอบผลิตภณัฑจ์ากปฏิกิริยา PCR ดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresis และน า
ผลิตภณัฑม์าท าบริสุทธ์ิดว้ย GF-1 AmbiClean Kit จากนั้น ส่งวเิคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์บริษทั 
First BASE Laboratories Sdn. Bhd. และวิ เคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยการเปรียบเทียบใน
ฐานขอ้มูลของ GenBank และสร้าง phylogenetic tree 
 3.2.4 การศึกษาการตรึงแบคทเีรียบนวสัดุแก้วพรุนแบบลอยน า้  
   1) การผลติวสัดุแก้วพรุนแบบลอยน า้ (ดดัแปลงจาก Shongkittikul et al., 2011) 
   ผสมวตัถุดิบหลักท่ีประกอบด้วย ผงแก้ว (88%), Diatomite (5%) และ 
Dolomite (7%) ในหมอ้บด ผสมวตัถุดิบเป็นเวลาประมาณ 30 นาที จากนั้นน าส่วนผสมดงักล่าว มา
พรมดว้ยน ้ าให้พอมีความช้ืน แลว้อดัลงในแบบพิมพท์รงกระบอก กดแบบพิมพด์งักล่าวลงบนแผ่น
เซรามิกทนความร้อน และน าไปเผาท่ีอุณหภูมิ 700 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อให้วสัดุพอง 
และเกิดรูพรุน หลงัจากครบเวลา ทิ้งให้วสัดุเยน็ตวัลง แลว้น ามาเปิดรูพรุนโดยการใส่ในหมอ้บด และ
น าไปกวนดว้ยเคร่ืองหมุน ท าใหเ้กิดรูพรุนเปิดบริเวณผวิของวสัดุแกว้พรุน (ภาพท่ี 11)  
  2) ศึกษาการสร้าง exopolysaccharide (EPS) ของแบคทเีรีย (Hazaimeh et al. 2014) 
   2.1) การศึกษาการสร้าง EPS ของแบคทีเรีย ซ่ึงจะท าหน้า ท่ี ช่วยใน
กระบวนการตรึงเซลล์แบบ absorption ท าให้แบคทีเรียยึดติดกบัวสัดุตรึงได้ดี ท าไดโ้ดย เพาะเล้ียง 
Bacillus sp. AK3 (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ OD600 = 0.1) ในอาหาร mineral salt medium และ luria bertani 
จากนั้น น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั เก็บผลทุก 1 วนั เพื่อน ามาวดัปริมาณการ
สร้าง EPS ของแบคทีเรียดว้ยวธีิ Alcian blue adsorption assay  
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   2.2) วธีิ Alcian blue adsorption assay ท าไดโ้ดย เติม 1% alcian blue solution 
ลงในตวัอย่างแบคทีเรียจากขอ้ 2.1) ผสมให้เขา้กนั และตั้งทิ้งไว ้5 นาที สี alcian blue จะยอ้มติดกบั 
EPS และก่อให้เกิดการตกตะกอน จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 10,000 rpm เพื่อแยกตะกอน และเซลล์
แบคทีเรียออก จากนั้นจึงน าส่วนของเหลว (supernatant) มาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 606 นาโนเมตร 
โดยปริมาณ EPS ท่ีแบคทีเรียสร้างข้ึน จะค านวณจากการลดลงของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 606 นาโน
เมตรในสารละลายตวัอยา่ง  

 

ภาพที ่11 การผลิตวสัดุแกว้พรุนแบบลอยน ้า A) วตัถุดิบในการผลิตแกว้พรุน B) ถงัเซรามิกส าหรับ
ผสมวตัถุดิบ C) การข้ึนรูปแกว้พรุนดว้ยแบบพิมพ ์D) การเผาแกว้พรุนในเตาเผาแก๊ส 

  
  3) การตรึงเซลล์แบคทเีรียบนวสัดุแก้วพรุนแบบลอยน า้ (Jung et al. 2013) 
   3.1) เพาะเล้ียง Bacillus sp. AK3 ในอาหาร LB broth ตามระยะเวลาท่ีไดจ้าก
ผลการศึกษาในขอ้ 2) (48 ชัว่โมง) เพื่อให้แบคทีเรียผลิต EPS ไดใ้นปริมาณสูงก่อน จากนั้นจึงใส่วสัดุ
แกว้พรุนลงไป เพื่อตรึงเซลล์แบคทีเรียแบบ adsorption และน าไปบ่มเขยา่ท่ีความเร็ว 30 รอบ/นาที ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บผลการทดลองทุก 6 ชัว่โมง เพื่อน ามานบัจ านวนแบคทีเรียบนวสัดุ 
จนกระทัง่แบคทีเรียท่ีเกาะติดบนวสัดุเร่ิมมีจ านวนคงท่ี   
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   3.2) การนบัจ านวนแบคทีเรียท่ีเกาะติดบนวสัดุ ท าไดโ้ดย เก็บตวัอยา่งวสัดุ
ตรึงจ านวน 5 กรัม ลา้งเซลลแ์บคทีเรียท่ีไม่ไดเ้กาะติดบนวสัดุออกไป ดว้ย PBS 3 คร้ัง จากนั้น น าเม็ด
วสัดุมาใส่ลงในน ้ ากลั่นปลอดเช้ือ เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 นาที และน าไป 
sonication ท่ี amplitude เท่ากบั 20% เพื่อชะเซลลแ์บคทีเรียท่ีเกาะติดอยูก่บัวสัดุออก จากนั้น น ามาเจือ
จางแบบ ten-fold serial dilution และ spread plate ลงบน 3M Petrifilm™ aerobic count plates เพื่อนบั
จ านวนแบคทีเรีย  
 3.2.5 การควบคุมไซยาโนแบคทีเรียด้วยแบคทีเรียเซลล์อิสระ และเซลล์ที่ถูกตรึงบนวัสดุแก้ว
พรุนแบบลอยน า้  
  1) การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแบคทีเรียเซลล์อิสระ และเซลล์ที่ถูกตรึงบน

วสัดุแก้วพรุนในการควบคุม Microcystis sp. C028 
   1.1) แบ่งชุดทดลองออกเป็น 2 ชุด ไดแ้ก่ 1) แบคทีเรียแบบเซลล์อิสระ (free 
cells) 2) แบคทีเรียแบบเซลลต์รึงดว้ยวสัดุแกว้พรุนแบบลอยน ้า (immobilized-bacteria) โดยก าหนดให้
มีจ  านวนเซลลแ์บคทีเรียเร่ิมตน้เท่ากนัท่ี 11×108 CFU / (g หรือ mL) 
   1.2) น าแต่ละชุดการทดลองมาเพาะเล้ียงร่วมกบั Microcystis sp. C028 ความ
เขม้ขน้เซลล์ท่ี OD750 = 0.1 ในอาหาร BG-11 โดยใส่ชุดการทดลองดงักล่าวในอตัราส่วน 5% ของ
ปริมาตรทั้งหมด 500 มิลลิลิตร น าไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิห้อง และ pH เท่ากบั 7 โดยมีชุดควบคุมคือ 
ชุดท่ีมีเพียงไซยาโนแบคทีเรียเจริญอยูใ่นอาหาร BG-11 และชุดท่ีมีเพียงไซยาโนแบคทีเรียกบัวสัดุแกว้
พรุนแบบลอยน ้ า ติดตามการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียทุกวนั จนกวา่จะไม่พบการเจริญของไซยา-
โนแบคทีเรีย 
  2) ผลของความเข้มข้นของแบคทีเรียเซลล์อิสระต่อประสิทธิภาพในการควบคุม 

Microcystis sp. C028 
   2.1) เพาะเล้ียง Bacillus sp. AK3 ในอาหารเล้ียงเช้ือ LB broth เป็นระยะเวลา 
48 ชัว่โมง จากนั้น น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที ท่ี 4 ºC นาน 15 นาที และเก็บส่วน
ตะกอนเซลล์แบคทีเรียไว ้จากนั้น ล้างเซลล์แบคทีเรียด้วย 0.01 M phosphate buffer saline (PBS) 3 
คร้ัง และปรับใหมี้ความเขม้ขน้ของเซลล ์OD600 เท่ากบั 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5  
   2.2) น า เซลล์แบคทีเรีย ท่ีความเข้มข้นดังกล่าวมาเพาะเล้ียงร่วมกับ 
Microcystis sp. C028 ความเขม้ขน้เซลล์ท่ี OD750 = 0.1 ในอาหาร BG-11 โดยใส่เซลล์แบคทีเรียใน
อตัราส่วน 5% ของปริมาตรทั้งหมด 150 มิลลิลิตร น าไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ 
pH เท่ากบั 7 โดยมีชุดควบคุมคือ ชุดท่ีมีเพียงไซยาโนแบคทีเรียท่ีเจริญในอาหาร BG-11 และติดตาม
การเจริญของไซยาโนแบคทีเรียทุกวนั จนกวา่จะไม่พบการเจริญของไซยาโนแบคทีเรีย 
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 3.2.6 การใช้แบคทีเรียที่ตรึงบนวัสดุแก้วพรุนแบบลอยน ้า ในการควบคุม Microcystis spp. 
และย่อยสลาย ไมโครซิสติน ในคอลมัน์แก้วปริมาตร 10 ลติร 
  1) การเตรียมการทดลองในคอลมัน์แก้วปริมาตร 10 ลติร 
   1.1) เก็บตวัอยา่ง Microcystis spp. จากอ่างแกว้ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ น ามา
ใส่ในคอลัมน์แก้วให้ได้ปริมาตร 10 ลิตร โดยจ านวนเซลล์เร่ิมต้นของ Microcystis spp. เท่ากับ 
65.88×105 cells/mL จากนั้น ใส่ Bacillus sp. AK3 ท่ีตรึงบนวสัดุแก้วพรุนแบบลอยน ้ าในอตัราส่วน 
5% ลงในตวัอยา่งดงักล่าว (ภาพท่ี 12) 
   1.2) ทดสอบความสามารถในการควบคุม Microcystis spp. และยอ่ยสลายไม
โครซิสตินของ Bacillus sp. AK3 ท่ีตรึงบนวสัดุแกว้พรุนแบบลอยน ้า ในสภาวะ แสง:มืด 12:12 ชัว่โมง 
ท่ีความเขม้แสง 116 µmol m-2 s-1 และอุณหภูมิห้อง โดยมีชุดควบคุมคือ ชุดท่ีมีเพียง Microcystis spp. 
จากธรรมชาติ เก็บตวัอยา่งทุกวนัเพื่อติดตามการเปล่ียนแปลงของปัจจยัทางชีวภาพ เคมี และกายภาพ
บางประการ 
 

 

ภาพที ่12 การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus sp. AK3 ท่ีตรึงบนวสัดุแกว้พรุนแบบลอยน ้า ในการ
ควบคุม Microcystis spp. และยอ่ยสลายไมโครซิสตินจากธรรมชาติ  

ในคอลมัน์แกว้ปริมาตร 10 ลิตร 
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  2) การติดตามการเจริญของ Microcystis spp. 
   2.1) นบัจ านวนเซลลโ์ดย เก็บตวัอยา่งน ้าปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นน าไป 
sonication ดว้ย sonicator bath ประมาณ 30 นาที เพื่อแยกเซลล์ของ Microcystis spp. ท่ีอยูเ่ป็นโคโลนี 
ใหห้ลุดเป็นเซลลเ์ด่ียว และนบัจ านวนเซลลด์ว้ย haemacytometer  
   2.2) วดัปริมาณ chlorophyll-a ดว้ยวิธีของ Wintermans and de Mots (1965) 
และ Saijo (1975) โดยเก็บตวัอยา่งน ้าปริมาตร 10 มิลลิลิตร และกรองผา่นกระดาษกรอง GF/C จากนั้น 
เติม 90% methanol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และน าไปบ่มใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 20 นาที จากนั้น น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 3,000 rpm 10 นาที และน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 630, 645, 665 และ 750 นาโนเมตร ค านวณดว้ยสมการ ดงัน้ี 
 
   Chlorophyll-a (µg/L) = (11.6D665 - 1.31D645 - 0.14D630) x F  

   ก าหนดให ้ F = (V/Vf)  x (1/L) 

                D665 : (OD665 nm) - (OD750 nm) 

                D645 : (OD645 nm) - (OD750 nm) 

                D630 : (OD630 nm) - (OD750 nm) 

                V : ปริมาตรรวมทั้งหมดในการสกดั (mL) 

                Vf : ปริมาตรของตวัอยา่งท่ีใชใ้นการกรอง (L) 

                L : ความกวา้งของ cuvette (cm) 

 
  3) การติดตามปริมาณสารพษิไมโครซิสตินภายในคอลมัน์แก้ว 
   3.1) การวดัปริมาณไมโครซิสตินท่ีละลายในน ้ า ท าไดโ้ดย เก็บตวัอย่างน ้ า
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้น กรองผา่นกระดาษกรอง GF/C และกรองดว้ย sterile syringe filter nylon 
0.45 µm จากนั้น น าไปวิเคราะห์ชนิด และปริมาณของไมโครซิสตินในน ้ าด้วย HPLC เทียบกบัสาร
มาตรฐานไมโครซิสติน เช่นเดียวกบัวธีิการในขอ้ 3.2.2 
   3.2) การวดัปริมาณ total microcystins ท าไดโ้ดย เก็บตวัอยา่งน ้าปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ในวนัท่ี 8 ของการทดลอง จากนั้นน าไป freeze-thaw 3 ซ ้ า และน าไปกรองผ่านกระดาษ
กรอง GF/C และกรองดว้ย sterile syringe filter nylon 0.45 µm และน าไปวิเคราะห์ชนิด และปริมาณ
ของไมโครซิสตินดว้ย HPLC เช่นเดียวกบัวธีิการในขอ้ 3.2.2 
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  4) การเปลีย่นแปลงของแบคทเีรียภายในน า้ และภายในวสัดุแก้วพรุนแบบลอยน า้ 
   4.1) นบัจ านวนแบคทีเรียในน ้ า โดยเก็บตวัอย่างน ้ า และน ามาเจือจางแบบ 
ten-fold serial dilution และ spread plate ลงบน 3M Petrifilm™ Aerobic Count Plates เพื่อนบัจ านวน
แบคทีเรีย  
   4.2) นบัจ านวนแบคทีเรียท่ีเกาะติดบนวสัดุ โดยเก็บตวัอย่างวสัดุแกว้พรุน
แบบลอยน ้าจ  านวน 5 กรัม ลา้งเซลลแ์บคทีเรียท่ีไม่ไดเ้กาะติดบนวสัดุออกไป ดว้ย PBS 3 คร้ัง จากนั้น 
น าเม็ดวสัดุมาใส่ลงในน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 นาที และน าไป 
sonication ท่ี amplitude เท่ากบั 20% เพื่อชะเซลล์แบคทีเรียท่ีเกาะติดอยูก่บัวสัดุออก จากนั้น น ามาเจือ
จางแบบ ten-fold serial dilution และ spread plate ลงบน 3M Petrifilm™ aerobic count plates เพื่อนบั
จ านวนแบคทีเรีย  
  5) การติดตามการเปลีย่นแปลงของปัจจัยทางเคมี และกายภาพบางประการ 
   วดั pH, dissolved oxygen, conductivity, total dissolved solids และ อุณหภูมิ
ของน ้า โดยใช ้multiparameter waterproof meter และวดัค่าความเขม้แสงโดยใช ้lux meter ติดตามการ
เปล่ียนแปลงทุกวนัจนส้ินสุดการทดลอง   
 3.2.7 การวเิคราะห์ผลทางสถิติ 
  เปรียบเทียบผลการทดลองด้วยวิธีการทางสถิติ  ได้แก่ Tukey HSD และ T-test ท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95 % โดยใชโ้ปรแกรม SPSS 


