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ภาคผนวก ก

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลยงเชึอ

1. อาหารเล้ียงเชอ Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM)

ก. แอมโมเนียมไนเตรต (NFt4N03) 3.0 กรัม
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2PIP04-12H20) 
โปแทสเชียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KFI2PO4)

5.5 กรัม
0.8 กรัม

ข. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgS04-7FI20) 0.1 กรัม
เพ่อรีกคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (FeCI3-6H20) 
แคลเซียมคลอไรดีใดไฮเดรต (CaCI2-2H20)

0.05 กรัม
0.05 กรัม

ชั่งสารส่วนก. ละลายในนํ้ากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วย 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์ม้ล ให้เป็น 7.5 จากนั้นนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความด้น 
ไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 ๐ซ เป็นเวลา 15 นาที เติมสารละลายในส่วน ข. ที่ทำการ 
เตรียมแยกแต่ละชนิดและทำให้ปราศจากเชื้อโดยกรองผ่านชุดกรองสำเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตท 
ขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร ลงในอาหารท่ีทำการน่ึงฆ่าเช้ือแล้ว

2. อาหารเล้ียงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth)

ทริปโตน (tryptone) 10.0 กรัม
สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) 5.0 กรัม
โซเดียมคลอไรด์(NaCI) 5.0 กรัม

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในนํ้ากลั่นปริมาตร 1000 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างด้วย 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มัล ให้เป ็น7.0ปรับปริมาตรให้เป็น 1,000มล. 
นำไปน่ึงฆ่าเชื้อด้วยความด้นไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °ช เป็นเวลา 15นาที
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3. อาหารเลียงเชือแข็ง Luria-Bertani (LB agar)

เตรียมอาหารด้วยวิธีเซ่นเดียวกับการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อเหลว LB แต่ละลายผงวุ้น 15 
กรัมต่ออาหารเลี้ยงเชื้อ 1,000 มล. ลงไปในอาหารก่อนนำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ 
ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °ซ เป็นเวลา 15 นาที
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สารเคมีที่ใชในการทดลอง

1. สารละลายVเแนนทรีนและไพรีนในไดเมทิลซัลฟอกไซด์

ชั่งฟิแนนทรีนและไพรีนอย่างละ 0.05 กรัม ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซด์ปริมาตร 10 
มล.ผสมด้วยเครื่องป่นผสมจนผลึก PAHs ละลายหมด ทำให้ปราศจากเชื้อโดยกรองด้วยชุดกรอง 
สำเร็จรูปชนิด PTFE ท่ีมีขนาดรูกว้าง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีซาหรือห่อให้มิดชิดเก็บที่ 
อุณหภูมิ -20 ๐ซ เติมลงในอาหารเหลว CFMM ที,ผ่านการฆ่าเช้ือและเย็นลงที่อุณหภูมิห้องแล้ว

ภาคผนวก ข

2. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มีล

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์40 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น 900 มล. ในขวดวัดปริมาตรขนาด 
1,000มล. ปรับปริมาตรให้ครบ 1,000มล. ด้วยน้ํากล่ัน

3. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85%

ชั่งโซเดียมคลอไรด์0.85 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น 100 มล. นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้วอุณหภูมิ 121 °ซ เป็นเวลา 15นาที

4. สารปฏิชีวนะนิสตาดิน

ชั่งนิสตาติน4 0 มก.ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซด์ปริมาตร1 มล.ทำให้ปราศจากเชื้อ 
โดยกรองด้วยชุดกรองสำเร็จรูปชนิด PTFE ท่ีมีขนาดรูกว้าง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดลีชา 
หรือห่อให้มิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ -20 ๐ซ การนำมาใช้จะให้มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 40 มก./ลิตร 
โดยเติม 1 ไมโครลิตรต่อ1 มิลลิลิตร

5. 70% เอธานอล

ละลายเอธานอลสัมบูรณ์ ปริมาตร 700 มล. ในนํ้ากลั่นปลอดประจุปริมาตร 300 มล.
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6. กลีเชอรอล

นำกลีเชอรอลมานึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิว อุณหภูมิ 121 °ซ 
เป็นเวลา15นาที ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา24ช่ัวโมง แล้วน่ึงฆ่าเช้ือซ้ําอีกรอบหน่ึง

7. สารละลายโซเดียมชิเตรด

ชั่งโซเดียมซิเตรตไดไฮเดรด1 กรัมละลายในนํ้ากลั่น100มล.(ความเข้มข้น1 % พ/V )  

นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ15ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ121°ช เป็นเวลา15นาที
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ภาคผนวก ค

กราฟมาตรฐาน

1. กราฟมาตรฐานของที!แนนทรีน

ความเข้มข้นรื่เแนนทรีน (มิลลิกรัมต่อลิตร)

รูปท่ี ค. 1 กราฟมาตรฐานระหว่างปริมาณทีเแนนทรีนกับพ้ืนท่ีใต้กราฟท่ีได้จากการ 
วิเคราะห์ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ

ความเข้มข้นของที!แนนทรีนหาได้จากนำพ้ืนท่ีใต้กราฟท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยเครื่องวิเคราะห์ 
แก๊สโครมาโตกราฟที! มาแทนค่าในสมการเส้นตรงดังต่อไปน้ี
พ้ืนที่ใต้กราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐาน X ปริมาณทีเแนนทรีน) + จุดตัด
แกนวาย 
โดยท่ี = 1.527ความชันของกราฟมาตรฐาน 

จุดตัดแกนวาย 0.0
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2. กราฟมาตรฐานของไพรีน

ความเข้มข้นไพรีน (มิลลิกรัมต่อลิตร)

รูปที่ ค. 2 กราฟมาตรฐานระหว่างปริมาณไพรินกับพ ื้นท ี่ได ้กราฟที่ได ้จากการวิเคราะห์ 
ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราที!

ความเข้มข้นของไพรีนหาได้จากนำพ้ืนท่ีใต้กราฟที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเครื่องวิเคราะห์แก๊สโคร 
มาโตกราฟฟมาแทนค่าในลมการเส้นตรงด้งต่อไปนี

พื้นที่ใต้กราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐาน X ปริมาณไพรีน) + จุดตัดแกนวาย
โดยท่ี ความชันของกราฟมาตรฐาน = 1.762

จุดตัดแกนวาย 0.0
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3. โครมาโตแกรมของที่แนนทรีนและไพรีน

FID1 B. (M091226\D01B0101.D)

_#_______ Time___________Aiea___________ Height Width Symmetiy
1 1.806 700482.7 293917.5 0.0389 0.983
2 8.74 9.7 3.2 0.0512 1.017
3 8.855 4.1 1.3 0.0611 1.061
4 9.484 31.8 8.5 0.0621 0.98

5 9.973 2286.3 458 0.0832 1.158

6 10.382 71 1.9 0.068 1.029
7 12.364 19 5.7 00627 1.024

8 15.246 22 5.7 0.069 0.968

9 15.629 2459.6 468.6 0.0852 1.379

10 15349 4.6 8.4E-1 0.0952 1.051

รูปที่ ค. 3 โครมาโตแกรมฟิแนนทรีนและไพรีนท ี่ได ้จากการวิเคราะห ์ด ้วยเครื่องแก๊สโคร 
มาโตกราทีเ (Retention time ของvJแนนทรีนประมาณ 9.973 นาที และRetention time ของ 
ไพรีนประมาณ 15.629 นาที)



89

4. โครมาโตแกรมของตัวอย่างนํ้าเสียห้องปฏิบัติการ

FID1 0. (M091230V006B0601.D)

# Time_________ Area__________ Height________ Width_____Symmetry
1 1 .8 1 4 4 7 7 0 1 9 .2 1 2 3 0 3 2 .6 0 .0 6 1 2 0 .7 7

2 4 .9 1 8 11.1 4 .6 0 .0 4 4 1 0 .9 5 5

3 9 .9 3 4 2 0 .8 6 0 .0 6 4 5 0 .9 0 3

4 1 4 .8 1 5 9 .6 2 .7 0 .0 6 5 2 0 .7 8 8

5 1 5 .5 4 7 2 4 .6 5 .9 0 .0 6 5 1 0 .9 1 7

G 1 6 .2 3 3 1 1 .2 1 .9 0 .1 0 0 2 1 .3 2 3

7 1G .G 2G 3 0 .2 8 .1 0 .0 6 7 5 0 .9 7 9

8 1 8 .5 3 9 1 5 3 3 0 .4 0 .0 7 4 7 0 .6 7

9 1 8 .9 2 4 2 2 .3 2 0 .1 6 4 8 0 .6 6 2

1 0 1 9 .1 5 4 6 5 .6 4 .9 0 .1 7 2 5 0 .2 1 9

11 1 9 .6 4 4 1 .2 2 .2 0 . 2 3 8 3 0 .3 3 8

รูปที่ ค. 4 โครมาโตแกรมของตัวอย่างน ํ้าเส ียห ้องปฏิบ ัต ิการท ี่ได ้จากการวิเคราะห์ด ้วย  
เครื่องแก๊สโครมาโตกราy| (Retention time ของyเแนนทรีนประมาณ 9.934 นาที และ 
Retention time ของไพรีนประมาณ 15.547 นาที)
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ประวิติผู้เขียนวิทยานิพนธ์

นางสาวอภิรดี ประเวศจรรยา เกิดเมื่อวันที่ 1 - ธันวาคม พ.ศ.2528 ที่จังหวัด
กรุงเทพมหานคร สำเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตร์บัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุล 
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2550 และเข้ารับการศึกษา 
ต่อในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ 
วิทยาศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2551
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