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บทคัดยอ 

พลาสติกกำเนิดขึ้นในชวงศตวรรษที่ 20 เปนหน่ึงในวัสดุสังเคราะหชนิดใหมที่มนุษยคิดคนขึน้

เพื่อลดขอจำกัดตาง ๆ ของวัสดุธรรมชาติ และพัฒนาเปนผลิตภัณฑในชีวิตประจำวันหล ากหล าย

ประเภท พลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลตหรือพลาสติก PET เปนพลาสติกในกลุมโพลีเอสเตอรซึ่ง           

มีปริมาณการผลิตและใชเพิ่มสูงขึ้นในแตละป จากการเติบโตของอุตสาหกรรมอาหารและเค ร่ืองดื่ม           

บรรจุภัณฑและหีบหอจากพลาสติก PET ไดรับความนิยมและใชอยางแพรหลายในชีวิตป ระจำวัน

เน่ืองจากคุณสมบัติของพลาสติกชนิดน้ีมีตนทุนการผลิตถูก น้ำหนักเบา โปรงใส ทนแรงกระแทกและ

แรงเฉ ือนได ด ี ถ ึงอยางใดก ็ตามปญหาขยะพลาสติก PET ถ ือว าเปนปญหาสิ ่งแวดลอมที ่ท ั่วโลก                  

ให ความสำคัญเป นอย างย ิ ่ง  การศ ึกษาว ิจัย เพ ื ่อหาแนวทางในการกำจัดขยะพลาสติก  PET                           

หนึ ่งในแนวทางนั้นคือการย อยสลายขยะพลาสต ิก  PET ดวยจุลินทรีย โครงการนี ้ม ีจุดประสงค                    

ในการศ ึกษาการเจริญของแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายพลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลต                    

จากแบคทีเรียที่คัดแยกได จากงานวิจัยกอนหนาน้ีจำนวน 3 รหัส ไดแกแบคทีเรียรหัส S3, S4 และ 

S7 เม ื ่อนำแบคท ีเรียทั ้ง  3 รห ัส  เล ี ้ยงบนอาหารเลี ้ยงเชื ้อแข็ง carbon free mineral medium 

(CFMM) ที่ผสมพลาสติก PET เปนแหลงคารบอน สามารถคัดแยกแบคทีเรียไดเพิ่มเติม 5 รหัส คือ  

S3-W, S4-W, S7-W, S7-Y และ S7-LW จากน้ันนำแบคทีเรียรหัส S3, S3-W, S4, S7-W และ S7-Y 

มาศึกษาการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่ผสมพลาสติก PET ดวยวิธีการวัดคาการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ทุก ๆ 24 ชั่วโมง เปนเวลา 14 วัน พบวากราฟการเจริญของ

แบคทีเรียทั้ง 5 รหัสสามารถแบงออกเปน 2 รูปแบบหลัก ๆ คือ กราฟที่มีชวงคาการดูดกลืนแสงที่

แปรปรวนและกราฟการเจริญที่มีคาการดูดกลืนแสงเปนไปตามทฤษฎีการเจริญ เมื่อศึกษาลักษณะ

สัณฐานของแบคทีเรียดวยวิธีการยอมแกรมและศึกษาใตกลองจุลทรรศน พบวาแบคทีเรียทุกรหัสมี

แบคทีเรียลักษณะทอนทั้งแกรมบวกและแกรมลบอาศัยอยูรวมกัน   
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ABSTRACT  

Plastic was discovered in the 20th centuries. Plastic is the new synthetic material 

which human discovered in order to decrease some restrictions of natural substances. 

Moreover, people also developed it to become many household goods. Polyethylene 

terephthalate commonly abbreviated as PET plastic is in the category of polyester 

plastic which has high quantity of production and consumption in every year from the 

food and beverage industry. Packages from PET plastic are very popular and varied in 

everyone’s life. This is because of the properties of PET plastic that has cheaper cost, 

light weight, transparency, impact and shear resistance. However, the problem about 

PET plastic waste is considered to be an environmental problem that people around 

the world realize about its importance. This is the reason why there are some studies 

to research about the ways to get rid of this kind of waste. One of the solutions is that 

to decomposed PET plastic by microorganism. The propose of the is project is to study 

the outgrowth of selected bacteria that can decompose polyethylene terephthalate.               

The three bacteria from the previous study, bacteria code number S3, S4, and S7,              

are screening on carbon-free mineral medium (CFMM) agar mixed with PET plastics 

which are the source of carbon can define five new bacteria codes; S3-W, S4-W, S7-W, 

S7-Y and S7-LW. To observe bacteria code number S3, S3-W, S4, S7-W, and S7-Y 

growing on the CFMM medium mixed with PET plastic by measuring the absorbance 

at the 600 nanometers wavelength every 24 hours within 14 days shown the growth 

graph of five bacteria in two different patterns. The fluctuated absorbance values graph 

and the graph that according to growth theory. After that, study the bac teria 

morphology by gram staining and observe by light microscope found the two-gram 

staining bacteria in all isolated bacteria. 
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    7    ลักษณะสัณฐานแบคทีเรียภายใตกลองจุลทรรศน            23-24 

    8    ผลของการเทียบลำดับนิวคลโีอไทดกับฐานขอมูล GenBank   25 

    9    ปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตน (CFU/ml.) ในการทดลองวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 26 

   10    ปริมาณเช้ือเร่ิมตนของแบคทีเรีย รหัส S3 S3-W S4 S7-W และ S7-Y                      27                                                                               
              โดยวิธี spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง CFMM 

   11     ปริมาณเชื้อเร่ิมตนของแบคทีเรีย รหัส S3 S3-W S4 S7-W และ S7-Y            28                                       

    โดยวิธี Drop plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM 

   12    คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3        29                     
         ทั้ง 4 ชุดการทดลอง 
   13    คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3 30 
   14    คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3-W     32
    ทั้ง 4 ชุดการทดลอง                                                                                                       
   15     คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3-W 33                           
   16     คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S4 35                     
         ทั้ง 4 ชุดการทดลอง 
   17     คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S4 36                           
   18     คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S7-W 38                    
             ทั้ง 4 ชุดการทดลอง                                                                                              
   19       คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S7-W  40 
   20    คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S7-Y 41                     
             ทั้ง 4 ชุดการทดลอง                                                                                                             
   21     คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S7-Y 43                                                     
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บทท่ี 1 

บทนำ 
   
1. พลาสติก 

ป จจุบ ันสังคมมีการพัฒนาในหลากหลายดานอยางรวดเร็ว ไม ว าจะเปนการพัฒนาและ         
การขยายตัวของชุมชนเมือง การเติบโตทางดานเศรษฐกิจสงผลใหมีการผลิตสินคาและบรรจุภัณฑ
มากมาย โดยเฉพาะอยางยิ่งบรรจุภัณฑอาหารและเคร่ืองดื่มที่เปนพลาสติกอยูในประเภทใชแลวทิ้ง  
เพื่ออำนวยความสะดวกและตอบสนองความตองการของผูบ ริโภค ในอดีตวัสดุธรรมชาติ เชน ไม            
เสนใย ยางธรรมชาติ ถูกนำมาใชงานเปนเคร่ืองใชตาง ๆ ภาชนะ เคร่ืองนุงหม ที่อยูอาศัย แตเมื่อ
จำนวนประชากรเพิ ่มส ูงข ึ ้น ว ัสด ุธรรมชาต ิเริ ่มมีไม เพียงพอตอความต องก ารในการบริโภค                   
ในชวงศตวรรษที่ 20 ถึง 21 จึงไดมีการคิดคนวัสดุชนิดใหมที่นำมาใชแทนที่วัสดุธรรมชาติ วัสดุชนิดน้ี
คือ พลาสติก พลาสติกเปนหน่ึงในวัสดุสังเคราะหชนิดใหมที่มนุษยคิดคนขึ้นเพื่อลดขอจำกัดต าง ๆ 
ของวัสดุธรรมชาติ และพัฒนาเปนผลิตภัณฑสำหรับใชในชีวิตประจำวันของคนทุกเพศทุกวัยใหมี
คุณภาพดีขึ้น (Gilbert, 2017) ดวยคุณสมบัติของพลาสติกที่มีน้ำหนักเบา มีความแข็งแรง ยืดหยุนสูง 
เหนียว ทนตอแรงกระแทก แรงเฉือน การสึกกรอน มีอายุการใชงานนานและมีตนทุนการผลิตที่ต่ำ     
จึงทำใหมีการใชพลาสติกในรูปแบบผลิตภัณฑและบรรจุภัณฑอยางแพรหลายทั่วโลกและมีแนวโนม
การใชงานในดานตาง ๆ เพิ่มสูงขึ้นอยางตอเน่ือง 

ในป พ.ศ. 2561 มีปริมาณการผลิตพลาสติกทั่วโลกประมาณ 359 ลานตัน ซึ่งทวีปเอเชียเปน
ทวีปที่ผลิตพลาสติกมากที่สุดคิดเปนรอยละ 51 ของการผลิตพลาสติกทั่วโลก ทั้งน้ีประเทศจีนผลิต
พลาสติกมากที่สุดในทวีปเอเชียและคิดเปนรอยละ 30 ของพลาสติกที่ผลิตไดทั้งหมดในทวีปเอเชีย  
แสดงดังรูปที่ 1 (Plastic Europe, 2019)  

 
รูปที่ 1 ปริมาณการผลิตพลาสติกทั่วโลกในป พ.ศ. 2561 

(ที่มา: https://www.plasticseurope.org/application/files 

/9715/7129/9584/FINAL_web_version_Plastics_the_ facts2019_14102019.pdf) 
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พลาสติกสามารถผลิตไดจากเซลลูโลส ถานหิน กาซธรรมชาติและน้ำมันดิบ ซึ่งสวนใหญแลว
พลาสติกในทองตลาดน้ันผลิตจากน้ำมันดิบโดยผานกระบวนการกลั่นน้ำมันดิบในโรงกลั่น น้ำมั นเพื่อ
แยกขนาดและโครงสรางของโมเลกุลของไฮโดรคารบอนตาง ๆ รวมถึงองคประกอบอื่น ๆ ภายใน
น้ำมันดิบดังรูปที่ 2 (Plastic Europe, 2017) 

รูปที่ 2 การกลั่นน้ำมันดิบโดยกระบวนการกลั่นลำดับสวน (fractional distillation)                                   
(ที่มา: https://www.bpf.co.uk/plastipedia/how-is-plastic-made.aspx) 

กระบวนการผลิตเม็ดพลาสติกเร่ิมตนจากการนำสารประกอบไฮโดรคารบอนซึ่งได จากกลั่น
ลำดับสวนน้ำมันดิบมาทำปฏิกิริยากันจนไดเปนสายโซยาว เรียกวา โพลิเมอร (polymer) ซึ่งโพลิเมอร
แตละชนิดจะถูกสังเคราะหโดยใชวัตถุดิบเร่ิมตนที่แตกตางกันไป ทำใหโพลิเมอรมีสมบัติที่แตกตางกัน
ออกไป (ศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ, 2017)  
 ปฏิกิริยาสังเคราะหพอลิเมอรหรือพอลิเมอรไรเซชัน (polymerization) เปนปฏิกิริยาเคมีที่
ทำใหมอนอเมอรตอกันเปนสายโซยาว สามารถเกิดได 2 รูปแบบ (ศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุ
แหงชาติ, 2017) ดังน้ี  

1. การสังเคราะหพอลิเมอรแบบเติม (addition polymerization) หรือปฏิกิริยาสังเคราะห
พอลิเมอรแบบลูกโซ (chain polymerization) คือการสังเคราะหพอลิเมอรจากมอนอเมอร พันธะคู  
(alkene) หรือพันธะสาม (alkyne) 1 ชนิด ภายใตสภาวะมีตัวเรงปฏิกิ ริยาและความรอน ตัวเร ง
ปฏิกิริยาทำใหพันธะแตกออกในมอนอเมอรแตกออกและสรางพันธะกับมอนอเมอรขาง  ๆ กลายเปน
สายโซยาว การสังเคราะหพอลิเมอรแบบน้ีไมไดผลิตภัณฑอื่นนอกเหนือจากพอลิเมอ รจึ งสงผลให
จำนวนอะตอมของธาตุในหนวยซ้ำของโพลิเมอรเทากับจำนวนอะตอมในโมเลกุลของโ มโ นเมอ ร 
ตัวอยางพลาสติกในกระบวนการน้ีไดแก พอลิไวนิลคลอไรด พอลิโพรไพลีนและพอลิเอทลิีน 

2. การสังเคราะหพอลิเมอรแบบควบแนน (condensation polymerization) หรือปฏิกิริยา
สังเคราะหพอลิเมอรแบบขั้น (step polymerization) คือการสังเคราะหพอลิเมอรจากมอนอเมอ ร   
2 ชนิด ซึ่งแตละมอนอเมอรมีหมูฟงกชันอยางนอย 2 หมูที่เหมือนกันเพื่อเกิ ดปฏิกิ ริยาระหว าง            
หมูฟงกชันและเกิดพอลิเมอรขึ้น การสังเคราะหพอลิเมอรแบบน้ีเกิดสารจากการทำปฏิกิริยา เชน น้ำ 
กรดไฮโดรคลอริกและเอทานอล เปนตน จึงสงผลใหจำนวนอะตอมของธาตุในหนวยซ้ำของโพลิเมอร
มักนอยกวาจำนวนอะตอมในโมเลกุลของโมโนเมอร ตัวอยางพลาสติกในกระบวนการน้ีไดแก ไนลอน
และพอลิเอทิลีน  
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พลาสติกสามารถแบ งตามโครงสรางโมเลกุลออกเ ปน 2 ประเภทคือเทอรโมพลาสติก 
(thermoplastic) และเทอรโมเซตติง (thermosetting) ซึ่งการหลอมและนำกลับมาขึ้นรูปใหมเปน
ขอแตกตางหลักของพลาสติกทั้ง 2 ประเภทน้ี ดังรูปที่ 3 และ 4 (ศูนยเทคโนโลยีโลหะและวั สดุ
แหงชาติ, 2017) 

1. เทอรโมพลาสติก (thermoplastic) คือโพลิเมอรที่มีโครงสรางโมเลกุลแบบเสนตรงหรือ
แบบกิ่งสั้น ๆ เมื่อไดรับความรอนจะออนตัวและหลอมเหลวเปนของเหลวหนืด เมื่อเย็นตัวลงจะ
แข็งตัวจึงสามารถขึ้นรูปใหมไดโดยไมทำใหสมบัติทางเคมีและทางกายภาพ รวมถึงโครงสรางของ                 
โพลิเมอรเปลี่ยนไปมากนัก ขอดีคือสามารถนำกลับมารีไซเคิลไดโดยการบดและหลอมดวยความรอน
เพื่อขึ้นรูปเปนผลิตภัณฑใหมไดอีกแตพลาสติกประเภทน้ีมีขอเสียคือ ไมสามารถใชงานที่อุณหภูมิสงูได  

 2. เทอรโมเซตติง (thermosetting) คือโพลิเมอรที่มีโครงสรางเปนแบบรางแหจากปฏิกิริยา
เคมี ทำให เก ิดพันธะเชื ่อมโยงระหวางโมเลก ุล ทำให โพลิเมอรมีรูปรางที ่ถาวรและไมสามารถ
หลอมเหลวไดอีก เมื่อไดรับความรอนสูงเกินไปจะไดสารที่ไมมีสมบัติของความเปนโพลิเมอรอีกตอไป
จึงไมสามารถนำไปรีไซเคิลได 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3 โครงสรางเทอรโมพลาสติกและเทอฺรโมเซตติง                                                                        
(ที่มา: http://triitytytlerkelly.weebly.com/thermoset-and-thermoplastic.html) 

 

รูปที่ 4 ขอแตกตางหลักระหวางเทอรโมพลาสติกและเทอรฺโมเซตติง  
(ที่มา: https://plasticsmolder.com/2018/05/15/injection-molding-materials-2/)                                                                        
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SPI resin code หรือสัญลักษณลูกศรรูปสามเหลี่ยมลอมรวบตัวเลขตั้งแต 1 ถึง 7 ดังรูปที่ 5                      
จัดตั้งขึ้นโดยสมาคมอุตสาหกรรมพลาสติก (The society of the plastics industry, SPI) เปนการ
จัดประเภทของพลาสติกในอีกรูปแบบหน่ึงเพื่อใหประชาชนทั่วไปสามารถทราบถึงป ระเภทของ
พลาสติกในผลิตภัณฑและคัดแยกประเภทกอนทำการรีไซเคิลไดอยางถกูตอง (ธนิษฐา ภูลวรรณ, 2016)  

รูปที่ 5 สัญลักษณของพลาสติกแตละประเภทที่กำหนดโดยสมาคมอุตสาหกรรมพลาสติกแหง
สหรัฐอเมริกา 

(ที่มา: https://polychem-usa.com/plastic-coding-system/) 
 
2. พลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลต 

พลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลต (polyethylene terephthalate, PET) เปนพอลิเมอร 
ชนิดควบแนน (condensation polymer) ในกลุมโพลีเอสเตอร (polyester) ชนิด semi-crystalline 
เปนพลาสติกชนิดทนรอนแบบ thermoplastic (Omnexus, 2017) โครงสรางพอลิเมอรแบบผสม
หรือ semi-crystalline ของพลาสต ิก PET นั ้น เก ิดจากการเรียงตัวของโมเลก ุลภายในแบบเปน
ระเบ ียบและไมเป  นระเบ ียบ จนเก ิดบ ริ เวณ 2 รูปแบบข ึ ้น ค ือ crystalline region และ                      
non-crystalline region หรือ amorphous region ดังรูปที่ 6 จึงทำใหพลาสติก PET มีคุณสมบัติ           
ทนอุณหภูมิไดสูงและขึ้นรูปไดงาย (Mac Varish N.K., 2017) นอกจากน้ันยังมีคุณสมบัติอื่น ๆ ไดแก 
การทนตอแรงกระแทกและแรงเฉือน น้ำหนักเบา โปรงใสและไมทำปฏิกิริยากับอาหารหรือเคร่ืองดื่ม
ภายในบรรจุภ ัณฑ (Creative mechanisms, 2017) ด ังนั ้นจึงเป นนิยมใช อย างแพรหลายใน
อุตสาหกรรมอาหารและเคร่ืองดื่มรวมถึงอุตสาหกรรมเสนใยสังเคราะหและสิ่งทอ (Shah et al., 2008)  

 

 

 

 

 
รูปที่ 6 โครงสรางโมเลกุลภายในพอลิเมอรแบบ semi-crystalline 

(ที่มา: https://www.victrex.com/en/blog/2017/polymer-crystallinity-hpp-explained-part-3) 
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พลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลตมีโครงสรางเคมีคือ (-OOC-C6H5-COOCH2-CH2-) หรือ 
(C10H8O4)n ดังรูปท ี่  7 สรางข ึ ้นจากปฏ ิก ิริยาพอล ิเมอไรเซช ันแบบควบแนน ( condensation 
polymerization) ดวยปฏ ิก ิริยาเอสเทอริฟ เคช ัน (esterification) ระหว างเอท ิล ีนไกลคอล 
(ethylene glycol, EG) และกรดเทเรฟทาลิก (terephthalic acid, TPA) หรือไดเมทิลเทเรฟทาเลต 
(dimethyl terephthalate, DMT) ดังรูปที่ 8 (Robertson, 2014)  

รูปที่ 7 โครงสรางเคมีของพลาสติกพอลิเอทิลนีเทเรฟทาเลต 
(ที่มา: http://polymerdatabase.com/Polymer%20Brands/PET.html) 

               

   
รูปที่ 8 ปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันแบบควบแนนในกระบวนการผลิตพลาสติกพอลิเอทลิีนเทเรฟทาเลต  

(Kim & Park, 2014) 
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ในป พ.ศ. 2561 มูลคาทางการตลาดพลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลตระดับโลกมีมูลค า                     
25.25 พันลานดอลลารสหรัฐสงผลใหคา compound annual growth rate (CAGR) หรือคาการ
เติบโตเฉลี่ยตอปเพิ่มสูงขึ้นถึง 5.6 เปอรเซ็นตและคาดการณวาในป พ.ศ. 2568 มูลคาทางการตลาด
ของพลาสติกชนิดน้ีจะสูงถึง 66.42 พันลานดอลลารสหรัฐ จากปริมาณการใชบรรจุภัณฑอาหารและ
เคร่ืองดื่มที่เพิ่มสูงขึ้นทั่วโลก โดยเฉพาะตลาดในทวีปเอเชียแปซิฟกที่มีสวนแบงท างการตล าดถึง 
40.32 เปอรเซ็นต จากความตองการพลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลตในอุตสาหกรรมอาหารและ
เคร่ืองดื่มที่เพิ่มสูงขึ้นโดยเฉพาะประเทศจีน อินเดีย และญ่ีปุน ดังรูปที่ 9 และ 10 (Grand view 
research, 2019; Mordor Intelligence, 2019) 
 
 
 
         
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 9 ความตองการใชพลาสติกพอลิเอทิลนีเทเรฟทาเลตในทวีปเอเชียแปซิฟกในป พ.ศ. 2562 
(ที่มา: https://www.mordorintelligence.com/industry-reports/asia-pacific-polyethylene- 

teraphtalate-pet-market) 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 

รูปที่ 10 สัดสวนการตลาดพลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลตในทวปีเอเชยีแปซิฟกในป พ.ศ. 2562 
(ที่มา: https://www.mordorintelligence.com/industry-reports/asia-pacific-polyethylene-

teraphtalate-pet-market) 
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3. ปญหาสิ่งแวดลอมจากขยะพลาสติกและวิธีการกำจัดขยะพลาสติก   
ในปจจุบันขยะพลาสติกนับเปนปญหาที่สำคัญทั้งในและตางประเทศจากสถานการณการผลติ

และใชพลาสติกเพิ่มสูงขึ้น ดวยคุณสมบัติของพลาสติกที่มีน้ำหนักเบา มีความยืดหยุนสูงและราคาถูก 
ทำให ม ีการใชพลาสต ิกในรูปแบบผล ิตภัณฑและบรรจุภ ัณฑตาง ๆ  อย างแพรหลาย โดยในป                   
พ.ศ. 2560 ประเทศไทยพบขยะถุงพลาสติกและขวดเคร่ืองดื่มพลาสติกปริมาณมากที่สุดในทะเลและ
ชายฝง คิดเปนรอยละ 17.21 และ 12.19 ตามลำดับ (กรมทรัพยากรทางทะเลและชายฝง , 2560; 
Geyer et al., 2017) สงผลกระทบตอระบบนิเวศชายฝงและสิ่งมีชีวิตในทะเลเปนอยางม ากรวมถึง
สุขภาพของประชาชน  

สารประกอบในพลาสติกที่เปนอันตรายซึ่งเกิดจากการผลิตหรือใชงานผลิตภัณฑที่ไมถูกตอง
อาจนำไปสูการสะสมสารพิษและเสี่ยงตอการเกิดโรคเร้ือรัง ไดแก vinyl chloride และ phthalate 
เปนสารตั้งตนและสารเติมแตงในการผลิตพลาสติกพอลิไวนิลคลอไรดสามารถรบกวนการทำงานของ
ระบบฮอรโมนภายในรางกายและเปนสารที่อาจกอมะเร็งในคนได สไตรีนเปนวัตถุดิบในการผลิต          
พอลิสไตรีนหรือกลองโพมซึ่งเปนสารที่สงผลตอระบบประสาทสวนกลางและระบบไหลเวี ยนเลือด
รวมถึงเปนสารที่อาจจะกอใหเกิดมะเร็งได ทั้งน้ี bisphenol A มีลักษณะคลายฮอรโมนเอสโตรเจน
สามารถทำใหระบบฮอรโมนเพศผิดปกติไดและ formaldehyde ในพลาสติกเมลาลินเมื่อไดรับความ
รอนสูงเกิน 80 องศาเซลเซียสจะปลดปลอยแกสฟอรมาลดีไฮด เปนอันตรายตอสุขภาพ (วารสาร
พิษวิทยาไทย, 2556) 

การกำจัดขยะพลาสติกในประเทศไทยตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบันมีทั้งหมด 5 วิธี (กรมควบคุม
มลพิษ , 2561) ได แก การฝ งกลบ ( landfill) การรีไซเค ิล ( recycle) การนำขยะพลาสต ิกมาเปน
เชื้อเพลิงในโรงงานอุตสาหกรรม (refuse derived fuel, RDF) การเผา (incineration) และการแปร
รูปขยะพลาสต ิกเปนน้ำมันไพโรไลซ ิส (pyrolysis) แตอยางใดก็ตามการกำจัดขยะพลาสติกโดย        
วิธีตาง ๆ ขางตน สงผลกระทบตอสิ่งแวดลอมและสุขภาพของประชาชน เชน การฝงกลบแบบผิดวิธี
ทำใหดินปนเปอนสารพิษจากที่ปลอยระหวางการยอยสลาย การเผาขยะพลาสติกปลอยแกสพิษและ
สารอินทรียกระจายไปในอากาศ พื้นดิน แหลงน้ำและไมโครพลาสติกขนาดเล็กที่เกิดขึ้นจากการยอย
สลายสามารถเขาสูหวงโซอาหารของคนและสัตว ดังรูปที่ 11 (EcoWatch, 2019) 

รูปที่ 11 ไมโครพลาสติกปนเปอนในหวงโซอาหาร 
(ที่มา: https://www.aquarium.co.za/blog/entry/microplastics-are-they-in-your-food) 
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4. การยอยสลายพลาสติกดวยวิธีทางชีวภาพ  
 จุล ินทรีย ม ีบทบาทสำคัญอย างยิ ่งในการยอยสลายโพลิเมอรส ังเคราะห ท ี่ปนเป อนใน
สิ่งแวดลอมโดยการยอยสลายพลาสติกดวยวิธีชีวภาพน้ันเกี่ยวของกับกระบวนการเมตาบอลิซึมและ
เอนไซมจากจุล ินทรีย ซ ึ ่งเก ี ่ยวข องก ับกระบวนการ depolymerization ได แก  hydrolysis 
alcoholysis glycolysis ammonolysis และ aminolysis (Teotia et al., 2017) จึงได รับความ
สนใจจากนักวิจัยทั่วโลกเพื่อศึกษาวิจัยจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายโพลิเมอรเพื่อเปน
แหลงคารบอนในการเจริญของจุลินทรียและเปนแนวทางในวิธีการกำจัดขยะพลาสติกรูปแบบใหมใน
อนาคต  
 
5. การยอยสลายพลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลตดวยวิธีทางชีวภาพโดยใชแบคทีเรีย  

นักว ิจัยญี่ปุ นค ัดแยกจุลินทรียที ่สามารถยอยสลายขยะพลาสต ิก PET จากการบ อขยะ                 
ในประเทศญ่ีปุน พบวา Ideonella sakaiensis  เปนแบคทีเรียสายพันธุใหมที่สรางเอนไซม PETase 
และ MHETase โดยเอนไซม PETase ยอยพลาสติก PET เปน bis (2-hydroxyethyl) terephthalate 
(BHET) mono (2-hydroxyethyl) terephthalate (MHET) และ terephthalic acid (TPA) จากน้ัน
เอนไซม MHETase ยอยสลาย MHET เปน TPA และ ethylene glycol (EG) การยอยสลายพลาสตกิ 
PET ไดอยางสมบูรณที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในระยะเวลา 6 สัปดาห ดังรูปที่ 12 (Yoshida et 
al., 2016) และมีการทดลองคัดแยกแบคทีเรีย Delftia sp. WL-3 ที่สามารถยอยสลายสาร diethyl 
terephthalate (DET) ซึ่งเปนสารตั้งตนในการผลิตพลาสติก PET ที่ความเขมขน 5,000 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ไดรอยละ 94 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในระยะเวลา 7 วัน ดังรูปที่ 13 (Liu et al., 2018)  

รูปที่ 12 กระบวนการยอยสลายพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลตโดย Ideonella sakaiensis 
(Yoshida et al., 2016) 
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รูปที่ 13 กระบวนการยอยสลายไดเมทิลเทเรฟทาเลต โดย Delftia sp. WL-3 
(Liu et al., 2018) 

 

 

วัตถุประสงค  

1. เพื่อระบุชนิดของแบคทีเรียที่ไดคัดเลือกโดยวธิีการวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA  

2. เพื่อศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่ไดคัดเลอืก 
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บทท่ี 2 

อุปกรณและเคมีภัณฑท่ีใชในการทดลอง 

อุปกรณและเคมีภัณฑที่ใชในการทดลองโดยแบงตามการทดลองดังน้ี 

1. การคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายพลาสตกิพอลเิอทิลนีเทเรฟทาเลต  
1.1. อุปกรณ  

1.1.1.   จานเพาะเชื้อแกว  
1.1.2.   ลูปเขี่ยเชื้อ  
1.1.3.   ตะเกียงแอลกอฮอล 
1.1.4.   ไฟแช็ค 
1.1.5.   ถุงมือยางไนไตรล (จากบริษัท Sri trang gloves (Suratthani, Thailand)) 
1.1.6.   ตูปลอดเชื้อ (จากบริษัท PMI-Labortechnik GmbH (Grafstal, Switzerland))  
1.1.7.   ตูบมเชื้ออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
1.1.8.   เคร่ืองชั่งสาร (จากบริษัท Adam equipment (Connecticut, USA)) 
1.1.9.   กระดาษชั่งสาร  
1.1.10. บีกเกอรขนาด 1,000 และ 250 มิลลิลิตร                                                                    

   (จากบริษัท Corning Life Sciences (Tewksbury, USA)) 
1.1.11. แทงแกวคนสาร  
1.1.12. ขวดแกวบรรจุสารขนาด 500 มิลลิลิตร                                                              
          (จากบริษัท Schott AG (Hattenbergstrasse, Germany))     

1.1.13. กระบอกตรวงขนาด 1,000 มิลลิลิตร                                                                     
          (จากบริษัท Schott AG (Hattenbergstrasse, Germany))     

1.1.14. เคร่ืองวัดคา pH (จากบริษัท Ionix (Robinson road, Singapore))  
1.1.15. กระบอกฉีดยาขนาด 15 มิลลิลิตร (จากบริษัท Nipro (New Jersey, USA))   
1.1.16. แผนกรองแบคทีเรียขนาด 0.45 ไมโครเมตร                                                                   

   (จากบริษัท GE Healthcare Life Sciences (Chicago, USA)) 
1.1.17. พลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลต (PET plastic bottle)  
1.1.18. เคร่ืองเจาะกระดาษ (จากบริษัท Nanmee industry CO., LTD. (Bangkok,   

   Thailand)) 
1.1.19. เคร่ืองน่ึงฆาเชื้อ (Autoclave)                                                                                             

   (จากบริษัท Bio-active Co., Ltd. (Bangkok, Thailand)) 
1.1.20. ตูอบแหงอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (จากบริษัท KWF (Bangkok, Thailand))  
1.1.21. ปเปต (micropipette) ขนาด 1,000, 200, 20, 10, และ 2.5 ไมโครลิตร                                

   (จากบริษัท Eppendorf (Thailand) Co., Ltd. (Bangkok, Thailand))  
1.1.22. ทิป (tips) ขนาด 1,000, 200 และ 10 ไมโครลิตร                                                                  

   (จากบริษัท Bioscience, Inc. (Pennsylvania, USA))   
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1.1.23. กลองจุลทรรศนแบบใชแสง                                                                              
   (จากบริษัท Olympus (Thailand) Co., Ltd. (Bangkok, Thailand)) 

1.1.24. เคร่ืองเขยาสาร (vortex) (จากบริษัท Scientific industries (New York, USA)) 
1.1.25. ตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (จากบริษัท Sanyo (Bangkok, Thailand)) 
1.1.26. ตูแชแข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (จากบริษัท Sanyo (Bangkok, Thailand)) 
1.1.27. Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร  
1.1.28. เชื้อรหัส S3, S4 และ S7 คัดแยกจากดินจังหวัดสมุทรสาคร                                           

   โดยนางสาวณัฐนรี แตงเอี่ยม (ณัฐนรี แตงเอี่ยม, 2561)    
 

1.2. เคมีภัณฑ 
1.2.1.   แอมโมเนียมไนเตรท (Ammonium nitrate, NH4NO3 MW. เทากับ 80.044 กรัม  

   ตอโมล)  
1.2.2.   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Potassium dihydrogenphosphate, KH2PO4                      

   MW. เทากับ 136.086 กรัมตอโมล) (จากบริษัท Merck (Darmstadt, Germany)) 
1.2.3.   ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต โดเดคาไฮเดตร (Disodium hydrogenphosphate   

   Dodecahydrate, Na2HPO4 x 12H2O MW. เทากับ 358.14 กรัมตอโมล)                                 
   (จากบริษัท BDH chemicals (United Kingdom)) 

1.2.4.   แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต (Magnesium sulfate heptahydrate,                      
   MgSO4 x 7H2O MW. เทากับ 246.48 กรัมตอโมล) (จากบริษัท Merck   

  (Darmstadt, Germany)) 

1.2.5.   เฟอริกคลอไรด เฮกซะไฮเดรต (Ferric chloride hexahydrate, FeCl3 x 6H2O                        
   MW. เทากับ 270.29 กรัมตอโมล) (จากบริษัท Sigma-Aldrich (Missouri, USA))  

1.2.6.   แคลเซียมคลอไรด ไดไฮเดรต (Calcium chloride dihydrate, CaCl2 x2H2O                            
   MW. เทากับ 147.01 กรัมตอโมล) (จากบริษัท Merck (Darmstadt, Germany)) 

1.2.7.   ไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl MW. เทากับ 36.46 กรัมตอโมล)                                                                              
   (จากบริษัท RCI Labscan Co., LTD. (Bangkok, Thailand)) 

1.2.8.   โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide, NaOH MW. เทากับ 39.997 กรัมตอ  
   โมล) (จากบริษัท Merck (Darmstadt, Germany)) 

1.2.9.   Bacto agar (จากบริษัท Becton Dickson (Ho Chi Minh city, Vietnam))  
1.2.10. 50% กลีเซอรอล  

   
2. การวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA (16s rDNA nucleotide sequencing) 

2.1. การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอแบคทีเรีย (Genomic DNA extraction)  
2.1.1. อุปกรณ 

2.1.1.1. ปเปต (micropipette) ขนาด 1,000, 200, 20, 10 และ 2.5 ไมโครลิตร                
  (จากบริษัท Eppendorf (Thailand) Co., Ltd. (Bangkok, Thailand)) 

2.1.1.2. ทิป (tips) ขนาด 1,000, 200 และ 10 ไมโครลิตร                                                    
(จากบริษัท Bioscience, Inc. (Pennsylvania, USA)) 
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2.1.1.3. Microcentrifuge tube ขนาด 1.7 มิลลิลิตร                                                     
 (จากบริษัท Eppendorf (Thailand) Co., Ltd. (Bangkok, Thailand)) 

2.1.1.4.  Microcentrifuge tube rack 
2.1.1.5.  ถุงมือยางไนไตรล (จากบริษัท Sri trang gloves (Suratthani, Thailand)) 
2.1.1.6.  ถังน้ำแข็ง  
2.1.1.7.  ตะเกียงแอลกอฮอล 
2.1.1.8.  ไฟแช็ค 
2.1.1.9.  พลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลตกลม (PET plastic bottle)                                      

 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.6 มิลลิเมตร    
2.1.1.10.  หลอดทดลอง 
2.1.1.11.  ตูบมเขยาอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

 (จากบริษัท Labnet international, Inc. (New jersey, USA)) 
2.1.1.12.  เคร่ืองน่ึงฆาเชื้อ (Autoclave)                                                                     

 (จากบริษัท Bio-active Co., Ltd. (Bangkok, Thailand))  
2.1.1.13.  เคร่ืองปนตกตะกอนที่อุณหภูมิหอง (จากบริษัท Hettich (Bangkok,  

       Thailand))  
2.1.1.14.  เคร่ืองปนเหวี่ยงสารตกตะกอนความเร็วรอบต่ำ (Spindown)                                                        

 (จากบริษัท Laboratory & medical supplies (Brigachtal, Germany))                                                 
2.1.1.15.  เคร่ืองเขยาสาร (vortex) (จากบริษัท Scientific industries (New York,  

 USA)) 
2.1.1.16.  เคร่ืองใหความรอนหลอดทดลอง (heat block)                                                    

 (จากบริษัท Labnet international, Inc. (New jersey, USA)) 
2.1.1.17.  เคร่ืองปนตกตะกอน 4 องศาเซลเซียส                                                     

       (จากบริษัท Eppendorf (Thailand) Co., Ltd. (Bangkok, Thailand)) 
2.1.1.18.  ตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (จากบริษัท Sanyo (Bangkok, Thailand)) 
2.1.1.19.  ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส                                                                 

 (จากบริษัท Sandenintercool (Singburi, Thailand))    
2.1.1.20.  ขวดแกวบรรจุสารขนาด 250 มิลลิลิตร                                                              

 (จากบริษัท Schott AG (Hattenbergstrasse, Germany))     
2.1.1.21.  กระบอกตรวงขนาด 100 มิลลิลิตร                                                                     

 (จากบริษัท Schott AG (Hattenbergstrasse, Germany))     
2.1.1.22.  อุปกรณสำหรับเตรียมเจลสำหรับเจลอิเล็กโตรโฟลิซิส  
2.1.1.23.  เคร่ืองเจลอิเล็กโตรโฟลิซิส (จากบริษัท BIO-RAD (California, USA))                               
2.1.1.24.  เคร่ือง gel document (จากบริษัท BIO-RAD (California, USA))                               
2.1.1.25.  คิวเวตต (จากบริษัท Eppendorf (Thailand) Co., Ltd. (Bangkok,  

 Thailand)) 
2.1.1.26.  Spectrophotometry                                                                                          

       (จากบริษัท Eppendorf (Thailand) Co., Ltd. (Bangkok, Thailand)) 
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2.1.2. เคมีภัณฑ 
2.1.2.1. อาหารเลี้ยงเชื้อ carbon free mineral medium (CFMM)  
2.1.2.2. TE buffer, pH 8.0 
2.1.2.3. Lysozyme ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอไมโครลิตร  
2.1.2.4. 10% sodium dodecyl sulfate (SDS) 
2.1.2.5. RNase A 10 มิลลิกรัมตอไมโครลิตร 
2.1.2.6. Phenol 
2.1.2.7. Chloroform (จากบริษัท RCI Labscan Co., LTD. (Bangkok, Thailand)) 
2.1.2.8. 3 M Sodium acetate 
2.1.2.9. Absolute ethanol (จากบริษัท RCI Labscan Co., LTD. (Bangkok,  

      Thailand)) 
2.1.2.10. 70% ethanol  
2.1.2.11. Ultrapure water (Type 1 water)  
2.1.2.12. Ethidium bromide 
2.1.2.13. Agarose LE (จากบริษัท Axygen, Spain) 
2.1.2.14. 1X TAE buffer                                                                                     

(เตรียมจาก 50X TAE Buffer, Tris base 242 กรัม; acetic acid 57.1 
มิลลิลิตร; 0.5 M EDTA, pH 8.0 และ distilled water 842.9 มิลลิลิตร) 
 

2.2. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลเิมอเรส (Polymerase chain 
reaction, PCR) 

2.2.1. อุปกรณ 
2.2.1.1.   PCR tube ขนาด 0.2 มิลลิลิตร                                                                 

        (จากบริษัท Bioscience, Inc. (Pennsylvania, USA)) 
2.2.1.2.   PCR tube rack  
2.2.1.3.   ปเปต (micropipette) ขนาด 1,000, 200, 20, 10 และ 2.5 ไมโครลิตร                

   (จากบริษัท Eppendorf (Thailand) Co., Ltd. (Bangkok, Thailand)) 
2.2.1.4.   ทิป (tips) ขนาด 1,000, 200 และ 10 ไมโครลิตร                                                    

  (จากบริษัท Bioscience, Inc. (Pennsylvania, USA)) 
2.2.1.5.   ถุงมือยางไนไตรล (จากบริษัท Sri trang gloves (Suratthani, Thailand)) 
2.2.1.6.   ถังน้ำแข็ง 
2.2.1.7.   เคร่ืองเขยาสาร (vortex) (จากบริษัท Scientific industries                     

        (New York, USA)) 
2.2.1.8.   เคร่ืองปนเหวี่ยงสารตกตะกอนความเร็วรอบต่ำ (Spindown)                                                           

        (จากบริษัท Laboratory & medical supplies (Brigachtal, Germany))                                                 
2.2.1.9.  Thermal cycler (จากบริษัท BIO-RAD (California, USA))                               
2.2.1.10.  เคร่ือง gel document (จากบริษัท BIO-RAD (California, USA))                               
2.2.1.11.  อุปกรณสำหรับเตรียมเจลสำหรับเจลอิเล็กโตรโฟลิซิส 
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2.2.1.12.  เคร่ืองเจลอิเล็กโตรโฟลิซิส (จากบริษัท BIO-RAD (California, USA))    
2.2.1.13.  คิวเวตต (จากบริษัท Eppendorf (Thailand) Co., Ltd)) 
2.2.1.14.  Spectrophotometry                                                                                 

 (จากบริษัท Eppendorf (Thailand) Co., Ltd. (Bangkok, Thailand)) 
2.2.1.15.  Evaporator                                                                                                  

 (จากบริษัท Eppendorf (Thailand) Co., Ltd. (Bangkok, Thailand))                     
2.2.2. เคมีภัณฑ 

2.2.2.1. 10X Reaction buffer (จากบริษัท Apsalagen Co. Ltd. (Bangkok,  
   Thailand)) 

2.2.2.2. 10mM dNTPs  
2.2.2.3. 10µM 27F primer 
2.2.2.4. 10µM 1492R primer 
2.2.2.5. 50 mM Magnesium chloride                                                                  

   (จากบริษัท Apsalagen Co. Ltd. (Bangkok, Thailand)) 
2.2.2.6. Taq DNA polymerase (จากบริษัท Apsalagen Co. Ltd. (Bangkok, 

  Thailand)) 
2.2.2.7. Ultrapure water (Type 1 water)  
2.2.2.8. Ethidium bromide  
2.2.2.9. Agarose LE (จากบริษัท Axygen, Spain) 
2.2.2.10. 1X TAE buffer 

    
3. การทดลองวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียโดยสรางกราฟการเจริญ 

3.1. อุปกรณ  
3.1.1.   ปเปต (micropipette) ขนาด 5,000, 1,000, 200, 20 และ 10 ไมโครลิตร                

   (จากบริษัท Eppendorf (Thailand) Co., Ltd. (Bangkok, Thailand)) 
3.1.2.   ทิป (tips) ขนาด 5,000, 1,000, 200 และ 10 ไมโครลิตร                                                    

   (จากบริษัท Bioscience, Inc. (Pennsylvania, USA)) 
3.1.3.   ถุงมือยางไนไตรล (จากบริษัท Sri trang gloves (Suratthani, Thailand))  
3.1.4.   ตูปลอดเชื้อ (จากบริษัท PMI-Labortechnik GmbH (Grafstal, Switzerland)) 
3.1.5.   เคร่ืองชั่งสาร (จากบริษัท Adam equipment (Connecticut, USA)) 
3.1.6.   กระดาษชั่งสาร 
3.1.7.   พลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลตกลม (PET plastic bottle)                                      

   ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.6 มิลลิเมตร    
3.1.8.   ขวดรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร (จากบริษัท Corning Life Sciences            

   (Tewksbury, USA)) 
3.1.9.   ตะเกียงแอลกอฮอล 
3.1.10. ไฟแช็ค 
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3.1.11. บีกเกอรขนาด 1,000 และ 250 มิลลิลิตร                                                                    
   (จากบริษัท Corning Life Sciences (Tewksbury, USA)) 

3.1.12. แทงแกวคนสาร  
3.1.13. ขวดแกวบรรจุสารขนาด 500 มิลลิลิตร                                                              

   (จากบริษัท Schott AG (Hattenbergstrasse, Germany))     
3.1.14. กระบอกตรวงขนาด 1,000 มิลลิลิตร                                                                     
          (จากบริษัท Schott AG (Hattenbergstrasse, Germany))     

3.1.15. เคร่ืองวัดคา pH (จากบริษัท Ionix (Robinson road, Singapore))  
3.1.16. กระบอกฉีดยาขนาด 15 มิลลิลิตร (จากบริษัท Nipro (New Jersey, USA))   
3.1.17. แผนกรองแบคทีเรียขนาด 0.45 ไมโครเมตร                                                                   

   (จากบริษัท GE Healthcare Life Sciences (Chicago, USA)) 
3.1.18. เคร่ืองน่ึงฆาเชื้อ (Autoclave)                                                                     

   (จากบริษัท Bio-active Co., Ltd. (Bangkok, Thailand))  
3.1.19. ตูบมเขยาอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

   (จากบริษัท Labnet international Inc. (New jersey, USA)) 
3.1.20. คิวเวตต (จากบริษัท Eppendorf (Thailand) Co., Ltd. (Bangkok, Thailand)) 
3.1.21. Spectrophotometry                                                                                 

   (จากบริษัท ThermoFisher Scientific (Thailand) Co. Ltd. (Bangkok,  
   Thailand)) 

3.2. เคมีภัณฑ  
3.2.1.   แอมโมเนียมไนเตรท (Ammonium nitrate, NH4NO3 MW. เทากับ 80.044 กรัม 

   ตอโมล)  
3.2.2.   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Potassium dihydrogenphosphate, KH2PO4                      

   MW. เทากับ 136.086 กรัมตอโมล) (จากบริษัท Merck (Darmstadt, Germany)) 
3.2.3.   ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต โดเดคาไฮเดรต (Disodium hydrogenphosphate   

   Dodecahydrate, Na2HPO4 x 12H2O MW. เทากับ 358.14 กรัมตอโมล)                                 
   (จากบริษัท BDH chemicals (United Kingdom)) 

3.2.4.   แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต (Magnesium sulfate heptahydrate,                    
   MgSO4 x 7H2O MW. เทากับ 246.48 กรัมตอโมล) (จากบริษัท Merck   
   (Darmstadt, Germany)) 

3.2.5.   เฟอริกคลอไรด เฮกซะไฮเดรต (Ferric chloride hexahydrate, FeCl3 x 6H2O                        
   MW. เทากับ 270.29 กรัมตอโมล) (จากบริษัท Sigma-Aldrich (Missouri, USA))  

3.2.6.   แคลเซียมคลอไรด ไดไฮเดรต (Calcium chloride dihydrate, CaCl2 x2H2O                            
   MW. เทากับ 147.01 กรัมตอโมล) (จากบริษัท Merck (Darmstadt, Germany)) 

3.2.7.   ไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl MW. เทากับ 36.46 กรัมตอโมล)                                                                              
   (จากบริษัท RCI Labscan Co., LTD. (Bangkok, Thailand)) 

3.2.8.   โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide, NaOH MW. เทากับ 39.997 กรัมตอ  
   โมล) (จากบริษัท Merck (Darmstadt, Germany)) 
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บทที่ 3 

วิธีดำเนินการทดลอง  

 

1. การคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายพลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลต 
แบคทีเรียที่ใชในงานวิจัย คือ แบคทีเรียรหัส S3 S4 และ S7 เปนแบคทีเรียที่คัดแยกจากดิน               

จังหวัดสมุทรสาคร บริเวณที่ละติจูด 13°38'39.1"N ลองติจูดที่ 100°15'51.5"E  โดยนางสาวณัฐนรี 

แตงเอี่ยม (ณัฐนรี แตงเอี่ยม, 2561)                  

นำ stock culture แบคท ีเรียรห ัส S3, S4 และ S7 จากอ ุณหภ ูม ิ -80 องศาเซลเซียส                         

มาคัดแยกใหไดโคโลนีเด ี่ยวบนอาหารเลี ้ยงเชื ้อแข ็ง Carbon free mineral medium (CFMM)                    

ที่ผสมพลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลต (PET) 0.5 กรัม (w/v) แลวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส                

เปนเวลา 72 ชั่วโมง จากน้ันเขี่ยโคโลนีเดี่ยว ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร                

ท ี ่ผสมพลาสต ิก PET 0.1 กรัม (w/v) แล วบ มในสภาวะแบบเขยาความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที                    

ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง เพื่อทำ Glycerol culture stock (อัตราสวน 1: 1 

v/v) และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส และศึกษาลักษณะของแบคทเีรียใตกลองจุลทรรศน

แบบใชแสง  

หล ังจากนั ้นนำ stock culture แบคท ีเรียรหัส S3, S4 และ S7 จากอ ุณหภูม ิ -80 องศา

เซลเซียส มาคัดแยกใหไดโคโลนีเดี่ยวบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่ผสมพลาสติก PET 0.5 กรัม 

(w/v) แลวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 ชั่วโมง ศึกษาลักษณะของแบคทีเรียบน

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM และลักษณะใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสงเปรียบเทียบกับการคัดแยก

แบคทีเรียชุดแรกซึ่งบมบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง หากพบลักษณะโคโลนี

แ ตกต  าง จากล ั กษณะโค โลน ี แบคท ี เ ร ียรห ั ส S3 S4 แ ล ะ  S7 ท ำ  Glycerol culture stock                

(อัตราสวน 1: 1 v/v) และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสและกำหนดรหัสแกแบคทีเรียที่        

คัดแยกไดเพิ่มเติม  

 

2. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA  
2.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอแบคทีเรีย  
เลี้ยงแบคทีเรียรหัส S3, S4 และ S7 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร          

ที่ผสมพลาสติก PET 0.1 กรัม แลวบมในสภาวะแบบเขยาความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ             

30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง จากน้ันเก็บเซลลแบคทีเรียโดยนำมาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 

12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง นำเซลลแบคทีเรียที่ไดมาเติม TE buffer pH8 

(10 mM Tris, pH8, 1 mM EDTA, pH8) ปริมาตร 280 ไมโครลิตรและ lysozyme (ความเขมขน 

10 มิลลิกรัมตอไมโครลิตร) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เขยาใหเขากันเบา ๆ และบมที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 60 นาที จากน้ันเติม 10% (w/v) SDS ปริมาตร 22.5 ไมโครลิตรและ RNase A 

ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซ ียส เป นเวลา 30 นาท ี เต ิม phenol 350 ไมโครล ิตร ผสมใหเขาก ันและนำมาปนเหวี ่ยง            

ที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากปนเหวีย่ง 
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ยายสวนใสดานบนไปยังหลอด microcentrifuge ใหมและเติม chloroform ปริมาตรเทากับสวนใส 

ผสมใหเขากันเบา ๆ  และนำมาปนเหว ี่ยงที ่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ/นาท ี เป นเวลา 15 นาที          

ท ี ่อ ุณหภ ูม ิ 4 องศาเซลเซ ียส ย ายส วนใสด านบนไปยังหลอด microcentrifuge ใหมและเติม                  

3M sodium acetate ปริมาตร 1/10 ของปริมาตรสวนใส ผสมใหเขากัน จากน้ันเติม absolute 

ethanol เย็นปริมาตรสองเทาของสารทั้งหมด บมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

ป  นเหว ี ่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ/นาท ี เป นเวลา 15  นาที ท ี ่อ ุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส                     

เพื่อตกตะกอนจีโนมิกดีเอ็นเอ ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol เย็น ปริมาตรหน่ึงเทาของ

สารละลายกอนหนา ป  นเหวี ่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ/นาท ี เป นเวลา 5 นาที ที ่อุณหภูมิ            

4 องศาเซลเซียส เทสวนใสออกและหลอด microcentrifuge คว่ำบนกระดาษทิชชูที่สะอาด ทิ้งให

แห งท ี ่อ ุณหภ ูม ิห อง จากนั ้นละลายตะกอนจีโนมิกด ีเอ ็นเอใน  RNase free water ปริมาตร                       

30  ไ ม โ ค รล ิ ต ร ต รว จส อบ คว าม เข  มข  นและความบ ร ิ ส ุ ทธ ิ ์ข อง จ ี โนม ิ กด ี เ อ ็ น เอ โดย                                                

ว ิธ ี spectrophotometric method และตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิกดีเอ ็นเอท ี ่สก ัดไดดวย                     

0.8% อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟลิซิส สารละลายจีโนมิกดีเอ็นเอสวนที่ เหลือ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ                  

4 องศาเซลเซียส  

2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (Polymerase chain  
     reaction, PCR)  

 นำจีโนมิกด ีเอ ็นเอท ี ่สก ัดได จากข อ 2.1 ความเข มข น 50 นาโนกรัมต อไมโครล ิตร                          

มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลเิมอเรส โดยมีองคประกอบดังตารางที่ 2 

ตารางที่ 1 ลำดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร  

ไพรเมอร ลำดับนิวคลีโอไทด (5' – 3') 
27F 5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3' 

1492R 5'- GGTTACCTTGTTACGACTT -3' 

ตารางที่ 2 องคประกอบของปฏิกริิยาลูกโซโพลิเมอเรส  

องคประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
10X Reaction buffer  2 
10 mM dNTPs 0.2 
10 µM 27F primer  0.2 
10 µM 1492R primer  0.2 

50 mM MgCl2 1 
Taq DNA polymerase  0.1 
Template (genomic DNA 50 ng/µl) 1 
RNase free water 15.3 

ปริมาตรรวม 20 
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นำองค ประกอบท ั ้งหมดใส ลงใ นหลอด PCR จากนั ้นนำไปเพ ิ ่มป ร ิม าณดี เอ ็ น เ อ                                

ดวยเคร่ือง Thermal cycler โดยใชสภาวะดังตารางที่ 3 

ตารางที่ 3 สภาวะการทำปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส  

ขั้นตอน 
อุณหภูมิ                

(องศาเซลเซียส) 
เวลา (นาที) รอบ 

Initial denaturation 94 5  - 
Denaturation 94 0.5 

35 Annealing 57 0.5 
Extension 72 2  
Final extension 72 10  - 

 จากน้ันนำตัวอยางผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสมาตรวจสอบดวย 0.8 % อะกาโรส

เจลอิเล็กโตรโฟลิซิสและนำผลิตภณัฑที่ไดไปวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทด  

3. การทดลองวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  

นำ glycerol culture stock ของแบคทีเรียเดิมและคัดแยกไดเพิ่มเติมจากขอที่ 1 เลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง carbon free mineral medium (CFMM) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 72 ชั่วโมง เขี่ยโคโลนีเดี่ยวจากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

CFMM ปริมาตร 20 มิลลิลิตรที่ผสมพลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลต (PET) 0.1 กรัม บมในสภาวะ

แบบเขยาความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จากน้ันนำ             

หัวเชื้อที่ไดวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ใหมีคาประมาณ 0.05 OD และ

คำนวณความเขมขนของหัวเชื้อเร่ิมตนโดยการทำ plate count technique ดวยวิธี spread plate 

บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM จากน้ันนำหัวเชื้อมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ใหม 

ปริมาตร 20 มิลล ิล ิตร ท ี ่ผสมพลาสต ิก PET 0.1 กรัม บ มในสภาวะแบบเขยาความเร็วรอบ                     

200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 14 วัน และตรวจติดตามการเจ ริญเติบโต            

ของแบคท ีเรียด วยวิธ ีการวัดคาการด ูดกลืนแสงที ่ความยาวคล ื ่น  600 นาโนเมตร ด วยเครื่อง 

spectrophotometer ทุก ๆ  24 ชั่วโมง  
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง อภิปรายผลการทดลองและสรุปผลการทดลอง 

1. การคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายพลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลต 
จากการทดลองการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายพลาสติกพอลิเอทิลีนเท เ รฟท าเลต 

แบคทีเรียรหัส S3 S4 และ S7 ที่คัดแยกจากดิน จังหวัดสมุทรสาคร บริเวณละติจูดที่ 13°38 '39.1"N 

และลองติจูดที่ 100°15'51.5"E  โดยนางสาวณัฐนรี แตงเอี่ยม (ณัฐนรี แตงเอี่ยม, 2561) พบวาเมื่อบม

แบคทีเรียรหัส S3 S4 และ S7 จาก glycerol culture stock บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง carbon free 

mineral medium (CFMM) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ชั่วโมง โคโลนีแบคทีเรียรหสั 

S3 S4 และ S7 เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ในสวนของโคโลนีแบคทีเรียรหัส S7 บนอาหาร

เลี้ยงเชื้อแข็งน้ันพบวามีสองลักษณะคือ โคโลนีสีขาวและโคโลนีสีเหลืองเจริญทับกัน (ตารางที่  4) 

ดังน้ันจึงคัดแยกโคโลนีสีขาวและสีเหลืองออกจากกันโดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวบนอาหารเลี้ยง เชื้อแข็ง  

CFMM และขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ใหม และตั้งชื่อรหัสโคโลนีสีขาวและโคโลนีสีเหลอืง

จาก glycerol culture stock ของแบคทีเรียรหัส S7 คือ S7-W และ S7-Y ตามลำดับ (ตารางที่ 5)   

หลังจากชั่วโมงที่ 72 บนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแบคทีเรียรหัส S3 และ S4 พบการเจริญของ

โคโลนีลักษณะอื่น คือโคโลนีสีขาวขุนกลมโดยโคโลนีดังกลาวบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแบคทเีรียรหัส S3 

จะมีขนาดโคโลนีขนาดใหญกวาโคโลนีในจานเพาะเชื้อแบคทีเรียรหัส S4 เล็กนอยและตั้งชื่อรหัส

โคโลนีสีขาวขุนจากอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแบคทีเรียรหัส S3 และ S4 คือ S3-W และ S4-W ตามลำดับ 

(ตารางที่ 5) รวมถึงคัดแยกและขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ใหมและทำ glycerol culture 

stock ในสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งรหัส S7 พบโคโลนีสีขาวใสกลมขนาดเล็กเจริญบนอาหารเลี้ยง

เชื้อแข็ง CFMM คัดแยกและขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ใหมและทำ glycerol culture 

stock รวมถ ึงต ั ้งช ื่อรหัสโคโลนีขาวใสจากอาหารเล ี ้ยงเช ื้อแข็ง แบคทีเรียรหัส S7 ค ือ S7-LW             

(ตารางที่ 5)   

เมื่อยอมแกรมเพื่อศึกษาลักษณะสัณฐานของแบคทีเรียรหัส S3 S3-W S4 S4-W S7-W และ             

S7-Y ดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสงพบลักษณะสัณฐานของแบคทีเรีย 2 รูปแบบที่แตกตางกัน

ภายใตกลองจุลทรรศน (ตารางที่ 7) ดังน้ันทำการคัดแยกแบคทีเรียอีกคร้ังโดยเพิ่มระยะเวลาการบม

เชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM จากเดิมระยะเวลาการบมเชื้อคือ 72 ชั่วโมงเปน 120 ชั่วโมง        

ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เพื่อใหโคโลนีของแบคทีเรียนอกเหนือจากโคโลนีของแบคทเีรียรหัส S3 

S4 และ S7 ที่เจริญไดชาเจริญบนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM พบวาบนจานเพาะเชื้อแบคทีเรีย

รหัส S3 และ S4 พบโคโลนีสีขาวกลมเจริญซึ่งมีลักษณะคลายกับแบคทีเรียรหัส S3-W และ S4-W  

ในสวนของจานเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียรหัส S7 น้ันพบโคโลนีสีขาวใสกลมเจริญรวม ลักษณะโคโลนี

คลายกับโคโลนีรหัส S7-LW จากการคัดแยกแบคทีเรียคร้ังแรก (ตารางที่ 6)  

หล ังจากบ มเชื ้อครบ 120 ช ั ่วโมง  ย อมแกรมเพื ่อศ ึกษาลักษณะสัณฐานจากโคโลนีเดี ่ยว             

พบล ักษณะสัณฐานของแบคท ีเรีย  2 รูปแบบที ่แตกต างกันภายใต กล องจุลทรรศนเชนเดียวกับ                 

การคัดแยกแบคทีเรียในคร้ังแรก  
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ตารางที่ 4 ลักษณะโคโลนีแบคทีเรียรหัส S3 S4 และ S7 จาก glycerol culture stock บนอาหาร 

   เลี้ยงแข็ง CFMM ระยะเวลาบม 72 ชั่วโมง 

รหัส
แบคทีเรีย 

ลักษณะโคโลนี                                             
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM 

รูปลักษณะโคโลนี                                                       
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM 

S3 
โคโลนีสีขาวใสกลม นูนเล็กนอย           
ผิวเรียบ ขอบเกลี้ยง ขนาดเล็ก  

 

S4 
โคโลนีสีขาวใสกลม นูนเล็กนอย                 
ผิวเรียบ ขอบเกลี้ยง ขนาดเล็ก  

 

S7  

โคโลนีสีขาวขุนกลม นูนเล็กนอย                
ผิวเรียบ ขอบเกลี้ยง ขนาดเล็ก  
 
โคโลนีสีเหลืองกลม นูนเล็กนอย                
ผิวเรียบ ขอบเกลี้ยง ขนาดเล็ก 
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ตารางที่ 5 ชื่อรหัสแบคทีเรียจาก glycerol culture stock เดิมและคัดแยกเพิ่มเติมจาก S3 S4  

    และ S7 glycerol culture stock บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM 

Glycerol  
culture stock 

ประเภท รหัส 
ลักษณะโคโลนี                                     

บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM 

S3 
glycerol culture stock เดิม S3 โคโลนีสีขาวใสกลม  
คัดแยกเพิ่มเติม S3-W โคโลนีสีขาวขุนกลม  

S4 
glycerol culture stock เดิม S4 โคโลนีสีขาวใสกลม  

คัดแยกเพิ่มเติม S4-W  โคโลนีสีขาวขุนกลม   

S7 
คัดแยกเพิ่มเติม S7-W โคโลนีสีขาวขุนกลม  
คัดแยกเพิ่มเติม S7-Y โคโลนีสีเหลืองกลม  
คัดแยกเพิ่มเติม  S7-LW โคโลนีสีขาวใสกลม 

หมายเหตุ แบคทีเรียรหัส S7-W และ S7-Y เกิดจากการคัดแยกโคโลนีที่เจริญซอนทับกัน  

   จาก culture glycerol stock แบคทีเรียรหัส S7    

 

ตารางที่ 6 ลักษณะโคโลนีแบคทีเรียรหัส S3 S4 และ S7 จาก glycerol culture stock บนอาหาร 

   เลี้ยงแข็ง CFMM ระยะเวลาบม 120 ชั่วโมง  

รหัส       
แบคทีเรีย 

ลักษณะโคโลนี                                             
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM 

รูปลักษณะโคโลนี                                       
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM 

S3  

 
 
โคโลนีสีขาวใสกลม นูนเล็กนอย               
ผิวเรียบ ขอบเกลี้ยง ขนาดเล็ก 
                                    
 

 

S3-W 

 
โคโลนีสีขาวขุนกลม นูน                       
ผิวเรียบ ขอบเกลี้ยง ขนาดเล็ก 
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ตารางที่ 6 ลักษณะโคโลนีแบคทีเรียรหัส S3 S4 และ S7 จาก glycerol culture stock บนอาหาร 

   เลี้ยงแข็ง CFMM ระยะเวลาบม 120 ชั่วโมง (ตอ) 

รหัส       
แบคทีเรีย 

ลักษณะโคโลนี                                             
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM 

รูปลักษณะโคโลนี                                       
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM 

S4 

 
โคโลนีสีขาวใสกลม นูนเล็กนอย             
ผิวเรียบ ขอบเกลี้ยง ขนาดเล็ก 

 

 

S7-W 

 
โคโลนีสีขาวขุนกลม นูนเล็กนอย                
ผิวเรียบ ขอบเกลี้ยง ขนาดเล็ก 
 

 

S7-LW  

 
 
 
โคโลนีสีขาวใสกลม นูนเล็กนอย                 
ผิวเรียบ ขอบเกลี้ยง ขนาดเล็ก 

 

 

S7-Y 

 
โคโลนีสีเหลืองกลม นูนเล็กนอย                
ผิวเรียบ ขอบเกลี้ยง ขนาดเล็ก 
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ตารางที่ 7 ลักษณะสัณฐานแบคทีเรียภายใตกลองจุลทรรศน  

รหัส
แบคทีเรีย 

ลักษณะสัณฐานภายใตกลองจุลทรรศน 
รูปลักษณะสัณฐานภายใตกลอง

จุลทรรศน 

S3 
แบคทีเรียแกรมบวก ลักษณะทอนสั้น 
แบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะทอนสั้น  

 

S3-W 
แบคทีเรียแกรมบวก ลักษณะทอนสั้น 
แบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะทอนสั้น  

 

S4 
แบคทีเรียแกรมบวก ลักษณะทอนสั้น  
แบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะทอนสั้น  

 

S4-W 
แบคทีเรียแกรมบวก ลักษณะทอนสั้น 
แบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะทอนสั้น  
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ตารางที่ 7 ลักษณะสัณฐานแบคทีเรียภายใตกลองจุลทรรศน (ตอ) 

รหัส
แบคทีเรีย 

ลักษณะสัณฐานภายใตกลองจุลทรรศน 
รูปลักษณะสัณฐานภายใตกลอง

จุลทรรศน 

S7-W 
แบคทีเรียแกรมบวก ลักษณะทอนสั้น 
แบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะทอนยาว  

 

S7-LW 
แบคทีเรียแกรมบวก ลักษณะทอนสั้น  
แบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะทอนยาว 

ปริมา 

S7-Y 
แบคทีเรียแกรมบวก ลักษณะทอนสั้น 
แบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะทอนยาว 
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2. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA  
เมื่อนำ glycerol culture stock ของแบคทีเรียรหัส S3 S4 และ S7 มาคัดแยกแบคทีเรียบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM แลว วิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA พบวาแบคทีเรียรหัส S3 และ 

S7 มีความใกล เค ียงก ับแบคท ีเรียในฐานข อมูล GenBank ค ือ Moraxella osloensis strain 

1910ICU268 และ Gordonia desulfuricans strain ASO3D ตามลำดับ (ตารางที่ 8) 

การเท ียบลำด ับนิวคล ีโอไทด ก ับฐานข อมูล GenBank ของแบคท ีเรียรห ัส S3 และ S7                 

ไมตรงก ับการเทียบลำดับนิวคลีโอไทด ของนางสาวณัฐนรี แตงเอี ่ยม  (ณัฐนรี แตงเอี ่ยม , 2561)                  

อาจเกิดขึ้นจากการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอและความแปรปรวนของลำดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA  

 

ตารางที่ 8 ผลของการเทียบลำดับนิวคลโีอไทดกับฐานขอมูล GenBank  

รหัส
แบคทีเรีย 

จำนวน               
นิวคลีโอไทด 

(bp)  
แบคทีเรีย 

กลุม
เสี่ยง 

Percent 
identity 

Accession 
no. 

S3 1339 
Moraxella osloensis    
strain 1910ICU268 

2 
100% 

(1339/1339) 
MT225644.1 

S7 1186 
Gordonia desulfuricans              
strain ASO3D 

2 
99.92% 

(1185/1186) 
KY888689.1 

หมายเหตุ แบคทีเรียรหัส S4 ไมสามารถวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดไดเน่ืองจากเกิดปญหา 

   ในการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

3. การทดลองวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
จากการทดลองวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียพบวาความเขมขนของหัวเชื้อแบคทีเรีย เร่ิมตน

รห ัส S3 S3-W S4 S7-W และ S7-Y เม ื ่อว ัดคาการดูดกลืนแสงที ่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร         

โดยมีค าประมาณ  0.05 OD และทำ plate count technique 2 ว ิธ ี ค ือ ว ิธ ี spread plate               

ที่ความเจืองจาง 10-4 ถึง 10-6 และวิธี drop plate ที่ความเจือจาง 10-1 ถึง 10-6  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ

แข็ง carbon free mineral medium (CFMM) จากน้ันนับโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM จาก 

ว ิธ ี spread plate และว ิธี drop plate (ตารางที่  10 และ 11) นำจำนวนโคโลนีจากวิธี spread 

plate คำนวณความเขมขนของหัวเชื้อแบคทีเรียเร่ิมตนรหัส S3, S3-W, S4, S7-W และ S7-Y ไดดังน้ี                  

2 .50 x 10 8, 2 .47 x 10 8, 1 .44  x 10 7
,
 1 .32  x 10 8 แ ล ะ  4 .70  x 10 6 CFU/ml. ต ามลำดับ                       

(ตารางที่ 9)  

ทำ plate count technique ดวยวิธี spread plate บนอาหารเลี ้ยงเช ื้อแข็ง nutrient agar 

(NA) เพื่อเปรียบเทียบการเจริญของแบคทีเรียทั้ง 5 รหัสวามีความแตกตางจากการเจริญบนอาห าร

เลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM หรือไม พบวาการเจริญของแบคทีเรียทั้ง 5 รหัส บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง NA 

ดวยวิธี spread plate ไมสามารถนับจำนวนโคโลนีบนอาหารเลี้ยงแข็งได เน่ืองจากจำนวนโคโลนี                  
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บนผ ิวอาหารเล ี ้ยงเช ื้อแข็งมากกวา 300 โคโลนีและโคโลนีท ั ้งสองลักษณะเจริญซ อนทับกัน                        

ดังนั ้นจึงว ิธ ี drop plate บนอาหารเล ี ้ยงแข ็ง  NA แทน พบว าแบคท ีเรียรห ัส S3 และ S3-W             

ไมสามารถนับจำนวนโคโลนีไดเน่ืองจากโคโลนีเจริญซอนทับกัน แตแบคทีเรียรหัส S4, S7-W และ            

S7-Y สามารถนับโคโลนีได  ท ั ้งนี้อาจเนื ่องมาจากอาหารเลี ้ยงเชื ้อ NA เป นอาหารเลี้ยงเชื ้อแบบ               

non-synthetic medium ที่ใชในการเจริญของจุลินทรียหองปฏิบัติการไดหลากหลายชนิดเน่ืองจาก

มีแหลงคารบอน ไนโตรเจนและแรธาตุอื่น ๆ ที่เพียงพอและเหมาะสมตอการเจริญของ จุลิ นท รีย  

ดังน้ันแบคทีเรียทั้ง 5 รหัสจึงเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง NA ไดดีกวาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM 

ซึ่งเปนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบ selective medium ที่มีแหลงคารบอนเปนพลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟ

ทาเลต (PET) ซึ่งการเขาถึงแหลงคารบอนของแบคทีเรียทั้ง 5 รหัสน้ันยากกวาแหลงคารบอนจาก

น้ำตาลในอาหารเลี้ยงเชื้อ NA   

 

คำนวณปริมาณเชื ้อเริ่มตน (CFU/ml.) บนอาหารเล ี ้ยงเช ื้อแข็ง CFMM ในการทดลอง          

วัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียดวยวิธ ีspread plate  

สูตรคำนวณ CFU/ml.  =  ( r  )  (d  r)
  r d  

 

 

ตารางที่ 9 ปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตน (CFU/ml.) ในการทดลองวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

รหัสแบคทีเรีย 
จำนวนโคโลนีบนความเจือจาง   

CFU/ml. 
10-4 10-5 10-6 

S3 
TNTC 
TNTC 

229 
271 

29 
23 

2.50 x 108 

S3-W 
TNTC 
TNTC 

238 
257 

29 
29 

2.47 x 108 

S4 
166 
123 

10 
10 

2 
0 

1.44 x 107 

S7-W 
TNTC 
TNTC 

119 
146 

12 
9 

1.32 x 108 

S7-Y 
46 
48 

5 
8 

0 
1 

4.70 x 106 

 หมายเหตุ TNTC คือ too numerous to count (>300)  
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ตารางท่ี 10 ปริมาณเช้ือเร่ิมตนของแบคทีเรีย รหัส S3 S3-W S4 S7-W และ S7-Y โดยวิธี spread plate  
   บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง CFMM  

        หมายเหตุ TNTC คือ too numerous to count (>300) และภาคผนวก ค รูปที่ 24 และ 25  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รหัสแบคทีเรีย ความเจือจาง 
จำนวนโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM 

1 2 

S3 
10-4 TNTC TNTC 
10-5 229 271 
10-6 29 23 

S3-W 
10-4 TNTC TNTC 
10-5 238 257 
10-6 29 29 

S4 

10-4 166 123 

10-5 10 10 
10-6 2 0 

S7-W 
10-4 TNTC TNTC 
10-5 119 146 

10-6 12 9 

S7-Y 
10-4 46 48 
10-5 5 8 
10-6 0 1 
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ตารางที่ 11 ปริมาณเชื้อเร่ิมตนของแบคทีเรียรหัส S3 S3-W S4 S7-W และ S7-Y โดยวิธี drop  

     plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM 

รหัส 
แบคทีเรีย 

ความเจือจาง  
จำนวนโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM 

1 2 3 

S3 

10-1 TNTC TNTC TNTC 
10-2 TNTC TNTC TNTC 
10-3 TNTC TNTC TNTC 

10-4 TNTC TNTC TNTC 
10-5 17 15 14 
10-6 2 3 5 

S3-W 

10-1 TNTC TNTC TNTC 

10-2 TNTC TNTC TNTC 
10-3 TNTC TNTC TNTC 
10-4 TNTC TNTC TNTC 
10-5 19 20 19 
10-6 4 2 3 

S4 

10-1 TNTC TNTC TNTC 
10-2 TNTC TNTC TNTC 
10-3 TNTC TNTC TNTC 
10-4 25 31 35 

10-5 2 5 3 
10-6 0 0 0 

S7-W 

10-1 TNTC TNTC TNTC 
10-2 TNTC TNTC TNTC 

10-3 TNTC TNTC TNTC 
10-4 TNTC TNTC TNTC 
10-5 12 10 10 
10-6 1 1 0 

S7-Y 

10-1 TNTC TNTC TNTC 

10-2 TNTC TNTC TNTC 
10-3 TNTC TNTC TNTC 
10-4 5 7 4 
10-5 1 1 0 

10-6 0 0 0 
หมายเหตุ TNTC คือ too numerous to count (>300) และภาคนวก ค รูปท่ี 26 ถึง 30   
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หล ังจากคำนวณความเข มขนของหัวเชื ้อแบคทีเรียทั ้ง 5 รห ัสแล ว นำห ัวเชื ้อดังกลาว              

ทำการทดลองวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในอาหารเล ี้ยงเชื ้อ เหลว  carbon free mineral 

medium (CFMM) และตรวจติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อดวยวิธีการวัดคาการดูดกลื นแส งที่   

ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ทุก ๆ 24 ชั่วโมง เปนระยะเวลาทั้งสิ้น 14 วัน พบวาชวงการเจริญของ

แบคทีเรียแตละชนิดน้ันมี lag phase, log phase  และ stationary phase แตกตางกันในแตละรหสั

แบคทีเรีย สืบเน่ืองจากแบคทีเรียแตละรหัสน้ันไมใชแบคทีเรียชนิดเดี่ยว ถึงแมวาจะทำการคัดแยก             

บนอาหารเล ี ้ยงแข็ง CFMM ซ ึ ่งเป นอาหารเลี ้ยงเชื ้อแบบ selective medium หลายครั ้งจนได               

โคโลนีเดี่ยวแลวก็ตาม เมื่อนำโคโลนีเดี่ยวดังกลาวเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ซึ่งมีพลาสติก                 

พอลิเอท ิลีนเทเรฟทาเลต (PET) 0.1 กรัม และตรวจติดตามการเจริญต ิบโตของเชื ้อแต ละรหัส           

พบว าค าการด ูดกล ืนแสงท ี่ว ัดไดแตละช ุดการทดลองทั ้ง 4 ช ุด ของแบคท ีเรียแต ละรหัสน้ัน                  

ไมสอดคลองกับทฤษฎีการเจริญของแบคทเีรีย   

การเจริญของแบคทีเรียรหัส S3 ตั้งแตชั่วโมงที่ 48 ถึงชั่วโมงที่ 264 น้ันมีความแปรปรวน              

ในแต ละชุดการทดลองออกเป น 2 รูปแบบ โดยรูปแบบแรกคาดวามีชวง log phase 2 ช วง คือ 

ช วงแรกต ั้งแต ชั ่วโมงที่  48 ถ ึง ช ั่วโมงที ่ 120 และช วงที ่ 2 ต ั ้งแตช ั่วโมงที ่ 216 ถ ึง ช ั ่วโมงท ี่  264                    

(รูปที่ 14; ภาคผนวกรูปที่ 38 และ 39; ตารางที่ 12) โดยชวงที่ 2 น้ันมีคาการดูดกลืนแสงที่มากกวา

ชวงแรก รูปแบบที่สอง ชั่วโมงที่ 48 ถึงชั่วโมงที่ 264 น้ันมีคาการดูดกลืนแสงที่ เพิ่ มขึ้ นเ ร่ือย ๆ                 

จนคาคงที่หลังจากชั่วโมงที่ 264 (รูปที่ 14; ภาคผนวก ค รูปที่ 40 และ 41; ตารางที่ 12)  

ตารางที่ 12 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3                     

     ทั้ง 4 ชุดการทดลอง 

ชั่วโมง 
คาเฉลี่ยความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เฉลี่ยของชุดการทดลอง 

ชุดท่ี 1 ชุดท่ี 2 ชุดท่ี 3 ชุดท่ี 4  

0 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.010 0.017 0.036 0.021 

48 0.031 0.021 0.044 0.047 
72 0.028 0.061 0.053 0.059 

96 0.026 0.084 0.055 0.064 
120 0.078 0.120 0.058 0.078 

144 0.055 0.116 0.056 0.077 
168 0.061 0.116 0.063 0.087 

192 0.086 0.104 0.074 0.102 
216 0.103 0.118 0.076 0.112 

240 0.133 0.151 0.084 0.140 
264 0.128 0.218 0.094 0.155 

288 0.121 0.126 0.089 0.162 
312 0.162 0.156 0.038 0.160 
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รูปที่ 14 กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3 ทั้ง 4 ชุดการทดลอง 

กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3 น้ันไมสามารถเห็นชวง lag phase ไดชัดเจนและ

ตั้งแตชั่วโมงที่ 24 จนกระทั่งชั่วโมงที่ 264 มีคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นตามระย ะเว ลาการบม                

ที่เพิ่มขึ้นโดยชั่วโมงที่ 96 ถึงชั่วโมงที่ 144 คาดวาเปนชวง log phase ที่หน่ึงและชั่วโมงที่  216                

ถึงชั่วโมงที่ 264 คาดวาเปนชวง log phase ที่สอง อีกทั้งไมเห็นชวง stationary phase ที่ชัดเจนและ

หลังจากชั่วโมงที่ 264 มีคาการดูดกลืนแสงที่ลดลง (รูปที่ 15; ตารางที่ 13) 

ตารางที่ 13 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3    

ช่ัวโมง 
คาความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เฉล่ียของชุดการทดลอง คาเฉล่ียคาความยาวคล่ืน 

600 นาโนเมตร ชุดท่ี 1 ชุดท่ี 2 ชุดท่ี 3 ชุดท่ี 4  

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.010 0.017 0.036 0.021 0.021 
48 0.031 0.021 0.044 0.047 0.036 
72 0.028 0.061 0.053 0.059 0.050 
96 0.026 0.084 0.055 0.064 0.057 
120 0.078 0.120 0.058 0.078 0.084 
144 0.055 0.116 0.056 0.077 0.076 
168 0.061 0.116 0.063 0.087 0.082 
192 0.086 0.104 0.074 0.102 0.092 
216 0.103 0.118 0.076 0.112 0.102 
240 0.133 0.151 0.084 0.140 0.127 
264 0.128 0.218 0.094 0.155 0.149 
288 0.121 0.126 0.089 0.162 0.125 
312 0.162 0.156 0.038 0.160 0.129 

0
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รูปที่ 15 กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3 
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การเจริญของแบคทีเรียรหัส S3-W แสดงชวง lag และ log phase สวนใหญตั้งแตชั่วโมงที่ 0 

ถึงชั่วโมงที่ 120-144 (รูปที่ 16; ภาคผนวก ค รูปที่ 42 43 และ 45; ตารางที่ 14) แตชุดการทดลองที่ 

3 มีชวงดังกลาวยาวกวาอีก 3 ชุดการทดลองอยางมาก (รูปที่ 16; ภาคผนวก ค รูปที่ 44; ตารางที่ 14) 

และมีคาการดูดกลืนแสงชั่วโมงที่ 96 ถึงชั่วโมงที่ 168 มีคาขึ้นลงอยางเห็นไดชัด อาจเกิดจากการเจริญ

เพิ่มจำนวนของเชื้อผสมในชุดการทดลองที่แตกตางกันจึงเกิดชวงที่กราฟแปรปรวนขึ้น แบคทีเรียชนิด

แรกอาจจะเร่ิมเขาสูชวง log phase กอนที่ชั่วโมง 96 ถึงชั่วโมงที่ 144 และชวง log phase ที่สอง

ตั้งแตชั่วโมงที่ 168 ถึงชั่วโมงที่ 240 รวมถึงมีคาการดูดกลืนแสงที่สูงกวาชวง log phase แรก คาดวา

เปนการเจริญของแบคทีเรียอีกชนิดรวมกับการเจริญของแบคทีเรียชนิดแรกที่ชวง log phase แรก    

ตารางที่ 14 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3-W                     

     ทั้ง 4 ชุดการทดลอง 

ชั่วโมง 
คาเฉลี่ยความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เฉลี่ยของชุดการทดลอง 

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 4  

0 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.007 0.024 0.016 0.008 

48 0.022 0.022 0.016 0.030 
72 0.043 0.035 0.014 0.076 
96 0.114 0.080 0.020 0.100 
120 0.153 0.144 0.039 0.124 

144 0.188 0.148 0.044 0.149 
168 0.187 0.153 0.028 0.153 
192 0.201 0.160 0.048 0.151 
216 0.214 0.118 0.076 0.103 

240 0.202 - 0.123 - 
264 - - 0.127 - 
288 - - 0.107 - 

 หมายเหตุ - คือ ไมไดวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร  
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รูปที่ 16 กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3-W ทั้ง 4 ชุดการทดลอง 

กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3-W น้ันชวง lag และ log phase ตั้งแตชั่วโมงที่ 0 

ถึงชั่วโมงที่ 144 และเขาสูชวง stationary phase หลังจากชั่วโมงที่ 144 (รูปที่ 17; ตารางที่ 15)   

ตารางที่ 15 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3-W    

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เฉลี่ยของชุดการทดลอง คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 4  

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.007 0.024 0.016 0.008 0.014 
48 0.022 0.022 0.016 0.030 0.023 

72 0.043 0.035 0.014 0.076 0.042 
96 0.114 0.080 0.020 0.100 0.079 
120 0.153 0.144 0.039 0.124 0.115 
144 0.188 0.148 0.044 0.149 0.132 

168 0.187 0.153 0.028 0.153 0.130 
192 0.201 0.160 0.048 0.151 0.140 
216 0.214 0.118 0.076 0.103 0.128 
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รูปที่ 17 กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3-W 
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การเจริญของแบคทีเรียรหัส S4 น้ันมีคาการดูดกลืนแสงที่นอยมากเมื่อเทียบกับแบคทีเรีย

รหัสอื่น ๆ รวมถึงชวง lag log และ stationary phase ที่คอยขางแปรปรวนมาก ชุดการทดลองที่ 1

มีคาการดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้นและลดลงสลับกันไปอยางสม่ำเสมอระหวางชั่วโมงที่ 48 ถึงชั่วโมงที่ 240 

(รูปที่ 18; ภาคผนวก ค รูปที่ 46; ตารางที่ 16) จนไมสามารถคาดการณ log phase ของเชื้อผสมแต

ละต ัวได อยางชัดเจน อ ีกท ั ้งชุดการทดลองที่  2 และ 3 มีล ักษณะคลายกับชุดการทดลองที่ 1                     

แตมีความแปรปรวนชวงเวลาดังกลาวนอยกวา โดยชุดการทดลองที่ 2 คาดวาชวง log phase แรก              

ตั้งแตชั่วโมงที่ 48 ถึงชั่วโมงที่ 96 และตั้งแตชั่วโมงที่ 120 ถึงชั่วโมงที่ 168 คาดวาคือชวง log phase 

ที่สอง (รูปที่ 18; ภาคผนวก ค รูปที่ 47; ตารางที่ 16) สวนชุดการทดลองที่ 3 น้ันคาดวามีชวง log 

phase สองชวงเชนกันแตชวง log phase แรกน้ันไมชัดเจนและชวง log phase ที่สองน้ันตั้งแต

ชั่วโมงที่ 120 ถึงชั่วโมงที่ 192 (รูปที่ 18; ภาคผนวก ค รูปที่ 48; ตารางที่ 16) สวนชุดการทดลองชดุที่ 

4 น้ันมีคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นสม่ำเสมอจนถึงชั่วโมงที่ 216 (รูปที่ 18; ภาคผนวก ค รูปที่  49; 

ตารางที่ 16)  

ตารางที่ 16 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S4                     

     ทั้ง 4 ชุดการทดลอง 

ชั่วโมง 
คาเฉลี่ยความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เฉลี่ยของชุดการทดลอง 

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 4  

0 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.008 0.008 0.000 0.008 
48 0.018 0.012 0.000 0.015 
72 0.015 0.022 0.002 0.045 

96 0.020 0.016 0.039 0.057 
120 0.027 0.019 0.013 0.068 
144 0.013 0.035 0.020 0.078 
168 0.014 0.055 0.104 0.084 

192 0.009 0.058 0.121 0.088 
216 0.023 0.060 0.126 0.104 
240 0.024 0.028 0.147 0.111 
264 0.042 0.010 0.131 0.115 

288 0.057 - - 0.114 
หมายเหตุ - คือ ไมไดวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร  
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รูปที่ 18 กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S4 ทั้ง 4 ชุดการทดลอง 

กราฟการเจริญเฉล ี ่ยของแบคท ีเรียรห ัส S4 มีค าการด ูดกล ืนแสงท ี ่ความยาวคลื่น                       

600 นาโนเมตรที่นอยมาก (ต่ำกวา 0.1 OD) และชวง lag และ log phase ตั้งแตชั่วโมงที่  0 ถึง 

ชั่วโมงที่ 120 และเขาสูชวง stationary phase หลังจากชั่วโมงที่ 120 ถึงชั่วโมงที่ 192 แตหลังจาก

ชั่วโมงที่ 192 น้ันคาการดูดกลืนแสงน้ันมีคาที่เพิ่มขึ้นเร่ือย ๆ  (รูปที่ 19; ตารางที่ 17)     

ตารางที่ 17 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S4 

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เฉลี่ยของชุดการทดลอง คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 4  

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.008 0.008 0.000 0.008 0.008 
48 0.018 0.012 0.000 0.015 0.016 

72 0.015 0.022 0.002 0.045 0.030 
96 0.020 0.016 0.039 0.057 0.038 
120 0.027 0.019 0.013 0.068 0.048 
144 0.013 0.035 0.020 0.078 0.046 
168 0.014 0.055 0.104 0.084 0.049 

192 0.009 0.058 0.121 0.088 0.048 
216 0.023 0.060 0.126 0.104 0.064 
240 0.024 0.028 0.147 0.111 0.068 
264 0.042 0.010 0.131 0.115 0.078 
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รูปที่ 19 กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S4 
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การเจริญของแบคทีเรียรหัส S7-W พบวาไมสามารถเห็นชวง lag phase และ stationary 

phase ไดชัดเจนทั้ง 4 ชุดการทดลองและมี 2 รูปแบบ คือ กราฟการเจริญตั้งแตชั่วโมงที่ 48 ถึงชั่วโมง

ท ี ่  216 มีค าการด ูดกลืนแสงขึ้นลงเมื ่อระยะการบมที่ เพิ ่มขึ ้นพบวามี 2 ช ุดการทดลองโดยชุด                 

การทดลองที่ 2 น้ันมีคาดูดกลืนแสงขึ้นลงจนไมเห็นชวง log phase (รูปที่ 20; ภาคผนวก ค รูปที่ 51; 

ตารางที่ 18) และชุดการทดลองที่ 1 น้ันมีชวงดังกลาวที่แปรปรวนและคาดวาตั้งแตชั่วโมงที่ 216 ถึง

ชั่วโมงที่ 264 เปนชวง log phase (รูปที่ 20; ภาคผนวก ค รูปที่ 50; ตารางที่ 18) ชุดการทดลองที่ 3 

และ 4 มีรูปแบบคือ กราฟการเจริญที่คาการดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาการบมที่เพิ่มขึ้นแตไม

เห็นระยะ stationary phase ที่ชัดเจนทั้งสองชุดการทดลอง (รูปที่ 20; ภาคผนวก ค รูปที่ 52 และ 

53; ตารางที่ 18) ชุดทดลองที่ 4 คาดวาชวง log phase ตั้งแตชั่วโมงที่ 192 ถึงชั่วโมงที่ 240   

 

ตารางที่ 18 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S7-W                     

     ทั้ง 4 ชุดการทดลอง 

ชั่วโมง 
คาเฉลี่ยความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เฉลี่ยของชุดการทดลอง 

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 4  

0 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.035 0.035 0.035 0.035 
48 0.052 0.054 0.036 0.057 
72 0.069 0.051 0.048 0.071 

96 0.091 0.095 0.069 0.082 
120 0.054 0.084 0.070 0.089 
144 0.096 0.073 0.086 0.104 
168 0.089 0.072 0.124 0.108 
192 0.094 0.086 0.129 0.105 

216 0.073 0.079 0.167 0.119 
240 0.136 0.100 0.188 0.195 
264 0.160 0.087 0.204 0.191 
288 0.135 0.077 0.194 0.184 
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รูปที่ 20 กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S7-W ทั้ง 4 ชุดการทดลอง                                         
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กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคท ีเรียรหัส S7-W นั ้นไมสามารถเห็นชวง lag phase และ 

stationary phase ไดชัดเจนและตั้งแตชั่วโมงที่ 24 จนกระทั้งชั่วโมงที่ 264 มีคาการดูดกลืนแสงที่

เพิ่มขึ้นตามระยะเวลาการบมที่เพิ่มขึ้นโดยชั่วโมงที่ 72 ถึงชั่วโมงที่ 120 คาดวาเปนชวง log phase  

ที่หน่ึงและชั่วโมงที่ 192 ถึงชั่วโมงที่ 240 คาดวาเปนชวง log phase ที่สอง อีกทั้งหลังจากชั่วโมงที่  

264 มีคาการดูดกลืนแสงที่ลดลง (รูปที่ 21; ตารางที่ 19) 

ตารางที่ 19 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S7-W 

ช่ัวโมง 
คาความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เฉล่ียของชุดการทดลอง คาเฉล่ียคาความยาวคล่ืน 

600 นาโนเมตร ชุดท่ี 1 ชุดท่ี 2 ชุดท่ี 3 ชุดท่ี 4  

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.035 0.035 0.035 0.035 0.035 
48 0.052 0.054 0.036 0.057 0.050 
72 0.069 0.051 0.048 0.071 0.060 
96 0.091 0.095 0.069 0.082 0.084 
120 0.054 0.084 0.070 0.089 0.074 
144 0.096 0.073 0.086 0.104 0.090 
168 0.089 0.072 0.124 0.108 0.098 
192 0.094 0.086 0.129 0.105 0.104 
216 0.073 0.079 0.167 0.119 0.110 
240 0.136 0.100 0.188 0.195 0.155 
264 0.160 0.087 0.204 0.191 0.161 
288 0.135 0.077 0.194 0.184 0.148 

รูปที่ 21 กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S7-W 
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การเจริญของแบคทีเรียรหัส S7-Y สวนใหญจะเขาสูชวง stationary phase หลังจากชั่วโมง

ที่ 240-264 และในสวนของชวง lag และ log phase น้ันพบวาชุดการทดลองที่ 1 และ 2 แสดง                         

ชวง log phase สองชวงที่ชวงเวลาแตกตางกันโดยชวงแรกน้ันเร่ิมตนที่ชั่วโมงที่ 72 ถึงชั่วโมงที่ 192 

และชวงที่สองถัดไปอีก 24 ชั่วโมงซึ่งเร่ิมตนที่ชั่วโมง 216 จนถึงชั่วโมงที่ 264 (รูปที่ 22; ภาคผนวก ค 

รูปที่ 54 และ 55; ตารางที่ 20) สวนชุดการทดลองที่ 3 และ 4 มีชวง log phase เพียงหน่ึงชวง             

(รูปที่ 22; ภาคผนวก ค  รูปที่ 56 และ 57; ตารางที่ 20) โดยชุดการทดลองที่ 4 มีคาการดูดกลืนแสง

ในชวง log phase ที่สูงกวาอีก 3 ชุดการทดลองเปนอยางมาก  

ตารางที่ 20 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S7-Y                     

     ทั้ง 4 ชุดการทดลอง 

ชั่วโมง 
คาเฉลี่ยความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เฉลี่ยของชุดการทดลอง 

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 4  

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.031 0.031 0.031 0.031 
48 0.034 0.041 0.035 0.033 
72 0.045 0.050 0.054 0.066 
96 0.070 0.081 0.084 0.082 

120 0.081 0.095 0.091 0.126 
144 0.096 0.110 0.096 0.146 
168 0.129 0.122 0.115 0.153 
192 0.165 0.140 0.146 0.188 

216 0.128 0.117 0.150 0.303 
240 0.180 0.174 0.189 0.400 
264 0.197 0.229 0.187 0.535 
288 0.222 0.236 0.191 0.547 
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รูปที่ 22 กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S7-Y ทั้ง 4 ชุดการทดลอง 
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กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S7-Y น้ันมีชวง lag และ log phase ตั้งแตชั่วโมง             

ที่ 0 ถึงชั่วโมงที่ 264 และเขาสู stationary phase หลังจากชั่วโมงที่ 264 (รูปที่ 23; ตารางที่ 21) 

ตารางที่ 21 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S7-Y 

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เฉลี่ยของชุดการทดลอง คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 4  

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.031 0.031 0.031 0.031 0.031 

48 0.034 0.041 0.035 0.033 0.036 
72 0.045 0.050 0.054 0.066 0.054 
96 0.070 0.081 0.084 0.082 0.079 
120 0.081 0.095 0.091 0.126 0.098 
144 0.096 0.110 0.096 0.146 0.112 

168 0.129 0.122 0.115 0.153 0.130 
192 0.165 0.140 0.146 0.188 0.160 
216 0.128 0.117 0.150 0.303 0.175 
240 0.180 0.174 0.189 0.400 0.236 

264 0.197 0.229 0.187 0.535 0.287 
288 0.222 0.236 0.191 0.547 0.299 

รูปที่ 23 กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S7-Y 
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สรุปผลการทดลอง 
จากการศ ึกษาแบคท ีเรียที ่ยอยสลายพลาสติกพอล ิเอทิลีนเทเรฟทาเลตจาก glycerol 

culture stock ของแบคทีเรียรหัส S3 S4 และ S7 จากการคัดแยกโดยนางสาวณัฐนรี แตงเอี่ยม 
(นางสาวณัฐนรี แตงเอี่ยมม, 2561) เมื่อนำแบคทีเรียรหัส S3 S4 และ S7 มาวิเคราะหและเทียบลำดบั
นิวคล ีโอไทด กับฐานข อมูล GenBank พบว าแบคท ีเรียรหัส S3 และ S7 มีความคล ายคลงึกับ 
Moraxella osloensis strain 1910ICU268 และ Gordonia desulfuricans strain ASO3D ตามลำดับ 
สวนแบคทีเรีย S4 นั้นไมไดวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดเนื่องจากเกิดปญหาในการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ  

หลังจากนั้นนำ glycerol culture stock ของแบคทีเรียท้ัง 3 รหัส มาคัดแยกบนอาหารเล้ียงเ ช้ือ

แข็ง carbon free mineral medium (CFMM) ท่ีผสมพลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลต (PET) 0.5 กรัม 
และบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนระยะเวลา 72 ชั่วโมงพบวาบนผิวอาหารเลี้ยง เชื้อแข็ง 
CFMM ของแบคทีเรียรหัส S7 พบแบคทีเรีย 2 ลักษณะที่แตกตางกัน จากน้ันคัดแยกแบคทีเรียทั้งสอง
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งใหม รวมถึงทำ glycerol culture stock และตั้งรหัสใหมใหแบคทีเรียทั้งสอง
คือ S7-W และ S7-Y ตามลักษณะสีโคโลนีที่แตกตางกัน                                                                                                    

ทำการคัดแยกแบคทีเรียเพิ่มเติมโดยใชการคัดแยกรูปแบบเดิมแตเพิ่มระยะ เวล าก ารบม               
เปน 120 ชั่วโมง พบวาสามารถคัดแยกแบคทีเรียไดเพิ่มเติมอีก 3 รหัส คือ S3-W S4-W และ S7-LW 
และทำ glycerol culture stock ตอไป จากนั ้นนำแบคทีเรียรหัส S3 S3-W S4 S7-W และ S7-Y 
ศึกษาการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื ้อเหลว CFMM ท ี ่ผสมพลาสติก PET 0.1 กรัม บ มแบบเขยาที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและตรวจติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อดวยวธิีการวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ทุก ๆ 24 ชั่วโมง เปนระยะเวลาทั้งสิ้น 14 วัน พบวาแบคทีเรีย                
ทั้ง 5 รหัสน้ันวามีชวง log phase 2 ชวง โดยชวง log phase ชวงหลังจะมีคาการดูด กลื นแสงที่
มากกวาชวง log phase แรก อีกทั้งกราฟการเจริญมีคาการดูดกลืนแสงที่คอนขางแปรปรวนและมีคา
ขึ้นลงไมสอดคลองกับทฤษฎกีารเจริญ  

แบคทีเรียรหัส S3 พบวาความแปรปรวนของคาการดูดกลืนแสง 2 รูปแบบ คือ รูปแบบแรก
คาการดูดกลืนแสงตั้งแตชั่วโมงที่ 48 ถึงชั่วโมง ที่ 264 ในความแปรปรวนน้ันพบชวง log phase                 
2 ชวง โดยชวง log phase แรกตั้งแตชั่วโมงที่ 48 ถึงชั่วโมงที่ 120 และชวง log phase ที่สองตั้งแต
ชั่วโมงที่ 216 ถึงชั่วโมงที่ 264 และรูปแบบที่สองคาการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นอย างสม่ำเสมอ จนถึง  
ชวง stationary phase กราฟการเจริญเฉลี่ยไมสามารถเห็นชวง lag phase และ stationary phase              
ไดชัดเจนและมีชวง log phase 2 ชวงคือตั้งแตชั่วโมงที่ 96 ถึงชั่วโมงที่ 144 และตั้งแตชั่วโมงที่ 216 
ถึงชั่วโมงที่ 264 

แบคทีเรียรหัส S3-W พบวาชุดการทดลองสวนใหญจะมีชวง lag และ log phase ตั้งแต
ชั่วโมงที่ 0 ถึงชั่วโมงที่ 120-144 แตมีหน่ึงชุดการทดลองที่เกิดความแปรปรวนของคาการดูดกลืนแสง
และชวง log phase 2 ชวงคือตั้งแตชั่วโมงที่ 96 ถึงชั่วโมงที่ 144 และชั่วโมงที่ 168 ถึงชั่วโมงที่ 240  
กราฟการเจริญเฉลี่ย ตั้งแตชั่วโมงที่ 0 ถึงชั่วโมงที่ 144 คือชวง lag และ log phase หลังจากชั่วโมงที่ 
144 เขาสู stationary phase   
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แบคทีเรียรหัส S4 พบวาคาดูดกลืนแสงมีความแปรปรวนมากและมีคาการดูดกลืนแสงที่นอย
มากเมื่อเทียบกับแบคทีเรียรหัสอื่น ๆ โดยแตละชุดการทดลองมีรูปแบบของกราฟการเจริญเติบโตที่
แตกตางกันโดยชุดการทดลองแรก ระหวางชั่วโมงที่ 48 ถึงชั่วโมงที่ 240 มีคาการดูดกลืนแส งที่
แปรปรวนมากจนไมสามารถระบุชวง log และ stationary phase ไดอยางชัดเจน อีกทั้งยังมีสองชุด
การทดลองที่คาการดูดกลืนแสงที่แปรปรวนในชวงเวลาเดียวกันแตสามารถระบุชวง log phase ได 
และชุดการทดลองสุดทายคาการดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้นสม่ำเสมอจนถึงชั่วโมงที่ 216 กราฟการเจริญ
เฉล ี ่ยนั้นชวง lag และ log phase ตั ้งแต ช ั่วโมงที่ 0 ถ ึงช ั ่วโมงท ี่  120 เข าส ู   stationary phase 
หลังจากชั่วโมงที่ 120 แตหลังจากชั่วโมงที่ 192 คาการดูดกลืนแสงมีคาเพิ่มขึ้นเร่ือย ๆ    

แบคท ีเรียรห ัส S7-W พบว าไมสามารถระบ ุช วง lag phase และ stationary phase           
ไดชัดเจนทั้ง 4 ชุดการทดลอง และมีกราฟการเจริญ 2 รูปแบบ คือตั้งแตชั่วโมงที่ 48 ถึงชั่วโมงที่ 216              
มีคาการดูดกลืนแสงที่แปรปรวนน้ันพบ 2 ชุดการทดลองโดยหน่ึงในน้ันไมสามารถระบุ log phase ได
และอีกชุดการทดลองคาดวาชวง log phase ตั้งแตชั่วโมงที่ 216 ถึงชั่วโมงที่ 264 อีกสองชุดการ
ทดลองที่เหลือน้ันเปนรูปแบบที่สอง คือ คาการดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาการบมที่เพิ่มขึ้นแต
ไมพบชวง stationary phase กราฟการเจริญเฉลี่ยไมสามารถระบุชวง lag phase และ stationary 
phase ไดชัดเจนและพบชวง log phase 2 ชวง คือตั้งแตชั่วโมงที่ 72 ถึงชั่วโมงที่ 120 คาดวาเปน
ชวง log phase แรกและตั้งแตชั่วโมงที่ 192 ถึงชั่วโมงที่ 240 คาดวาเปนชวง log phase ที่สอง 
หลังจากชั่วโมงที่ 264 มีคาการดูดกลืนแสงที่ลดลง  

แบคทีเรียรหัส S7-Y พบวาสวนใหญเขาสูชวง stationary phase หลังจากชั่วโมงที่ 240-264 
และมีรูปแบบชุดการทดลอง 2 รูปแบบหลัก ๆ  คือ มีชวง log phase 1 ชวง และมีชวง log phase 2 
ชวง โดยชุดการทดลองที่มีชวง log phase 2 ชวงน้ันชวง log phase แรกตั้งแตชั่วโมงที่ 72 ถึงชั่วโมง
ท ี ่  192 และช วง log phase ท ี ่สองตั ้งแตชั ่วโมงที ่  216 ถ ึงช ั ่วโมงท ี่  264 กราฟการเจริญเฉลี่ย                   
มีชวง lag และ log phase ตั้งแตชั่วโมงที่ 0 ถึงชั่วโมงที่ 264 และเขาสู stationary phase หลังจาก
ชั่วโมงที่ 264  

เมื่อนำแบคทีเรียทั้ง 5 รหัส ศึกษาลักษณะสัณฐานแบคทีเรียภายใตกล อง จุลท รรศนพบ
แบคทีเรีย 2 ลักษณะที่แตกตางกันอยางชัดเจนคือ แบคทีเรียแกรมบวก ลักษณะทอนและแบคทีเรีย
แกรมลบ ลักษณะทอนสั้น ดังน้ันจึงเปนสาเหตุวากราฟการเจริญของแบคทีเรียทั้ง 5 รหัส มีคาการ
ดูดกลืนแสงที่แปรปรวนและขึ้นลงตลอดการตรวจติดตามการเจริญรวมถึงการพบระยะ log phase            
2 ชวง  
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แผนการดำเนินงานวิจัยที่คาดวาจะทำในอนาคต  

1. วิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของแบคทีเรียรหัส S3 S3-W S4 S4-W S7-W S7-LW 
และ S7-Y 

2. ศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียรหัส S3 S3-W S4 S4-W S7-W S7-LW และ S7-Y เพิ่มเติม  
3. ศึกษาล ักษณะพลาสติกพอล ิเอท ิล ีนเทเรฟทาเลตท ี ่บ ม รวมก ับแบคท ีเรียท ั ้ง 7 รหัส                              

ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope)  
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ภาคผนวก ก  

1. องคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือ carbon free mineral medium (CFMM) 
1.1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ carbon free mineral medium แบงออกเปน 2 สวนดังน้ี 

1.1.1. การเตรียมสารละลายสวนที่ 1 (ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) ประกอบดวย 
1.1.1.1. Ammonium nitrate (NH4NO3)    3.00 กรัม  
1.1.1.2. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)   2.20 กรัม                           
1.1.1.3. Disodium hydrogen phosphate dodecahydrate  0.80 กรัม                                        

 (Na2HPO4 x 12H2O)   

  ละลายสารเคมีสวนที่ 1 ในน้ำกลั่นและปรับปริมาตรใหเทากับ 1,000 มิลลิลิตร ปรับคา pH 

ดวย 5 M Hydrochloric acid (HCl) หรือ 5 M Sodium hydroxide (NaOH) จนไดคา pH เทากับ 

7.0 และทำใหปลอดเชื้อดวยเคร่ืองน่ึงฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด           

ตอตารางน้ิวเปนเวลา 15 นาที  

1.1.2. การเตรียมสารละลายสวนที่ 2 ประกอบดวย  
1.1.2.1. Magnesium sulfate heptahydrate   0.10 กรัมตอมิลลิลิตร   

 (MgSO4 x 7H2O)                   
1.1.2.2. Ferric chloride hexahydrate (FeCl3 x 6H2O) 0.05 กรัมตอมิลลิลิตร                                         
1.1.2.3. Calcium chloride dihydrate (CaCl2 x2H2O)  0.05 กรัมตอมิลลิลิตร                                          

กรองสารละลายสวนที่ 2 ดวยแผนกรองแบคทีเรียชนิด cellulose acetate ขนาด 0.45 

ไมโครเมตร    

1.1.3. เติมสารละลายสวนที่ 2 ลงในสวนที่ 1 ในอัตราสวน 1 : 1,000 
 

2. การเตรียมพลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลต (Polyethylene terephthalate)  
2.1. แกะฉลากขวดน้ำพลาสติกพอลิเอทลิีนเทเรฟทาเลตและตัดเปนแผน 
2.2. เจาะพลาสต ิกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลตเปนวงกลมเสนผานศ ูนยกลาง 0.6 มิลลิเมตร                     

ดวยเคร่ืองเจาะกระดาษ 
2.3. ช ั ่งพลาสต ิกพอล ิเอท ิล ีนเทเรฟทาเลตประมาณ 0.5 กรัม ลงในจานเพาะเช ื ้อแกว            

และ 0.1 กรัม ลงในหลอดทดลอง 
2.4. ทำใหปลอดเชื้อดวยเคร่ืองน่ึงฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด             

ตอตารางน้ิวเปนระยะเวลา 15 นาที 
2.5. นำพลาสติกพอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลตที่ผานการทำใหปลอดเชื้อแลว ไปอบแหงในตูอบแหง  

ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนระยะเวลา 2 วัน 
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3. การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง carbon free mineral medium (CFMM) ที่ผสมพลาสติก                    
พอลิเอทิลีนเทเรฟทาเลต (PET) 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM แบงออกเปน 2 ชั้น คือ ชั้นลางและชั้นบน   
3.1. เทอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่หลอมเหลวแลว ลงในจานเพาะชื้อแกวที่มีพลาสติก PET  

0.5 กรัมที่ผานการทำใหปลอดเชื้อและทำใหแหงแลว ประมาณ 25 มิลลิลิตร เขยาจานเพาะ
เชื้อแกวเบา ๆ  เพื่อใหพลาสติก PET กระจายทั่วจานเพาะเชื้อแกว  

3.2. หลังจากพลาสติก PET กระจายทั่วจานเพาะเชื้อแกวแลว ทิ้งใหอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM 
แข็งตัว ประมาณ 30 นาที จะไดอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชั้นลาง  

3.3. เทอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM หลอมเหลวลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งสวนลาง ประมาณ                  
15 มิลลิลิตร ทิ้งใหอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ชั้นบนแข็งตัว ประมาณ 30 นาที  

3.4. เก็บอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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ภาคผนวก ข 

1. 50X TAE electrophoresis buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
1.1. องคประกอบของ 50X TAE electrophoresis buffer 

1.1.1. Tris(hydroxymethyl) aminomethane, NH2C(CH2OH)3       242.28 กรัม  
 MW. เทากับ 121.14 กรัมตอโมล      

1.1.2. Acetic acid, CH3CO2H MW. เทากับ 60.05 กรัมตอโมล       57.88  มิลลิลิตร 
1.1.3. Ethylenedinitrilotetraacetic acid (EDTA)       100.00 มิลลิลิตร                                 

 (HO2CCH2)2NCH2CH2N(CH2CO2H)2                                                                                               
  MW. เทากับ 292.24 กรัมตอโมล 

ละลาย Tris(hydroxymethyl) aminomethane 242.28 กรัมใน acetic acid 57.88 มิลลิลิตร

และ EDTA 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ำกลั่นเปน 1,000 มิลลิลิตร  

  

2. 1X TAE electrophoresis buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
2.1. องคประกอบของ 1X TAE electrophoresis buffer 

2.1.1. 50X TAE electrophoresis buffer             20.0 มิลลิลิตร 
2.1.2. น้ำกลั่น              980.0 มิลลิลิตร 

ละลาย 50X TAE electrophoresis buffer ปริมาตร 20.0 มิลลิลิตรในน้ำกลั่น 980.0 มิลลิลิตร

จะได 1X TAE electrophoresis buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

1. ลำดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของแบคทีเรียรหัส S3 และ S7 
 
1.1. แบคทีเรียรหัส S3  

TAGCTTGCTAGATATGATTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACATTTAGGAATCTGCCTAGTAG

TGGGGGATAGCTCGGGGAAACTCGAATTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGGGGGC

GCAAGCTCTTGCTATTAGATGAGCCTAAATCAGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCA

CCAAGGCGACGATCTGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACCGGAACTGAGACACG

GTCCGGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCC

AGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCAGGGAGGAGA

GGCTAATGGTTAATACCCATTAGATTAGACGTTACCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCT

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAG

CGAGTGTAGGTGGCTCATTAAGTCACATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCAT

GTGATACTGGTGGTGCTAGAATATGTGAGAGGGAAGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAA

TGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCTTCCTGGCATAATATTGACACT

GAGATTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG

ATGTCTACTAGCCGTTGGGGTCCTTGAGACTTTAGTGGCGCAGTTAACGCGATAAGTAGAC

CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC

GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATAGTG

AGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATTCACATACAGGTGCTGCATGGCTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCCTTA

TTTGCCAGCGGGTTAAGCCGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGAAGGC

GGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTA

GGTACAGAGGGTTGCTACACAGCGATGTGATGCTAATCTCAAAAAGCCTATCGTAGTCCGG

ATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGAATGC

TGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCTAT 
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1.2. แบคทีเรียรหัส S7 

GATCTGCCCCTGACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCTTA

CATCGCATGGTGTTTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTTGGGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCT

TGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCG

GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG

CACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGT

AAACCTCTTTCGCCAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGGAGAAGAAGCACCGGCCAA

CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGT

AAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAATTCTGCAACTCAATTGCAGGCGT

GCAGGCGATACGGGCAGACTTGAGTACTACAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG

AAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGTAGTAACTGA

CGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA

AACGGTGGGTACTAGGTGTGGGGCTCATTTCACGAGTTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAA

GTACCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG

CACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGA

CATACACCAGACGACGGTAGAGATATCGTTTCCCTTGTGGTTGGTGTACAGGTGGTGCATG

GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGT

CCTGTATTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACTTGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAG

GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACA

ATGGCTGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCAGTCTCA

GTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATG 
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2. การเจริญของแบคทีเรียรหัส S3 S3-W S4 S7-W และ S7-Y บนอาหารเลี้ยงเช้ือ CFMM   
             
2.1. วิธี drop plate ที่ความเจือจาง 10-1  ถึง 10-6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 24 แบคทีเรียรหัส S3 S3-W และ S4 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM โดยวิธี drop plate 

S3 

S3-W 

S4 
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รูปที่ 25 แบคทีเรียรหัส S7-W และ S7-Y บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM โดยวิธี drop plate 

 

 

 

 

 

 

 

  

S3 

S3 10-5 #1 S3 10-5 #2 

S7-W 

S7-Y 
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2.2. วิธี spread plate ที่ความเจือจาง 10-4  ถึง 10-6                                                                    

                                                                                                                                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 26 แบคทีเรียรหัส S3 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM โดยวิธี spread plate 

 

S3 10-4 #1 S3 10-4 #2 

S3 10-5 #1 S3 10-5 #2 

S3 10-6 #2 S3 10-6 #1 

S3 
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รูปที่ 27 แบคทีเรียรหัส S3-W บนอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM โดยวิธี spread plate 

 

S3-W 

S3-W 10-4 #1 S3-W 10-4 #2 

S3-W 10-5 #1 S3-W 10-5 #2 

S3-W 10-6 #1 S3-W 10-6 #2 
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รูปที่ 28 แบคทีเรียรหัส S4 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM โดยวิธี spread plate 

S4 

S4 10-4 #1 S4 10-4 #2 

S4 10-5 #1 S4 10-5 #2 

S4 10-6 #1 S4 10-6 #2 
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รูปที่ 29 แบคทีเรียรหัส S7-W บนอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM โดยวิธี spread plate 

 

 

S7-W 10-6 #1 S7-W 10-6 #2 

S7-W 10-5 #1 S7-W 10-5 #2 

S7-W 10-4 #1 S7-W 10-4 #2 

S7-W 
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รูปที่ 30 แบคทีเรียรหัส S7-Y บนอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM โดยวิธี spread plate 

 

 

S7-Y 

S7-Y 10-4 #2 S7-Y 10-4 #1 

S7-Y 10-5 #1 S7-Y 10-5 #2 

S7-Y 10-6 #1 S7-Y 10-6 #2 
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3. การเจริญของแบคทีเรียรหัส S3 S3-W S4 S7-W และ S7-Y บนอาหารเลี้ยงเช้ือ NA               
  
3.1. วิธี drop plate ที่ความเจือจาง 10-1  ถึง 10-6     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 31 แบคทีเรียรหัส S3 S3-W S4 S7-W และ S7-Y บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง NA โดยวิธี drop plate 

 

S3 S3-W 

S4 

S7-W S7-Y  
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3.2. วิธี spread plate ที่ความเจือจาง 10-1  ถึง 10-6   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 32 แบคทีเรียรหัส S3 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA โดยวิธี spread plate 

 

S3 

S3 10-4 #1 S3 10-4 #2 

S3 10-5 #1 S3 10-5 #2 

S3 10-6 #1 S3 10-6 #2 
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รูปที่ 33 แบคทีเรียรหัส S3-W บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA โดยวิธี spread plate 

 S3-W 

S3-W 

S3-W 10-4 #1 S3-W 10-4 #2 

S3-W 10-5 #1 S3-W 10-5 #2 

S3-W 10-6 #2 S3-W 10-6 #1 
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รูปที่ 34 แบคทีเรียรหัส S4 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA โดยวิธี spread plate 

S4 

S4 10-4 #1 S4 10-4 #2 

S4 10-5 #1 S4 10-5 #2 

S4 10-6 #1 S4 10-6 #2 
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หมายเหตุ รูป S7-W 10-6 # 1 และ S7-W 10-6 #2 ไมไดนำมาแสดงเน่ืองจากรูปสูญหาย 

รูปที่ 35 แบคทีเรียรหัส S7-W บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA โดยวิธี spread plate 

 

S7-W 

S7-W 10-4 #1 S7-W 10-4 #2 

S7-W 10-5 #1 S7-W 10-5 #2 
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รูปที่ 36 แบคทีเรียรหัส S7-Y บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA โดยวิธี spread plate 

  

 

S7-Y 

S7-Y 10-4 #1 S7-Y 10-4 #2 

S7-Y 10-5 #1 S7-Y 10-5 #2 

S7-Y 10-6 #1 S7-Y 10-6 #2 
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ตารางที่ 22 ปริมาณเชื้อเร่ิมตนของแบคทีเรีย รหัส S3 S3-W S4 S7-W และ S7-Y โดยวิธี drop  

     plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง NA 

รหัส 
แบคทีเรีย 

ความเจือจาง  
จำนวนโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง NA 

1 2 3 

S3 

10-1 TNTC TNTC TNTC 
10-2 TNTC TNTC TNTC 
10-3 TNTC TNTC TNTC 
10-4 TNTC TNTC TNTC 

10-5 TNTC TNTC TNTC 
10-6 TNTC TNTC TNTC 

S3-W 

10-1 TNTC TNTC TNTC 
10-2 TNTC TNTC TNTC 
10-3 TNTC TNTC TNTC 

10-4 TNTC TNTC TNTC 
10-5 TNTC TNTC TNTC 
10-6 TNTC TNTC TNTC 

S4 

10-1 TNTC TNTC TNTC 

10-2 TNTC TNTC TNTC 
10-3 TNTC TNTC TNTC 
10-4 21 23 21 
10-5 2 3 4 
10-6 0 0 0 

S7-W 

10-1 TNTC TNTC TNTC 
10-2 TNTC TNTC TNTC 
10-3 TNTC TNTC TNTC 
10-4 TNTC TNTC TNTC 

10-5 8 8 9 
10-6 1 0 2 

S7-Y 

10-1 TNTC TNTC TNTC 
10-2 TNTC TNTC TNTC 
10-3 TNTC TNTC TNTC 

10-4 11 4 8 
10-5 2 1 0 
10-6 0 0 0 

หมายเหตุ TNTC คือ too numerous to count (>300) และภาคนวก ค รูปท่ี 31 
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ตารางท่ี 23 ปริมาณเช้ือเร่ิมตนของแบคทีเรีย รหัส S3 S3-W S4 S7-W และ S7-Y โดยวิธี spread plate               
     บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง NA  

หมายเหตุ TNTC คือ too numerous to count (>300) และภาคนวก ค รูปท่ี 32 ถึง 36
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รหัสแบคทีเรีย ความเจือจาง 
จำนวนโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง NA 

1 2 

S3 
10-4 TNTC TNTC 
10-5 TNTC TNTC 
10-6 TNTC TNTC 

S3-W 
10-4 TNTC TNTC 
10-5 TNTC TNTC 
10-6 TNTC TNTC 

S4 

10-4 TNTC TNTC 

10-5 TNTC TNTC 
10-6 TNTC TNTC 

S7-W 
10-4 TNTC TNTC 
10-5 TNTC TNTC 

10-6 TNTC TNTC 

S7-Y 
10-4 TNTC TNTC 
10-5 TNTC TNTC 
10-6 TNTC TNTC 
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4. ผลการทดลองวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียรหัส S3 S3-W S4 S7-W และ S7-Y 

                                                                                                                              

รูปที่ 37 กราฟการเจริญเฉลี่ยของแบคทีเรียรหัส S3 S3-W S4 S7-W และ S7-Y 
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4.1. แบคทีเรียรหัส S3  

ตารางที่ 24 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S3 ชุดที่ 1                              

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.010 0.010 0.010 0.010 
48 0.031 0.031 0.032 0.031 

72 0.028 0.028 0.028 0.028 
96 0.026 0.026 0.026 0.026 
120 0.079 0.078 0.077 0.078 
144 0.056 0.055 0.055 0.055 

168 0.061 0.061 0.062 0.061 
192 0.086 0.085 0.086 0.086 
216 0.103 0.104 0.103 0.103 
240 0.133 0.133 0.133 0.133 
264 0.128 0.128 0.127 0.128 

288 0.121 0.121 0.121 0.121 
312 0.163 0.162 0.162 0.162 

รูปที่ 38 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S3 ชุดที่ 1 
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ตารางที่ 25 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S3 ชุดที่ 2                              

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.017 0.018 0.017 0.017 
48 0.021 0.021 0.021 0.021 
72 0.061 0.062 0.061 0.061 

96 0.084 0.084 0.085 0.084 
120 0.120 0.120 0.120 0.120 
144 0.116 0.117 0.117 0.116 
168 0.116 0.116 0.116 0.116 

192 0.104 0.104 0.104 0.104 
216 0.118 0.118 0.119 0.118 
240 0.151 0.151 0.150 0.151 
264 0.217 0.218 0.218 0.218 
288 0.127 0.126 0.125 0.126 

312 0.156 0.157 0.156 0.156 

 

รูปที่ 39 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S3 ชุดที่ 2 
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ตารางที่ 26 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S3 ชุดที่ 3                               

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.036 0.037 0.036 0.036 
48 0.044 0.044 0.043 0.044 
72 0.053 0.053 0.053 0.053 
96 0.056 0.056 0.055 0.055 
120 0.058 0.058 0.058 0.058 

144 0.056 0.056 0.056 0.056 
168 0.063 0.063 0.063 0.063 
192 0.075 0.074 0.073 0.074 
216 0.076 0.076 0.075 0.076 

240 0.084 0.084 0.084 0.084 
264 0.095 0.094 0.094 0.094 
288 0.089 0.088 0.089 0.089 
312 0.038 0.038 0.039 0.038 

 

รูปที่ 40 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S3 ชุดที่ 3 
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ตารางที่ 27 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S3 ชุดที่ 4                              

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.021 0.021 0.021 0.021 
48 0.047 0.047 0.047 0.047 
72 0.060 0.059 0.059 0.059 
96 0.064 0.063 0.064 0.064 
120 0.078 0.078 0.077 0.078 

144 0.077 0.077 0.077 0.077 
168 0.087 0.087 0.087 0.087 
192 0.103 0.102 0.102 0.102 
216 0.112 0.112 0.113 0.112 

240 0.140 0.139 0.140 0.140 
264 0.155 0.155 0.155 0.155 
288 0.162 0.162 0.163 0.162 
312 0.160 0.159 0.160 0.160 

รูปที่ 41 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S3 ชุดที่ 4 
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4.2. แบคทีเรียรหัส S3-W 

ตารางที่ 28 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S3-W ชุดที่ 1                              

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.007 0.007 0.007 0.007 
48 0.023 0.022 0.022 0.022 

72 0.043 0.043 0.043 0.043 
96 0.114 0.113 0.114 0.114 
120 0.152 0.153 0.153 0.153 
144 0.188 0.189 0.188 0.188 

168 0.187 0.187 0.187 0.187 
192 0.201 0.201 0.202 0.201 
216 0.214 0.215 0.214 0.214 
240 0.202 0.202 0.202 0.202 

รูปที่ 42 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S3-W ชุดที่ 1 
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ตารางที่ 29 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S3-W ชุดที่ 2                               

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.024 0.024 0.024 0.024 
48 0.023 0.022 0.022 0.022 
72 0.035 0.035 0.035 0.035 
96 0.080 0.079 0.081 0.080 
120 0.144 0.144 0.144 0.144 

144 0.147 0.148 0.148 0.148 
168 0.152 0.153 0.153 0.153 
192 0.160 0.160 0.161 0.160 
216 0.118 0.118 0.119 0.118 

รูปที่ 43 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S3-W ชุดที่ 2 

 

 

 

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

0.16

0.18

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

O
D 6

00

Time (Hr)



77 
 

ตารางที่ 30 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S3-W ชุดที่ 3                             

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.016 0.016 0.016 0.016 
48 0.018 0.015 0.015 0.016 
72 0.014 0.013 0.014 0.014 
96 0.020 0.021 0.020 0.020 
120 0.040 0.039 0.039 0.039 

144 0.045 0.044 0.044 0.044 
168 0.028 0.028 0.028 0.028 
192 0.048 0.048 0.048 0.048 
216 0.076 0.076 0.075 0.076 

240 0.123 0.123 0.123 0.123 
264 0.126 0.127 0.127 0.127 
288 0.107 0.107 0.108 0.107 

 

รูปที่ 44 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S3-W ชุดที่ 3 
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ตารางที่ 31 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S3-W ชุดที่ 4                         

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.008 0.008 0.008 0.008 
48 0.030 0.030 0.030 0.030 
72 0.077 0.076 0.077 0.076 
96 0.100 0.100 0.100 0.100 
120 0.123 0.123 0.125 0.124 

144 0.149 0.150 0.149 0.149 
168 0.154 0.152 0.154 0.153 
192 0.151 0.150 0.151 0.151 
216 0.104 0.103 0.103 0.103 

รูปที่ 45 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S3-W ชุดที่ 4 
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4.3. แบคทีเรียรหัส S4 

ตารางที่ 32 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S4 ชุดที่ 1   

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.008 0.008 0.008 0.008 
48 0.018 0.018 0.018 0.018 

72 0.015 0.015 0.015 0.015 
96 0.020 0.019 0.020 0.020 
120 0.027 0.027 0.027 0.027 
144 0.013 0.013 0.013 0.013 

168 0.014 0.014 0.014 0.014 
192 0.010 0.009 0.009 0.009 
216 0.022 0.023 0.023 0.023 
240 0.024 0.024 0.024 0.024 
264 0.042 0.042 0.043 0.042 

288 0.057 0.057 0.057 0.057 

 รูปที่ 46 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S4 ชุดที่ 1 
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ตารางที่ 33 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S4 ชุดที่ 2                          

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.008 0.007 0.008 0.008 
48 0.012 0.011 0.012 0.012 
72 0.022 0.022 0.022 0.022 
96 0.016 0.016 0.016 0.016 
120 0.019 0.019 0.019 0.019 

144 0.035 0.036 0.035 0.035 
168 0.055 0.055 0.055 0.055 
192 0.058 0.057 0.058 0.058 
216 0.060 0.060 0.060 0.060 

240 0.028 0.028 0.028 0.028 
264 0.010 0.010 0.010 0.010 

 

รูปที่ 47 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S4 ชุดที่ 2 
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ตารางที่ 34 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S4 ชุดที่ 3                          

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.000 0.000 0.000 0.000 
48 0.000 0.000 0.000 0.000 
72 0.002 0.002 0.003 0.002 
96 0.039 0.039 0.039 0.039 
120 0.013 0.013 0.013 0.013 

144 0.020 0.020 0.020 0.020 
168 0.104 0.105 0.104 0.104 
192 0.122 0.121 0.121 0.121 
216 0.126 0.126 0.126 0.126 

240 0.147 0.147 0.148 0.147 
264 0.130 0.131 0.131 0.131 
หมายเหตุ ชั่วโมงที่ 24 และ 48 ไมสามารถวัดคาการดูดกลืนแสงได  

 

รูปที่ 48 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S4 ชุดที่ 3 
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ตารางที่ 35 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S4 ชุดที่ 4  

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.008 0.009 0.008 0.008 
48 0.015 0.015 0.015 0.015 
72 0.046 0.044 0.045 0.045 
96 0.057 0.057 0.057 0.057 
120 0.068 0.068 0.068 0.068 

144 0.078 0.078 0.078 0.078 
168 0.085 0.084 0.084 0.084 
192 0.088 0.088 0.088 0.088 
216 0.104 0.104 0.103 0.104 

240 0.111 0.111 0.111 0.111 
264 0.115 0.116 0.115 0.115 
288 0.114 0.114 0.114 0.114 

 รูปที่ 49 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S4 ชุดที่ 4 
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4.4. แบคทีเรียรหัส S7-W 

ตารางที่ 36 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S7-W ชุดที่ 1                              

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.035 0.035 0.035 0.035 
48 0.053 0.052 0.052 0.052 

72 0.069 0.069 0.070 0.069 
96 0.091 0.091 0.092 0.091 
120 0.053 0.055 0.055 0.054 
144 0.096 0.096 0.097 0.096 

168 0.090 0.089 0.089 0.089 
192 0.094 0.094 0.094 0.094 
216 0.072 0.073 0.073 0.073 
240 0.135 0.136 0.137 0.136 
264 0.160 0.160 0.160 0.160 

288 0.136 0.135 0.135 0.135 

รูปที่ 50 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S7-W ชุดที่ 1 
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ตารางที่ 37 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S7-W ชุดที่ 2                           

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.035 0.035 0.035 0.035 
48 0.054 0.054 0.055 0.054 
72 0.050 0.051 0.051 0.051 
96 0.094 0.095 0.095 0.095 
120 0.084 0.084 0.084 0.084 

144 0.073 0.073 0.072 0.073 
168 0.072 0.072 0.073 0.072 
192 0.086 0.086 0.086 0.086 
216 0.078 0.079 0.079 0.079 

240 0.100 0.099 0.100 0.100 
264 0.087 0.087 0.087 0.087 
288 0.077 0.077 0.077 0.077 

 

รูปที่ 51 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S7-W ชุดที่ 2 
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ตารางที่ 38 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S7-W ชุดที่ 3                           

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.035 0.035 0.035 0.035 
48 0.036 0.036 0.037 0.036 
72 0.048 0.048 0.048 0.048 
96 0.068 0.069 0.069 0.069 
120 0.069 0.071 0.071 0.070 

144 0.087 0.086 0.086 0.086 
168 0.124 0.124 0.124 0.124 
192 0.129 0.129 0.129 0.129 
216 0.166 0.167 0.167 0.167 

240 0.188 0.188 0.189 0.188 
264 0.204 0.204 0.205 0.204 
288 0.195 0.194 0.193 0.194 

 

รูปที่ 52 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S7-W ชุดที่ 3 
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ตารางที่ 39 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรีย  S7-W ชุดที่ 4                             

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.035 0.035 0.035 0.035 
48 0.057 0.057 0.057 0.057 
72 0.071 0.071 0.071 0.071 
96 0.082 0.082 0.082 0.082 
120 0.089 0.089 0.089 0.089 

144 0.104 0.104 0.104 0.104 
168 0.108 0.108 0.108 0.108 
192 0.105 0.105 0.105 0.105 
216 0.119 0.119 0.119 0.119 

240 0.195 0.195 0.195 0.195 
264 0.192 0.191 0.191 0.191 
288 0.183 0.183 0.185 0.184 

 

 

รูปที่ 53 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S7-W ชุดที่ 4 
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4.5. แบคทีเรียรหัส S7-Y 

ตารางที่ 40 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S7-Y ชุดที่ 1                           

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 
24 0.031 0.031 0.031 0.031 
48 0.033 0.034 0.034 0.034 

72 0.045 0.045 0.045 0.045 
96 0.069 0.070 0.071 0.070 
120 0.080 0.080 0.082 0.081 
144 0.096 0.096 0.097 0.096 

168 0.130 0.128 0.129 0.129 
192 0.164 0.165 0.165 0.165 
216 0.128 0.127 0.128 0.128 
240 0.180 0.179 0.181 0.180 
264 0.197 0.197 0.198 0.197 

288 0.222 0.223 0.220 0.222 

รูปที่ 54 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S7-Y ชุดที่ 1 
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ตารางที่ 41 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S7-Y ชุดที่ 2                               

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.031 0.031 0.031 0.031 
48 0.041 0.041 0.040 0.041 
72 0.051 0.050 0.050 0.050 
96 0.080 0.082 0.081 0.081 
120 0.094 0.095 0.095 0.095 

144 0.109 0.110 0.110 0.110 
168 0.121 0.122 0.122 0.122 
192 0.140 0.141 0.140 0.140 
216 0.117 0.117 0.118 0.117 

240 0.173 0.175 0.173 0.174 
264 0.228 0.229 0.230 0.229 
288 0.237 0.236 0.236 0.236 

 

รูปที่ 55 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S7-Y ชุดที่ 2 
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ตารางที่ 42 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S7-Y ชุดที่ 3                               

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.031 0.031 0.031 0.031 
48 0.035 0.035 0.035 0.035 
72 0.054 0.054 0.053 0.054 
96 0.083 0.084 0.084 0.084 
120 0.090 0.091 0.091 0.091 

144 0.096 0.096 0.095 0.096 
168 0.115 0.116 0.115 0.115 
192 0.146 0.146 0.146 0.146 
216 0.150 0.151 0.150 0.150 

240 0.189 0.188 0.189 0.189 
264 0.186 0.188 0.188 0.187 
288 0.192 0.190 0.192 0.191 

 

รูปที่ 56 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S7-Y ชุดที่ 3 
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ตารางที่ 43 คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ของแบคทีเรียรหัส S7-Y ชุดที่ 4              

ชั่วโมง 
คาความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร คาเฉลี่ยคาความยาวคลื่น 

600 นาโนเมตร คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ัง 3 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 

24 0.031 0.031 0.031 0.031 
48 0.033 0.034 0.033 0.033 
72 0.066 0.067 0.067 0.066 
96 0.081 0.082 0.082 0.082 
120 0.124 0.126 0.127 0.126 

144 0.146 0.146 0.146 0.146 
168 0.154 0.153 0.153 0.153 
192 0.189 0.189 0.187 0.188 
216 0.302 0.303 0.303 0.303 

240 0.398 0.400 0.402 0.400 
264 0.534 0.535 0.535 0.535 
288 0.545 0.547 0.548 0.547 

 

รูปที่ 57 กราฟการเจริญของแบคทีเรียรหัส S7-Y ชุดที่ 4 
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