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วรรณรัก  นพเจริญกุล: การบําบัดดินและน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน
โดยใชสูตรน้ําและเซลลตรึงของ Pseudoxanthomonas sp. RN402. (TREATMENT 
OF PETROLEUM HYDROCARBON-CONTAMINATED SOIL AND 
WASTEWATER BY USING LIQUID FORMULATION AND IMMOBILIZED 
CELLS OF Pseudoxanthomonas sp. RN402) อ. ที่ปรึกษาวทิยานพินธหลัก :  
ผศ. ดร. อรฤทยั ภิญญาคง, 226 หนา.  
 
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาวิธีการเตรียมแบคทีเรียสูตรนํ้า และประยุกตใชในการยอยสลาย

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนท่ีปนเปอนในดินและน้ํา โดยแบคทีเรียพรอมใชสูตรนํ้าของ Pseudoxanthomonas sp. 
RN402 (L-RN402) ซึ่งมีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน และปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ถูกพัฒนาเพ่ือการเก็บ
รักษาท่ียาวนาน โดยยังคงรักษาการรอดชีวิตและแอคติวิตีชีวภาพได รวมทั้งมีตนทุนตํ่า  L-RN402 ถูกเตรียมโดย
แขวนลอยเซลลในสารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 M pH 6.5 ที่เติมกลีเซอรอล 1 % ที่ความเขมขน 
1012 CFU/มิลลิลิตร ซึ่งเม่ือผานการเก็บรักษาท่ี 30 °ซ 180 วัน แบคทีเรียมีอัตราการรอดชีวิต 75 % และยังคง
ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนไดสูง และมีตนทุนเบื้องตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรนํ้า เทากับ 62 บาท/ลิตร เม่ือ
ประยุกตใชแบคทีเรียสูตรนํ้า RN402 ในระบบนิเวศจําลองดิน พบวาสามารถยอยสลายไพรีน 300 มิลลิกรัม/ลิตร ให
หมดในเวลา 4 สัปดาห นอกจากน้ีแบคทีเรียสูตรนํ้ามีประสิทธิภาพในการยอยสลายในการยอยสลาย เตตระเดคเคน 
เฮกซะดีเคน น้ํามันดีเซล และนํ้ามันดิบ ที่ความเขมขนเร่ิมตนเทากับ 450 มิลลิกรัม/ลิตร ได 89, 83, 92 และ 65% 
ตามลําดับ จากน้ันพัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรนํ้า RN402 สําหรับการบําบัดนํ้าเสียปนเปอนปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนโดยตรึงแบคทีเรียบนพลาสติก BCN-009 ซึ่งพบวาเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการกําจัดนํ้ามันดีเซลท่ี
ความเขมขนสูงขึ้นกวาเซลลอิสระ และมีอัตราการกําจัดนํ้ามันดีเซลในอาหารเหลว CFMM เทากับ 165 มิลลิกรัม/
ลิตร/กรัมเซลลตรึง/วัน นอกจากน้ีเซลลตรึงยังคงมีประสิทธิภาพสูงตลอดการใชซ้ําในการกําจัดนํ้ามันดีเซลความ
เขมขน 200 มิลลิกรัม/ลิตร จํานวน 70 รอบ และจากการประยุกตใชเซลลตรึงในระบบบําบัดนํ้าเสียแบบเติมอากาศ
ที่มีตัวกลาง ปริมาตร 3 ลิตร ระยะเวลาเก็บกักนํ้า 10 ชั่วโมง และการใหอากาศ 2 vvm. พบวาสามารถบําบัดนํ้าเสีย
สังเคราะหที่ปนเปอนนํ้ามันหลอลื่นสไลดเวย ซึ่งเปนนํ้ามันหลอลื่นท่ีถูกใชในกระบวนการผลิตลอรถยนตแบบ
อลูมิเนียมอัลลอยด ที่ความเขมขนเทากับ 50 - 200 มก./ลิตร และสามารถบําบัดนํ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมท่ี
ความเขมขนของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนทั้งหมดอยูในชวง 22 – 35 มก./ลิตร โดยมีประสิทธิภาพการบําบัดสูงกวา 
90 % และจากการออกแบบการทดลองเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในน้ําเสีย
จากโรงงานอุตสาหกรรมของเซลลตรึงดวยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการกําจัดนํ้ามันของ
เซลลตรึงไดถึง 2.6 เทา  
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 This study aimed to develop the preparation of bacterial liquid formulation and its application in 
petroleum-hydrocarbon contaminated soil and water treatment.  Liquid formulation of Pseudoxanthomonas 
sp. RN402 (L-RN402), a strain effectively degrades pyrene and petroleum hydrocarbons, was developed for 
prolonged storage, maintaining high survival rate and biological activity and low-cost production.  L-RN402 
was prepared by suspending the cells in potassium phosphate buffer containing 1% (v/v) glycerol at 1012 
CFU/ml.  This liquid formulation could maintain about 75% survival rate with high pyrene degrading ability 
when kept at 30°C for 180 days. Preliminary estimation of the costs of L-RN402 production was at 62 bahts/L.   
L-RN402 could efficiently degrade pyrene at a concentration of 300 mg/kg in soil microcosms completely 
within 4 weeks. Moreover, L-RN402 could degrade diesel, crude oil, n-tetradecane and n-hexadecane with 
the initial concentration of 450 mg/L at 89, 83, 92 and 65%, respectively. It was further developed for its 
application in bioremediation of industrial wastewater contaminated with petroleum hydrocarbons by 
immobilizing L-RN402 on BCN-009 plastic pellets.  It was found that the immobilized form had higher efficacy 
than those of the free cells by capable of degrading diesel at higher concentration. The diesel oil removal 
rate of immobilized RN402 in liquid culture was 165 mg/L/g immobilized cells/day.  Moreover, the 
immobilized cells could still maintain high efficacy throughout 70 cycles of bioremediation treatment of diesel 
at 200 mg/L.  It was further applied in a 3-L packed-bed bioreactor with hydraulic retention time of 10 h and 
air flow rate of 2 vvm.  Under this system, it effectively degraded more than 90% of the contaminants in 
synthetic wastewater which contained sideway oil, lubricant oil used in industry, at 50-200 mg/L and 
industrial wastewater containing total petroleum hydrocarbons (TPH) at 22-35 mg/L. Furthermore, an 
experiment design approach for optimizing removal of petroleum hydrocarbon in industrial wastewater by 
immobilized cells was investigated by response surface methodology and under optimized conditions, the 
removal was enhanced by 2.6-fold.  
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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
ปจจุบันประเทศไทยมีการพัฒนาเศรษฐกิจอยางรวดเร็ว ทําใหมีการใชทรัพยากรธรรมชาติ

อยางมากโดยเฉพาะอยางยิ่งกลุมปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในรูปเชื้อเพลิงเหลวซ่ึงถูกใชเปนแหลง

พลังงานในการขับเคลื่อนเศรษฐกิจของประเทศ จึงกอใหเกิดของเสียจํานวนมากจากการใช
ผลิตภัณฑปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ขอมูลจากกรมโรงงานอุตสาหกรรมพบวามีโรงงานจํานวน
มากที่ผลิตกากของเสียจากน้ํามันหลอล่ืนตาง ๆ ที่ใชแลว หรือกากตะกอนน้ํามัน หรือของเสียผสม
น้ํา-น้ํามัน  เชน อุตสาหกรรมการกลั่นน้ํามันปโตรเลียมและเคมีภัณฑ โรงผลิตสวนประกอบยาน
ยนต โรงรีดเหล็ก โรงผลิตอะลูมิเนียม และโรงผลิตชิ้นสวนคอมพิวเตอร เปนตน (กรมโรงงาน
อุตสาหกรรม, 2554)  โดยน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนมาจากกระบวนการผลิต และ
จากกระบวนการทําความสะอาดเครื่องจักร ทําใหมีการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนปริมาณ
สูงในน้ําเสียสงผลใหคาซีโอดีในน้ําเสียสูงข้ึน และการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดยวิธีการ
บําบัดทางกายภาพและเคมี เชน การเปาหรือพนอากาศ (dispersed Air Flotation) การตกตะกอน 
(sedimentation) ทําไดยาก และหลังบําบัดแลวยังคงพบการปนเปอนหรือมีสารตกคาง (Wang 
และคณะ, 2009) ซึ่งหากจัดการน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนไมเหมาะสมจะทําใหเกิด
มลภาวะตอส่ิงแวดลอม เพราะเกิดการปนเปอนของน้ํามันสูส่ิงแวดลอม เชน ดิน น้ําผิวดิน และน้ํา
ใตดินได และจะกอใหเกิดผลกระทบตอชีวิตและทรัพยสินของมนุษยได ซึ่งจากองคประกอบของ
ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ สําคัญโดยทั่วไป ไดแก ไฮโดรคารบอนชนิดอ่ิมตัว  (saturate 
hydrocarbon)  อะโรมาติกไฮโดรคารบอน (aromatic hydrocarbon) เรซิน (resin) และ แอสฟาล
ทีน (asphaltene) (Reisinger, 1995) ทั้งนี้องคประกอบหลักที่สําคัญที่มีความเปนพิษ คือพอลิไซ
คลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic hydrocarbons: PAHs) ซึ่งมีโครงสราง
ประกอบดวยวง  เบนซีนต้ังแตสองวงข้ึนไป เชน แนพธาลีน ฟแนนทรีน ไพรีน ฟลูออรีน แอนทราซีน 
เบนโซ[เอ]ไพรีน เปนตน ซึ่ง PAHs หลายชนิดมีความเปนพิษเปนอันตรายตอทารกในครรภ และ
เปนสารเหนี่ยวนํากอใหเกิดการกลายพันธุ กอมะเร็ง เปนอันตรายตอทารกในครรภ (Peng และ

คณะ, 2008; Wu และคณะ, 2010) ดังนั้นเมื่อเกิดการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในดินทํา
ใหองคประกอบที่เปน PAHs มวลโมเลกุลใหญต้ังแต 4 วงข้ึนไป ซึ่งมีความเปนพิษสูงและสลายตัว
ไดยากจะถูกดูดซับโดยสารอินทรีย (organic matter) ที่อยูในดิน ทําให PAHs ที่ถูกดูดซับในดินมี
ความคงตัวและยากตอการสลายตัวมากข้ึน จึงนําไปสูการสะสมในหวงโซอาหาร (Potin และคณะ, 
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2004)  นอกจากนี้การปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนสูแมน้ําลําคลองหรือทะเล จะทําใหเกิด
คราบน้ํามันลอยอยูที่ผิวน้ําและคราบน้ํามันเหลานี้จะเปนแผนฟลมปกคลุมผิวน้ํา ทําใหออกซิเจน
ไมสามารถแทรกซึมลงสูน้ํา เกิดการขาดออกซิเจนในน้ํา ซึ่งเปนผลเสียตอส่ิงมีชีวิตในน้ําและ
ทําลายหวงโซอาหาร สวนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนท่ีมีมวลโมเลกุลสูงจะจมสูดินตะกอนในแหลง
น้ํา ทําใหเกิดมลภาวะเปนพิษตอส่ิงแวดลอมในระยะยาว (Nicodem และคณะ, 1997) 

เพื่อแกไขปญหาการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในสิ่งแวดลอม วิธีการหนึ่งที่มี
ประสิทธิภาพในการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอน คือ การบําบัดโดยชีววิธี (bioremediation) ซึ่ง
เปนการเปล่ียนรูปแบบของสารพิษใหอยูในรูปไมเปนพิษหรือเปนพิษนอยลง โดยอาศัยการ
เจริญเติบโตของส่ิงมีชีวิต ไดแก แบคทีเรีย รา ยีสต สาหราย หรือพืช เปนตน (Vidali, 2001; 
Barreto และคณะ, 2010) ซึ่งวิธีการนี้เปนมิตรกับส่ิงแวดลอม และใชตนทุนตํ่ากวาวิธีการบําบัด
ทางกายภาพ เชน การลอยน้ํามัน (skimmer) และทางเคมี เชน การใชสารลดแรงตึงผิว 
(surfactants) การใชสารเคมีขจัดคราบ (dispersants) (Barreto และคณะ, 2010) การบําบัดโดย
ชีววิธีที่นิยมใชในการบําบัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอม ไดแก วิธีกระตุนการเจริญของ
จุลินทรีย (biostimulation) เชน การเติมสารอาหาร การเติมอากาศ เพื่อกระตุนกิจกรรมจุลินทรีย
ทองถิ่นในการยอยสลาย  และวิธีการเติมจุ ลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลาย 
(bioaugmentation) (Vidali 2001)   

 การประยุกตใชแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนเปน
ตัวแปรสําคัญที่ทําใหการบําบัดโดยชีววิธีเกิดข้ึนอยางมีประสิทธิภาพ จากงานวิจัยกอนหนานี้ 
พิริยะ กล่ันแกว (2550) คัดแยก Diaphorobacter sp. KOTLB และ Pseudoxanthomonas sp. 
RN402  จากดินที่มีการปนเปอนน้ํามันปโตรเลียมในประเทศไทย ซึ่งแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุมี

ความสามารถในการยอยสลายไพรีน ฟแนนทรีน และยังมีการศึกษาเพิ่มเติมในเบื้องตนพบวา 
Pseudoxanthomonas sp. RN402 มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน ชนิด PTT V-
120 ในน้ําเสียสังเคราะหได 77% จากความเขมขนเร่ิมตน 200 มิลลิกรัม/ลิตร จากสมบัติดังกลาว
แสดงใหเห็นวา Pseudoxanthomonas sp. RN402 เปนแบคทีเรียมีที่ประสิทธิภาพในการยอย
สลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน และมีความนาสนใจในการนํา Pseudoxanthomonas sp. 
RN402 มาผลิตเปนหัวเชื้อจุลินทรียพรอมใชสูตรน้ําเพื่อประยุกตในการยอยสลายปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอม เนื่องจากวิธีการเตรียมจุลินทรียสูตรน้ํามีข้ันตอนการผลิตที่ไม
ซับซอนและตนทุนตํ่าเมื่อเปรียบเทียบกับการเตรียมจุลินทรียแบบผง นอกจากนี้จุลินทรียพรอมใชที่
มีการจําหนายอยูในประเทศไทยเปนหัวเช้ือจุลินทรียที่นําเขามาจากตางประเทศจึงมีราคาแพง 
งานวิจัยนี้จึงมีจุดมุงหมายที่จะศึกษาวิธีการผลิตจุลินทรียพรอมใชสูตรน้ําที่มีประสิทธิภาพในการ
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ยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน มีอายุการเก็บรักษาที่ยาวนาน และคงประสิทธิภาพตลอด
อายุการเก็บรักษา เพื่อลดตนทุนและลดการนําเขา รวมทั้งจะพัฒนาวิธีการใชจุลินทรียสูตรน้ําใน
การบําบัดดินปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในระบบนิเวศจําลองดิน พัฒนาวิธีการใชจุลินทรีย
สูตรน้ําสําหรับการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหและน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมในถังปฏิกรณ 
นอกจากนี้จะพัฒนาการใชเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลในการตรวจติดตามจุลินทรียในระหวางการ

บําบัด ซึ่งเทคนิคดังกลาวสามารถทําไดอยางรวดเร็วและใหผลที่แมนยํา ทําใหไดขอมูลการ
เปล่ียนแปลงของจุลินทรียในระบบบําบัดซ่ึงสามารถนํามาใชในการควบคุมระบบบําบัดใหทํางาน

ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
วัตถุประสงคหลักของงานวิจยัคร้ังนี้ คือการพัฒนาวธิีการผลิตสูตรน้ําของแบคทีเรียที่มี

ประสิทธิภาพ และวิธีการใชงานสูตรน้ํา เพื่อประยุกตในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่
ปนเปอนในดินและน้าํ วัตถปุระสงคยอยของงานวิจัยนี้ไดแก 

1. ศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของ Pseudoxanthomonas sp. สายพนัธุ RN402 เพื่อ
ผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา  

2. พัฒนาวธิีการผลิตสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพนัธุ RN402 ที่มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 

3. พัฒนาวธิีการใชสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp.  สายพันธุ RN402 ในการ
บําบัดดินปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 

4. พัฒนาวธิีการใชสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพนัธุ RN402 โดยการตรึง
เซลลสําหรับการบําบัดน้าํเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 

1.3 ขอบเขตของการวิจยั 
1.3.1 ศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ 

RN402 เพื่อผลิตแบคทีเรยีสูตรนํ้า 
งานวิจยัในข้ันตอนนี้ศึกษาสมบัติเบ้ืองตนของ RN402 เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนในการผลิต

แบคทีเรียสูตรน้ํา และการตรวจติดตามการมีอยูของ RN402 โดยวิธทีางชีวโมเลกุล ซึ่งประกอบไป
ดวยงานวิจัยดังนี ้ ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีนของ RN402 ตรวจหา
ตําแหนงของยนี nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนส และตรวจหาจํานวนชุดของยีน nidA ที่

ประมวลรหัสไดออกซิจีเนส  
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1.3.2 พัฒนาวิธีการผลิตสตูรนํ้าของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ที่
มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน และการประยกุตใชบําบัดดิน
ปนเปอนไพรีน 

งานวิจยัในข้ันตอนนีพ้ัฒนาวิธีการผลิตสูตรน้ําของ RN402  และศึกษาประสิทธิภาพของ
สูตรน้ําของ RN402 ในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ รวมทั้งการประยุกตใช
แบคทีเรียสูตรน้ําในการบําบัดดินปนเปอนไพรีน การตรวจติดตามการมีอยูของ RN402 โดยวิธีทาง
ชีวโมเลกลุ และการประเมนิตนทนุเบ้ืองตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้าํ และการบําบัดดินปนเปอน
ไพรีน  ซึ่งประกอบไปดวยงานวิจัยดังนี้ การผลิตแบคทีเรียสูตรน้าํ ทดสอบประสิทธิภาพการยอย
สลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ ของ RN402 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา
ในการยอยสลายไพรีนในระบบนิเวศจาํลองดิน ตรวจติดตามการมีอยูของ  RN402 ในระบบนิเวศ
จําลองดินโดยวิธี PCR-DGGE และตรวจนับจํานวนแบคทีเรียทีม่ียนี nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซม
ไดออกซิจีเนสดวยวิธ ีreal-time PCR 

1.3.3 พัฒนาวิธีการใชสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 โดย
การตรึงเซลลสาํหรับการบําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามันดีเซล 

การประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ําในการบําบัดน้ําเสียในส่ิงแวดลอม จําเปนตองใช

แบคทีเรียสูตรน้ําจํานวนมาก เนื่องจากสภาพแวดลอมในธรรมชาติทีไ่มเหมาะสมตอการเจริญของ
แบคทีเรียอาจทําใหแบคทีเรียตาย และตองใชแบคทีเรียจํานวนมากเพื่อใชในการบาํบัด ดังนัน้การ
ตรึงเซลลจึงเปนทางเลือกหนึง่สําหรับการประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้าํในการบาํบัดน้าํเสีย โดยข้ัน

ตอนนี้ประกอบไปดวยงานวจิัยดังนี ้ คัดเลือกวัสดุตรึงที่เหมาะสมสําหรับตรึงเซลลแบคทีเรียสูตรน้าํ 
ทดสอบการดูดซับน้ํามนัของวัสดุตรึง ทดสอบผลของความเขมขนของน้าํมนัดีเซลตอประสิทธิภาพ
การยอยสลายโดยเซลลอิสระและเซลลตรึง RN402 ทดสอบประสิทธภิาพของเซลลตรึง RN402 ใน
การยอยสลายน้ํามนัดีเซลทีค่วามเขมขนตางๆ ทดสอบประสิทธภิาพในการใชซ้ําของเซลลตรึง 
RN402 และตรวจสอบการมีอยูของยีนทีป่ระมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสที่คาดวาเกี่ยวของกบั
การยอยสลายน้ํามนัดีเซล 

1.3.4 ทดสอบการยอยสลายน้ํามันหลอลื่นโดยเซลลตรึงของแบคทีเรียสูตรน้ําของ 
Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ในระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลาง 

การประยุกตใชเซลลตรึง RN402 ในระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางเพื่อบําบัดน้ํา
เสียจากโรงงานอุตสาหกรรม มีข้ันตอนการวิจัยดังนี้ ศึกษาลักษณะสมบัติของน้ําเสียปนเปอน
ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงานอุตสาหกรรม ทดสอบประสิทธิภาพการบําบัดน้ําเสีย
สังเคราะหปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางเปน
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แบคทีเรียตรึงบนวัสดุยึดเกาะที่เตรียมจากแบคทีเรียสูตรน้ํา  ทดสอบประสิทธิภาพการบําบัดน้ํา
เสียจากโรงงานอุตสาหกรรมจากโรงงานอุตสาหกรรมโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง 
และศึกษาการออกแบบการทดลองเพื่อหาสภาวะที่ เหมาะสมในการกําจัดปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมของเซลลตรึงดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง  
 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. แบคทีเรียสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ทีม่ีประสิทธภิาพใน

การยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
2. ทราบวธิีการใชแบคทีเรียสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพนัธุ RN402 ใชใน

การบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
3. ทราบวธิีการใชแบคทีเรียสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพนัธุ RN402 ใชใน

การบําบัดดินปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
  
1.5 ภาพรวมของงานวิจัย 

1. ศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของ 
Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 

2. พัฒนาวิธีการผลิตสูตรนํ้าของ 
Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 

3. พัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรนํ้า

ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีน 

4. พัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรนํ้าในการ
บําบัดนํ้าเสียสังเคราะหท่ีปนเปอนนํ้ามันดีเซล 

5. พฒันาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรนํ้าในการ
บําบัดนํ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม 
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 บทที่  2 

วารสารปริทรรศน 

2.1 ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
 ประเทศไทยใชประโยชนจากปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในหลายดาน โดยเฉพาะอยางยิ่ง

ในรูปของเช้ือเพลิงเหลว ซึง่ถูกใชเปนเช้ือเพลิงพลังงานในภาคคมนาคมขนสง ภาคอุตสาหกรรม 
หรือการใชผลิตภัณฑจากการกล่ันน้ํามันเปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมปโตรเคมีภัณฑ ตางๆ ไดแก 
อุตสาหกรรมปโตรเคมีภัณฑข้ันตน ซึง่เปนการผลิตโมโนเมอรตางๆ เชน เบนซิน โทลูอีน ไซลีน และ
อุตสาหกรรมปโตรเคมีภัณฑข้ันตอเนื่อง ซึ่งเปนการผลิตพอลิเมอร เชน พลาสติก เปนตน ใน
ปจจุบันประเทศไทยจึงมีอุตสาหกรรมที่หลากหลายที่เกีย่วของกับปโตรเลียมไฮโดรคารบอน เชน 
กลุมอุตสาหกรรมโรงกล่ันน้าํมันปโตรเลียมเพื่อแยกน้ํามันดิบ และกลุมอุตสาหกรรมปโตร

เคมีภัณฑ ซึ่งในกระบวนการผลิตและการใชผลิตภัณฑของอุตสาหกรรมเหลานี้ กอใหเกิดน้ําเสียที่
ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน (petroleum hydrocarbon) เปนสารประกอบไฮโดรคารบอน
หลากหลายชนิด ตัวอยางปโตรเลียมไฮโดรคารบอนไดแก น้ํามันดิบ กาซธรรมชาติ ถานหนิ เปนตน 
โดยทัว่ไปน้ํามนัดิบประกอบดวยคารบอน 82-87% ไฮโดรเจน 12-15% และสารอ่ืนๆ ประกอบอยู
ดวย เชน ไนโตรเจน ออกซิเจน กํามะถัน (Schobert, 1999) สารไฮโดรคารบอนที่สําคัญที่ประกอบ
ในน้าํมันดิบ ไดแก ไฮโดรคารบอนชนิดอ่ิมตัว (saturate hydrocarbon)  อะโรมาติกไฮโดรคารบอน 
(aromatic hydrocarbon) เรซิน (resin) และ แอสฟาลทีน (asphaltene) (Speight, 1999) โดย
โครงสรางของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนแตละชนิดแสดงในรูปที ่2.1 

ไฮโดรคารบอนชนิดอ่ิมตัว 
ไฮโดรคารบอนชนิดอ่ิมตัว เปนสารไฮโดรคารบอนโดยมพีันธะระหวาคารบอนและคารบอน

เปนพนัธะเด่ียว เปนสารไฮโดรคารบอนชนิดไมมีข้ัว (non-polar hydrocarbon) ซึ่งไฮโดรคารบอน
ชนิดอ่ิมตัวถกูพบมากที่สุดในนํ้ามนัดิบประมาณ 70% ของน้าํหนัก  ประกอบดวย อัลเคน (alkane) 
ทั้งแบบโซตรง (straight chain) แบบโซกิ่ง (branched chain) และไซโคลอัลเคน (cycloalkanes) 
แบบวงแหวน (Hyne, 2001; Speight, 1999) 

อะโรมาติกไฮโดรคารบอน 
ไฮโดรคารบอนชนิดไมอ่ิมตัว  มีโครงสรางหลักเปนวงเบนซีน (benzene ring) ประกอบ

คารบอน 6 อะตอม โดยตอเปนวงดวยพนัธะคูสลับพันธะเด่ียว อะโรมาติกไฮโดรคารบอนมี

ประมาณ 15% ของน้ําหนกัน้ํามันดิบ ประกอบดวย เบนซีน และอนุพนัธุของเบนซีน โดยอนพุันธุ
ของเบนซนี ไดแก สารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic 
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hydrocarbons, PAHs) ซึ่งมีโครงสรางประกอบดวยวงเบนซีนต้ังแตสองวงข้ึนไป เชน แนพธาลีน 
ฟแนนทรีน ไพรีน เบนโซ[เอ]ไพรีน เปนตน ทั้งนี้สาร PAHs องคประกอบหลักที่สําคัญ ที่มีความเปน
พิษ ซึ่ง PAHs หลายชนิดมคีวามเปนพษิ และเปนสารเหนีย่วนํากอใหเกิดการกลายพนัธุ กอมะเร็ง 
และกอใหเกิดความผิดปกติของทารกในครรภของส่ิงมีชีวิต (Peng และคณะ, 2008 และ Haritash 
และ Kaushik, 2009) 

เรซิน 
ไฮโดรคารบอนชนิดมีข้ัวซ่ึงเกิดจากประกอบไนโตรเจน ออกซิเจน กํามะถัน เรซินมีน้ําหนัก

มวลโมเลกุลมากกวาไฮโดรคารบอนชนิดอ่ิมตัวและอะโรมาติกไฮโดรคารบอน แตมีน้ําหนักมวล
โมเลกุลนอยกวาแอสฟาลทีน (<1000 กรัม/โมล) เรซินทําหนาที่เปนตัวกระจายอนุภาคของ        
แอสฟาลทีนในน้ํามันดิบ (Schorling และคณะ, 1999; Boukir และคณะ, 2001) 

แอสฟาลทีน 
ไฮโดรคารบอนที่มีโครงสรางโมเลกุลที่ซับซอนซ่ึงประกอบดวยกํามะถัน (0.3–10.3%), 

ออกซิเจน (0.3–4.8%), ไนโตรเจน (0.6–3.3%), และโลหะ ไดแก เหล็ก นิเกิล และวาเนเดียม มี
น้ําหนักมวลโมเลกุลอยูในชวง 1,000-20,000 กรัม/โมล (Boukir และคณะ, 2001 Buch และคณะ, 
2003) 

 
 

 
 
รูปที่ 2.1 ตัวอยางโครงสรางของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนแตละชนิดที่เปนองคประกอบของ
น้ํามันดิบ (Alloway และ Ayres, 1993) 
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2.2 การปนเปอนปโตรเลยีมไฮโดรคารบอนในสิ่งแวดลอม 
ในปจจุบันพบปญหาการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอมของประเทศไทย

มากข้ึน โดยเฉพาะบริเวณแหลงอุตสาหกรรม  เชน กรมควบคุมมลพิษไดสํารวจคุณภาพน้ําผิวดิน
และน้ําทะเลในพื้นที่ตําบลมาบตาพุดซ่ึงเปนนิคมอุตสาหกรรมเม่ือเดือนกุมภาพันธ 2551 พบวา มี
ปริมาณของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนเกินคามาตรฐานบริเวณปากคลองระบายน้ําของนิคม

อุตสาหกรรมมาบตาพุด (กรมควบคุมมลพิษ, 2553) และในปพ.ศ. 2554 กรณีของคลองชากหมาก 
อําเภอมาบตาพุดซึ่งอยูบริเวณใกลเคียงที่ต้ังนิคมอุตสาหกรรมตรวจพบตะกอนสีดําจากการ

ปนเปอนของสารปโตรเลียมไฮโดรคารบอนและโลหะหนักบางชนิดในปริมาณที่สูงสง และกล่ิน
เหม็นเนาเกิดสภาพเส่ือมโทรม สงผลตอการใชประโยชนจากแหลงน้ําและวิถีชีวิตของคนในชุมชน 
(กรมควบคุมมลพิษ, 2554) ทั้งนี้ตามประกาศคณะกรรมการสิ่งแวดลอมแหง ชาติ ฉบับที่ 27 (พ.ศ.
2549) เร่ืองกําหนดมาตรฐานคุณภาพน้ําทะเล ซึ่งตีพิมพในราชกิจจานุเบกษา ฉบับประกาศทั่วไป 
เลมที่ 124 ตอนที่ 11 ง วันที่ 1 กุมภาพันธ 2550 หนา 123-133 ไดกําหนดใหมีปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนไมเกิน 0.5 ไมโครกรัมตอลิตร และยังมีรายงานการปนเปอนของปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนบริเวณปากแมน้ําแขมหนูจังหวัดจันทบุรี และปากแมน้ําระยองจังหวัดระยอง (ชุลี
ไพบูลยกิจกุลและคณะ, 2551) ในป พ.ศ. 2553 ไดสํารวจการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน
รวมทั้งหมด (total petroleum hydrocarbon, THP) ในน้ําบริเวณชายฝงทะเลประเทศไทยทั้งฝง
อาวไทยและอันดามัน พบวาบริเวณแหลงชุมชนและโรงงานอุตสาหกรรมมีการปนเปอนปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนในปริมาณสูง เฉล่ียประมาณ 1.2 และ 1.5 ไมโครกรัม/ลิตร ของฝงอาวไทยและอัน
ดามัน ตามลําดับ และจากสถิติที่ผานมาพบการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนมีแนวโนม

เพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง สวนหนึ่งมาจากกิจกรรมของมนุษย (ศุภวัตร กาญจนอติเรกลาภ และคณะ, 
2554) โดยสามารถแบงสาเหตุของการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอมออกเปน 
2 กลุมดังนี้ 

 
1) ภาคอุตสาหกรรม 
โดยจากขอมูลจากกรมโรงงานอุตสาหกรรมพบวาปริมาณการผลิตกากของเสียจาก

น้ํามันหลอล่ืนตาง ๆ ที่ใชแลว หรือกากตะกอนน้ํามัน หรือของเสียผสมน้ํา-น้ํามัน  มาจาก
อุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมการผลิตสวนประกอบยานยนต โรงรีดเหล็ก โรงผลิต
อลูมิเนียม โรงผลิตช้ินสวนคอมพิวเตอร (กรงโรงงานอุตสาหกรรม, 2553)  โดยน้ําเสียปนเปอน
ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนมาจากน้ําชะลางเคร่ืองจักรซ่ึงใชจาระบีและน้ํามันหลอล่ืนในอุปกรณ

ตางๆ และระบบหลอเย็นของเคร่ืองจักรในอุตสาหกรรมผลิตช้ินสวนโลหะตางๆ ที่ใชน้ํามันคูล
แลนทซึ่งมีสวนประกอบของน้ํามันอยูเปนจํานวนมาก ทําใหน้ําเสียมีการปนเปอนปโตรเลียม
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ไฮโดรคารบอนจํานวนมาก ซึ่งน้ําเสียในรูปแบบอิมัลชัน (emulsion) ของน้ํามันและน้ําโดยมีน้ํามัน
คูลแลนทเปนตัวอิมัลซิไฟเออร (emulsifier) โดยน้ํามันหรือตัวทําละลายที่ปนเปอนในน้ําเสียเหลานี้ 
ไดแก น้ํามันหลอล่ืน น้ํามันดีเซล น้ําเบนซิน ยางมะตอย เฮกเซน และ คลอโรฟอรม เปนตน (เอ็น
แอนดพีเคมิคัลแอ็ดวานซ. 2553) 

สําหรับการบําบัดน้ําเสียจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี เชน น้ําเสียจากแหลงตางๆ ในโรงกล่ัน
น้ํามันซ่ึงสามารถแบงไดเปนสองประเภทใหญๆ คือ น้ําเสียที่ไมมีน้ํามันปน โดยทั่วไปมีคุณสมบัติ
ไดตามมาตรฐานควบคุม และจะถูกระบายลงสูบอพักน้ํากอนระบายออกสูภายนอก และน้ําเสียที่
มีน้ํามันปน ซึ่งจะตองผานข้ันตอนการบําบัดทางกายภาพ กอนผานเขาสูระบบบําบัดชีวภาพ เชน 
การบําบัดดวยระบบตะกอนเรง และลงสูบอพักน้ํา กอนระบายออกสูภายนอก ทั้งนี้น้ําเสียจาก
อุตสาหกรรมโรงกลั่นน้ํามันสวนใหญจะมีมลพิษประเภทน้ํามันปโตรเลียมจากกระบวนการผลิตที่

ติดปนไปกับน้ําเสีย ดังนั้นโรงกล่ันจึงตองมีการบําบัดน้ําเสีย เพื่อลดมลสารตางๆ ใหอยูในระดับ
มาตรฐานควบคุม ดัชนีสําคัญที่ใชกําหนดคุณภาพของน้ําทิ้ง ไดแก อุณหภูมิ คาความเปนกรด-
ดาง ปริมาณไขมันและน้ํามัน ปริมาณของแข็ง ปริมาณความเขมขนของสารอินทรีย ปริมาณสาร
ไนโตรเจน ปริมาณออกซิเจนละลายน้ํา ปริมาณสารโลหะหนัก เชน ตะกั่ว ทองแดง เหล็ก ปรอท 
นิกเกิล และแคดเมียม เปนตน และ ปริมาณสารพิษตางๆ เชน ดีดีที ฟนอล สารกอมะเร็งตางๆ เปน
ตน นอกจากนี้ของเสียจากโรงงานกล่ันน้ํามันยังมีกากตะกอนที่ปนเปอนน้ํามัน ที่มาจากกนถัง
น้ํามันดิบและจากระบบบําบัดน้ําเสีย ซึ่งจะกําจัดโดยวิธีเผาในเตาเผา โดยกอนเผาจะแยกเอาน้ํา
และน้ํามันออกจากกากของเสียกอน สวนกากเม่ือเผาแลวจะกลายเปนข้ีเถา ซึ่งจะนําไปฝงกลบ
หรือนําไปกําจัดนอกโรงกล่ัน โดยศูนยบริการกําจัดกากอุตสาหกรรมตอไป  

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่รายงานวาการบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอนน้ํามันสามารถทําไดหลาย

วิธี ไดแก ทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพ  (Gryta และคณะ, 2001) ดังนั้นทางโรงงาน
อุตสาหกรรมจึงมีการกําจัดน้ํามันออกจากน้ําเสียโดยวิธีการที่นิยมใชในเบื้องตน คือ วิธีทาง
กายภาพ และเคมี ซึ่งวิธีทางกายภาพ เชน การดูดซับโดยใชคารบอนกัมมันต  หรือซีโอไลต สวนวิธี
ทางเคมี เชน การใชสารเคมีเพื่อไปตัดข้ัวของตัวอิมัลซิไฟเออรและน้ํามันที่ละลายน้ํา ทําใหแยก
สวนน้ํากับน้ํามันออกจากกัน และการใชสารเคมีที่มีคุณสมบัติในการรวมตัวของหยดน้ํามัน ให
รวมตัวใหญข้ึนเพื่อใหน้ํามันแยกออกจากสวนน้ําไดงายข้ึน (Ahmadun และคณะ, 2009) แต
เนื่องจากวิธีการเหลานี้มีขอดอยในเรื่องคาใชจายที่มีราคาสูง และไมสามารถกําจัดน้ํามันไดอยาง
สมบูรณ ซึ่งอาจทําใหมีน้ํามันจากระบบบําบัดกลับมาปนเปอนในน้ําเสียไดอีกคร้ัง (Amro, 2004 
และ Hong และคณะ, 2005) ทําใหเกิดการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอมอัน
เนื่องมาจากน้ําทิ้งจากระบบบําบัดน้ําเสียที่ไมมีประสิทธิภาพ (Zhang และคณะ, 2012) 
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2) ภาคการคมนาคมขนสง 
รายงานการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่มีสาเหตุมาจากอุบัติเหตุ เชน กรณีเรือ

บรรทุกน้ํามันดีเซลลมบริเวณเกาะราชาใหญ จังหวัดภูเก็ต สงผลใหน้ํามันร่ัวออกออกมาในทะเล 
(คมชัดลึก, 2554) และจากรายงานการสํารวจการปนเปอน PAHs ในดินตะกอนชายฝงของ

ประเทศไทย ทั้งภาคตะวันออกและภาคใต และในดินตะกอนแมน้ําเจาพระยาซ่ึงครอบคลุมจังหวัด
อยุธยา ปทุมธานี และนนทบุรี ในป 2546 พบการปนเปอน PAHs ต้ังแต 3 ถึง 7 วงเบนซีน ต้ังแต 6 
- 8,399 นาโนกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงดินตะกอน (Boonyatumanond และคณะ, 2006) และยังมี
รายงานพบการสะสมปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในสัตวทะเล เชน ไสเดือนทะเล สวนในหอยตลับ
ลาย ปลาเห็ดโคน ปลาทรายแดง และปลาทรายขาว บริเวณอาวเพ จังหวัดระยองในชวงเดือน
มิถุนายนและกันยายน 2543 (จุมพล สงวนสิน และคณะ, 2548)    

สําหรับในภาคการคมนาคมขนสง สถานีบริการน้ํามันซ่ึงมีกิจกรรมเปล่ียนถายน้ํามันเคร่ือง 
และการลางรถ ก็เปนแหลงที่กอใหเกิดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน (Panpanit และ
คณะ, 2001 และ Tatong และ Pinyakong, 2008) น้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน
เหลานี้จําเปนตองไดรับการบําบัดอยางถูกวิธีกอนปลอยออกสูธรรมชาติ เนื่องจากปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในน้ําเสียดังกลาวประกอบไปดวยสารประกอบที่มีความเปนพิษตอ

ส่ิงมีชีวิต และส่ิงแวดลอม เชน PAHs (Peng และคณะ, 2008 และ Haritash และ Kaushik, 
2009) 

ทั้งนี้การปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในธรรมชาติและการสะสมในส่ิงมีชีวิตใน

ส่ิงแวดลอมมีความสําคัญ และกอใหเกิดผลกระทบตอมนุษย เกิดการสะสมสารพิษเหลานี้อยูใน
ส่ิงมีชีวิตในหวงโซอาหาร ที่เรียกวา การเพิ่มขยายทางชีวภาพ (biomagnifications) ซึ่งเปน
อันตรายตอมนุษย (Zhou และคณะ, 2008) ซึ่งความเปนพิษของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนถูก
กลาวในหัวขอตอไป 

 
2.2.1 ความเปนพิษของปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนประกอบดวยไฮโดรคารบอนที่มีโครงสรางโมเลกุลมากกวารอย

แบบ ความเปนพิษของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนสวนใหญมาจากสาร 2 กลุม คือ กลุม BTEX ที่
ประกอบดวย เบนซีน (benzene) โทลูอีน (toluene) เอธิลเบนซีน (ethylbenzene)และ ไซลีน 
(xylenes) และกลุม PAHs (Jiang  และคณะ, 2010)  

BTEX เปนสารอินทรียระเหยงาย (Volatile Organic Compounds, VOCs) มีอยูในน้ํามัน
เช้ือเพลิง และเปนวัตถุดิบสําหรับอุตสาหกรรมประเภทปโตรเคมี พลาสติก และถูกใชเปนตัวทํา
ละลายในโรงงานอุตสาหกรรมหลายประเภท BTEX มีอันตรายตอระบบประสาทสวนกลาง ระบบ
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ทางเดินหายใจ ระบบฮอรโมนระบบสืบพันธุ เปนอันตรายตอทารกในครรภ โดยเฉพาะเบนซีนเปน
สารกอมะเร็ง (ATSDR, 1999; IARC, 1999) 

PAHs มีอยูในน้ํามันเช้ือเพลิง น้ํามันดิบ สารรักษาเนื้อไม และเกิดข้ึนจากกระบวนการเผา
ไหมไมสมบรูณของสารอินทรีย จากกระบวนการตามธรรมชาติ เชน ไฟไหมปา หรือจากกิจกรรม
ตางๆ ของมนุษย เชน การเผาไหมเชื้อเพลิง ถานหิน ไม การประกอบอาหารในครัวเรือน และจาก
ควันบุหร่ี PAHs มีโครงสรางโมเลกุลที่เสถียร ในรูปผลึกของแข็ง สลายตัวไดชา เปนสารไมมีข้ัวจึง
ละลายไดดีในไขมัน แตละลายน้ํานอยมาก ทําใหสะสมอยูในชั้นไขมันของส่ิงมีชีวิตไดดี เชน การ
ปนเปอน PAHs ในแหลงน้ําจะเกิดสะสมอยูในแพลงตอนสัตว สัตวน้ําตาง เม่ือ PAHs ปนเปอนใน
ดินจะถูกดูดซับกับสารอินทรียไดอยางรวดเร็วทําให PAHs มีความคงตัวมากข้ึนและยากตอการ
จํากัด จึงสงผลใหมีการปนเปอน ตกคางและสะสมของ PAHs อยูในส่ิงแวดลอมเปนเวลานาน  
(Wild และ Jones, 1995; Gan และคณะ, 2009; Jiang  และคณะ, 2010; Yang และคณะ, 
2010) หลายชนิดมีความเปนพิษเปนอันตรายตอทารกในครรภ คลอดกอนกําหนด ทารกมีน้ําหนัก
ตัวนอย แทง และเปนสารเหนี่ยวนํากอใหเกิดการกลายพันธุ มะเร็ง ไดแก เบนโซ[เอ] แอนทราซีน 
เบนโซ[เอ]ไพรีน และไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน และ PAHs อีกหลายชนิดที่อาจจะกอมะเร็งใน
มนุษย ไดแก แนพธาลีน เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน เบนโซ[เจ]ฟลูออแรนธีน 
ไดเบนโซ[เอ,เอช]ไพรีน ไดเบนโซ [เอ,แอล]ไพรีน ไดเบนโซ[เอ,อี]ไพรีน ไดเบนโซ[เอ,ไอ]ไพรีน เปน
ตน (ATSDR, 1999; IARC, 1999; Peng และคณะ, 2008; Wu และคณะ, 2010) 

ดังนัน้เพื่อลดปญหาการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในธรรมชาติ ซึ่งอาจเกิดจาก

การปลอยน้ําเสียจากอุตสาหกรรม หรือจากสถานีบริการน้าํมนัลงสูส่ิงแวดลอม จึงจําเปนตองมี

วิธีการบําบัดน้ําเสียอยางถกูวิธ ี
 
2.3 การบําบดัปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดยชีววิธ ี

เพื่อแกไขปญหาการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอม วิธีการหนึง่ที่มี

ประสิทธิภาพในการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอน คือ การบําบัดโดยชีววิธี (bioremediation) ซึ่ง
เปนการเปล่ียนรูปแบบของสารพิษใหอยูในรูปไมเปนพษิหรือเปนพิษนอยลง หรืออาจเปล่ียนรูป

ของสารจากสารอินทรียเปนสารอนินทรีย เชน คารบอนไดออกไซด และ น้ํา โดยกระบวนการ
ดังกลาวเรียกวา mineralization โดยอาศัยการเจริญเติบโตของส่ิงมชีีวิต ไดแก แบคทีเรีย รา ยสีต 
สาหราย หรือ พืช เปนตน ซึง่กระบวนการดังกลาวเกิดข้ึนไดทัง้ในสภาวะที่มอีอกซิเจนและไร

ออกซิเจน (Boopathy, 2000; Vidali, 2001; Haritash และ Kaushik, 2009; Barreto และคณะ 
2010) นอกจากนี้การบาํบัดโดยชีววธิีเปนวิธทีี่เปนมติรกับส่ิงแวดลอมและใชตนทุนตํ่ากวาวธิีการ

บําบัดทางกายภาพ เชน การลอยน้าํมนั (skimmer) และทางเคม ี เชน การใชสารลดแรงตึงผิว 
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(surfactants) การใชสารเคมีขจัดคราบ (dispersants) (Barreto และคณะ 2010; Tyagi และ
คณะ 2011) ซึ่งในงานวิจยันี้จะกลาวถงึการบําบัดโดยชีววิธีในสภาวะที่มีอากาศ และหลักการที่
สําคัญเกี่ยวกบัการยอยสลายไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรียดังแสดงในรูปที่ 2.2 

 

 
 

รูปท่ี 2.2 การยอยสลายไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรียในสภาวะที่มีออกซิเจน (Das และ 
Chandran, 2011) 

 
การบําบัดโดยชีววิธีที่นิยมใชในการบําบัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในสิ่งแวดลอม ไดแก 

การบําบัดส่ิงแวดลอมที่ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดยชีววิธี มีหลายวิธี เชน (Boopathy, 
2000; Vidali, 2001)  

วิธีการเติมจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย (bioaugmentation) เปนการเติม
จุลินทรียที่ทดสอบแลววามีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษ เพื่อเพิ่มการยอยสลายสารพิษ
ในบริเวณที่มีการปนเปอน ดังนั้นจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายนับวามีบทบาทสําคัญ
ในกระบวนการนี้ 

วิธีกระตุนการเจริญของจุลินทรีย (biostimulation) การเติมสารอาหารหรือสารใดๆ ไดแก 
ปุย สารลดแรงตึงผิว เพื่อปรับสภาวะแวดลอมใหเหมาะตอการเจริญของจุลินทรียและกระตุน
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กิจกรรมการยอยสลายของจุลินทรียด้ังเดิมในบริเวณที่มีการปนเปอนสารพิษ ทําใหจุลินทรียใหมี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายดีข้ึนหรือทําใหจุลินทรียเพิ่มจํานวนไดมากข้ึน  

วิธีคอมโพสต้ิง (composting) ใชบําบัดดินปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนซ่ึงถูกผสม
ดวยวัสดุทางการเกษตรในลักษณะกองปุยหมัก รวมกับการใหอากาศ เพื่อกระตุนการเจริญและ
เพิ่มจํานวนของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษนั้นได นอกจากความรอนที่เกิด
จากการเจริญเติบโตของจุลินทรียในกองปุยหมักชวยเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายสารพิษ 

 ตัวอยางรายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในดิน
และน้ําโดยชีววิธี ไดแก Zeng และคณะ (2010) ศึกษาการยอยสลาย PAHs ที่ปนเปอนในดินโดย
ใชเซลลอิสระ Mycobacterium sp. NJS-1 และ NJS-P ซึ่งทดลองในดิน 50 กรัม ที่มีฟลูออแรนท
รีนและไพรีนปนเปอนเทากับ 1,122 และ 48,490 ไมโครกรัม/กิโลกรัม โดยมีปริมาณเชื้อเร่ิม
ประมาณ 106 เซลลตอกรัม บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 เดือน พบวา ทั้งสองสายพันธุมี
ประสิทธิภาพในการกําจัดฟลูออแรนทรีนเทากับ 45 และ 54 % ตามลําดับ และประสิทธิภาพใน
การกําจัดไพรีนเทากับ 90 และ 87 % ตามลําดับ   

Xu และLu (2010) ศึกษาการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในดินที่มกีารปนเปอน
น้ํามนัดิบในประเทศจีน โดยใชแบคทีเรียทองถิ่นและเติมเปลือกถัว่เพื่อเปนวัสดุตรึงในดิน 5 
กิโลกรัม บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 12 สัปดาห พบวาประสิทธิภาพในการกําจัดปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอน เทากับ 61 % จากความเขมขนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนเร่ิมตนเทากบั 29,500 
มิลลิกรัม/กโิลกรัม 

Reddy และคณะ (2011) ศึกษาการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในตะกอนสลัดจ
จากกระบวนการบําบัดน้ําเสียจากโรงกล่ันน้ํามันปโตรเลียมในประเทศอินเดีย ในระบบบําบัดแบบ
slurry phase reactor ขนาด 1 ลิตร ดวยหัวเช้ือจากดินน้ําเสียชมชุนและดิน โดยการเติมอากาศ
และควบคุม pH เทากับ 7 พบวา ระบบบําบัดมีประสิทธิภาพในการกําจัดอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน อะลิฟาติก และ แอสฟาลทีน เทากับ  48.12 47.31  และ 26.66% ตามลําดับ จาก
ความเขมขน PAHs เร่ิมตน 1,569 ไมโครกรัม/ลิตร ในภายเวลา 10 วัน 

 Bao และคณะ (2011) ศึกษาการยอยสลายน้ํามันดิบในน้ําทะเลสังเคราะหในระบบนิเวศ
จําลองขนาดใหญ ขนาด 840 ลิตร ดวยหัวเช้ือกลุมที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดิบซึ่ง
ประกอบดวย Ochrobactrum sp. สายพันธุ N1 Brevibacillus parabrevis สายพันธุ N2 B. 
parabrevis สายพันธุ N3 และ B. parabrevis สายพันธุ N4 พบวา ระบบบําบัดมีประสิทธิภาพใน
การกําจัดน้ํามันดิบเทากับ 51% จากความเขมขนน้ํามันดิบเร่ิมตน 2% (w/v)ในภายเวลา 10 วัน 
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2.3.1 ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดยชีววธิ ี
ปจจัยที่มีอิทธิพลตอประสิทธิภาพของการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ปนเปอน

ในดินและน้ําดวยกระบวนการบําบัดโดยชีววิธี  แบงออกเปน 3 ปจจัย ไดแก 1) ธรรมชาติของสาร
ปนเปอน 2) ปจจัยทางส่ิงแวดแวดลอม และ 3) ลักษณะของจุลินทรีย (Abbasnezhad และคณะ, 
2011) โดย สรุปรายละเอียดของปจจัยตางที่เกี่ยวของกับการบําบัดโดยชีววิธีดังนี้ 

1) ธรรมชาติของสารปนเปอน 
องคประกอบทางเคมีของปโตรเลียมไฮโดรคารบอน โดยทัว่ไปดวยโครงสรางและ

องคประกอบทางเคมีของไฮโดรคารบอนกลุมตางๆ สงผลตอการยอยสลายของจุลินทรีย ซึ่ง

สามารถเรียงลําดับความยากตอการยอยสลายจากงายไปยากตามลําดับดังนี้ แอลเคนโซตรง > 
แอลเคนโซกิ่ง > แอลคีนโซกิง่ > แอลคิลอะโรมาติกมวลโมเลกุลตํ่า > โมโนอะโรมาติก > แอลเคน
วงแหวน > PAHs >> แอสฟลทนี (Van Hamme และคณะ, 2003) 

สภาพพรอมใชทางชีวภาพ (Bioavailability) ของสาร ไดแก สามารถในการละลาย
น้ําของสาร การแพรกระจายของสารเมื่อปนเปอนในส่ิงแวดลอม ซึ่งไฮโดรคารบอนมีความสามารถ
ละลายน้ําไดตํ่า ทําใหมีสภาพพรอมใชทางชีวภาพตํ่าจึงทําใหมีอัตราการยอยสลายตํ่ามาก (Löser 
และคณะ, 1999; Johnsen และคณะ, 2005; Tyagi และคณะ 2011) การเพิ่มสภาพพรอมใชทาง
ชีวภาพของไฮโดรคารบอนทําโดยการเติมสารลดแรงตึงผิวทําใหเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย

ไฮโดรคารบอนของจุลินทรีย (Yemashova และคณะ, 2007; Sarma และ Pakshirajan, 2011) 
ภาวะทางกายภาพของน้ํามันหรือไฮโดรคารบอน เม่ือเกิดการปนเปอนของน้ํามันลงสู

แหลงน้ํา เกิดการแผกระจายและกลายเปนชั้นฟลมบางๆ เมื่อลมและคลื่นในส่ิงแวดลอมอาจ
กอใหเกิดอิมัลชันระหวางน้ํามันและน้ําทําใหมีพื้นที่ผิวมากข้ึน ทําใหจุลินทรียเขาถึงสารไดมากข้ึน
ชวยเพิ่มการยอยสลายน้ํามัน อยางไรก็ตามหากเกิดอิมัลชันขนาดใหญทําใหพื้นที่ผิวลดลงทําให
จุลินทรียยอยสลายไดยาก (Leahy และ Colwell, 1990) ในกรณีที่มีการปนเปอนของน้ํามันลงสูดิน 
องคประกอบและลักษณะของดินกอสงผลตอการยอยสลาย ในดินที่มีอินทรียสารจํานวนมากจะ
สามารถดูดซับ PAHS และทําให PAHs มีความคงตัวมากข้ึน จึงทําใหประสิทธิภาพการยอยสลาย
สารของจุลินทรียตํ่าลง (Yang และคณะ, 2010) 

ความเขมขนของน้ํามันหรือไฮโดรคารบอน น้ํามันที่มีความเขมขนสูงจะกอตัวเปนช้ัน
หนาทําใหการละลายของออกซิเจนสูน้ําลดลง สงใหจุลินทรียที่ใชอากาศไมสามารถยอยสลาย
สารพิษได และความเขมขนสูงของน้ํามันหรือไฮโดรคารบอนทําใหเกิดการเปนพิษตอเซลล สงผล
ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลและการลดลงของจํานวนจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการ

ยอยสลาย  (Leahy และ Colwell, 1990; van Hamme และคณะ, 2003; Agarry และคณะ, 2008) 
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2) ปจจัยทางส่ิงแวดแวดลอม 
อุณหภูมิ มีผลตอลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของน้ํามนัและอัตราเมแทบอลิซมึ

ของจุลินทรีย สงผลตอการยอยสลายทางชีวภาพ อุณหภูมิที่เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันหรือ
ไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในดินอยูในชวง 30–40°ซ สําหรับแหลงน้าํอยูในชวง 20–30 °ซ และ 
สําหรับน้ําทะเลอยูในชวง 15-20 °ซ (Leahy และ Colwell, 1990; Das และ Chandran, 2011) 

ออกซิเจน จากรูปที ่ 2.2 แสดงใหเหน็วาข้ันแรกของการยอยสลายของปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนโดยแบคทีเรีย และรา ในภาวะมีอากาศ (aerobic conditions) จําเปนตองใช
ออกซิเจนเปนตัวออกซิไดซสารดังกลาว โดยเอนไซมในกลุมออกซิจีเนส (oxygenases) เพื่อนาํสู
การยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในข้ันตอไป ดังนั้นออกซิเจนจงึสําคัญอยางยิ่งตอการยอย
สลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนของจุลินทรียในส่ิงแวดลอม (Leahy และ Colwell, 1990; Haritash 
และ Kaushik, 2009; Das และ Chandran, 2011) 

สารอาหาร การยอยสลายไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในแหลงน้ํามักมีอัตราการยอย

สลายตํ่า เนื่องปริมาณสารอาหารในแหลงน้าํมนีอยเกิดภาวะไมสมดุลของสารอาหาร ดังนั้นจึงตอง
มีการปรับอัตราสวนระหวางของคารบอนตอไนโตรเจนตอฟอสฟอรัส (C:N:P) ใหเหมาะสม โดย
เติมไนโตรเจน และฟอสฟอรัส ในรูปแบบตางๆ เชน สารเคมี หรือ ปุยเคมี เพื่อกระตุนกิจกรรมการ
ยอยสลายของจุลินทรีย (Leahy และ Colwell, 1990; Mukred และคณะ, 2008) 

ความเปนกรด-ดาง ที่เหมาะสมตอกิจกรรมการยอยสลายไฮโดรคารบอนของ
จุลินทรียโดยทั่วไป ควรอยูในความเปนกรด-ดางที่ใกลเคียงความเปนกลาง ประมาณ 6-7  ถา
ความเปนกรด-ดางในส่ิงแวดลอมสูงหรือตํ่าเกินไปทําใหจุ ลินทรียหยุดการเจริญเติบโต 
(Yemashova และคณะ, 2007; Tavassoli และคณะ, 2012) 
 3) ลักษณะของจุลินทรีย 
 ลักษณะของหวัเชื้อจุลินทรีย ในกรณีการเติมหัวเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพเพือ่ใช

ในการบาํบัดดินและน้าํปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ซึ่งหัวเชือ้จุลินทรียมีทัง้แบบที่เปนเช้ือ

เด่ียวและเช้ือกลุม โดยหัวเชื้อจุลินทรียแบบกลุมจะมีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนไดสูงและรวดเร็วกวาแบบจุลินทรียเด่ียว รวมทัง้มปีระสิทธิภาพในการยอยสลาย

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ ทีมี่ความหลากหลาย และสามารถยอยสลายสารที่ความ

เขมขนสูงไดกวา (Kim และคณะ, 2009; Mrozik และ Piotrowska-Seget, 2010; Lawniczak และ
คณะ, 2011) 
 การปรับตัวของจุลินทรีย  เมื่อเกิดการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนใน
ส่ิงแวดลอม สงผลใหจุลินทรียในส่ิงแวดลอมนั้นมีการปรับตัวโดยเพ่ิมจํานวนจุลินทรียที่สามารถ
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ยอยสลายไฮโดรคารบอนได ทําใหเกิดกระบวนการยอยสลาย การปรับตัวของจุลินทรียอาจเกิด
จากการสัมผัสสารปนเปอนทําใหเกิดการชักนําใหสรางเกิดเอนไซมเกี่ยวของเพื่อใหในการยอย

สลาย (Leahy และ Colwell, 1990; Haritash และ Kaushik, 2009) 
การเกิดไฮโดรโฟบิกและการสรางสารลดแรงตึงผิว (hydrophobicity and 

biosurfactant) เมื่อเซลลจุลินทรียสามารถเกิดไฮโดรโฟบิกกับน้าํมนัไดสูง ทาํใหจุลินทรียสามารถ
เขาถึงน้ํามันไดมากข้ึน สงผลตอการเพิ่มอัตราการยอยสลายนํ้ามนั และการสรางสารลดแรงตึงผิว  
ของจุลินทรียในรูปแบบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ สามารถชวยเพิม่สภาพพรอมใชทางชีวภาพของ

ไฮโดรคารบอน เปนการเพิ่มพืน้ผิวสัมผัสระหวางจุลินทรียและน้าํมนั ทําใหอัตราการยอยสลาย

เพิ่มข้ึน (Abbasnezhad และคณะ, 2011; Das และ Chandran, 2011) 
 นอกจากนี้การถายโอนยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายจากแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ

ไปยังแบคทีเรียด้ังเดิม โดยการถายโอนยีนในแนวขวางแบคทีเรียด้ังเดิมจะปรับตัวและรวมยีนที่ได
รับมาใหเขาไปอยูบนดีเอ็นเอของแบคทีเรียด้ังเดิม ซึ่งกระบวนการนี้จัดเปนวิวัฒนาการของ
แบคทีเรียและยังทําใหเกิดแบคทีเรียกลุมใหมที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษที่

หลากหลายมากข้ึนจากแบคทีเรียด้ังเดิม และเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษใหกับ
แบคทีเรียด้ังเดิม  (Springael และคณะ, 2004; Hedlund และ Staley, 2006; Jussila และคณะ, 
2007; Sobecky และคณะ, 2009) 
 
2.4 แบคทีเรียทีม่ีความสามารถในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
 แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจัดเปนปจจัยสําคัญ

ในการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในส่ิงแวดลอม และจากรายงานวิจัยจํานวนมาก
ไดคัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากสิ่งแวดลอมที่

ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน เชน ดิน ดินตะกอน น้ําใตดิน ตะกอนสลัดจจากระบบบําบัดน้ํา
เสีย เปนตน ดังแสดงในตารางที่ 2.1 
 
 ตารางที่ 2.1 แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 

ชนิดของแบคทีเรีย ความสามารถในการยอยสลาย เอกสารอางอิง 
อัลเคนและน้ํามันปโตรเลียม   
Acinetobacter sp. 
Gordonia sp. และRhodococcus sp. 

น้ํามันดีเซล Lee และคณะ (2010) 

Pseudomonas aeruginosa and 
Serratia marcescens 

น้ํามันดิบ น้ํามันดีเซล น้ํามันกาด 
น้ํามันหลอล่ืน 

Wongsa และคณะ (2004) 

Rhodococcus sp. สายพันธุ F92 น้ํามันดีเซล Quek และคณะ (2006) 
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ชนิดของแบคทีเรีย ความสามารถในการยอยสลาย เอกสารอางอิง 
Rhodococcus erythropolis น้ํามันดีเซล Huang และคณะ (2008) 
Acinetobacter sp. สายพันธุ XA05 
และ Sphingomonas sp. สายพันธุ 
FG03 

น้ํามันดีเซล Liu และคณะ (2008) 

Alkaligenes sp. น้ํามันดิบ Okoro และ Amund 
(2010) 

Exiguobacterium aurantiacum และ 
Burkholderia cepacia 

เฮกซะดีเคน น้ํามันดีเซล Mohanty และ Mukherji 
(2008) 

Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ 
DQ8 

โดโคเซน เตตราดีเคน น้ํามันดิบ น้ํามัน
ดีเซล 

Zhangและคณะ (2010) 
 

Achromobacter denitrificans 
Acinetobacter baumannii 
Aeromonas hydrophila/caviae 
Pseudomonas fluorescens 
Pseudomonas stutzeri Rahnella 
aquatilis และ Stenotrophomonas 
maltophilia 

น้ํามันดีเซล Lawniczak และคณะ 
(2011) 
 

Rhodococcus erythropolis สายพันธุ
NTU-1 

เฮกซะดีเคน น้ํามันดิบ น้ํามันดีเซล 
ฟแนนทรีน ไพรีน ฟลูออแรนธีน 

Liu และ Liu (2011) 

Ochrobactrum sp. สายพันธุ N1 
Brevibacillus parabrevis สายพันธุN2  
B. parabrevis สายพันธุ N3  

น้ํามันดิบ Bao และคณะ (2012) 

PAHs 
Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ 
PYR-1  
 

 
แนพธาลีน ฟแนนทรีน ไพรีน ฟลูออ-
แรนธีน เบนโซ[เอ]ไพรีน เปนตน 

 
Heitkamp และคณะ
(1988); Moody และคณะ 
(2004) 

Rhodococcus sp. สายพันธุ UW1 ฟแนนทรีน ไพรีน ฟลูออแรนธีน และ   
ไครซีน เปนตน 

Walter และคณะ (1991) 

Sphingobium sp. สายพันธุ P2 แนพธาลีน อะซีแนพทรีน อะซีแนพธิลีน 
ฟแนนทรีน ไดเบนโซฟูแรน ฟลูออ
แรนธีน ฟลูออรีน แอนทราซีน และ 
น้ํามันหลอล่ืน 
 

Pinyakong และคณะ 
(2000); Supaka และคณะ 
(2001); Khondee และ
คณะ (2012) 

Acinetobacter baumannii Klebsiella ฟแนนทรีน Kim และคณะ (2009) 



 
 

18 

ชนิดของแบคทีเรีย ความสามารถในการยอยสลาย เอกสารอางอิง 
oxytoca และ Stenotrophomonas 
maltophilia 
 
Achromobacter xylooxidans  
 

ไพรีน Tiwari และคณะ (2010) 

Mycobacterium 
สายพันธุ NJS-1 และ NJS-P 

 ไพรีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน ฟลูออ
แรนธีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน  
 

Zeng และคณะ (2010) 

Ochrobactrum sp.  สายพันธุ CH-19  ฟแนนทรีน Chang และคณะ (2011) 
Achromobacter insolitus  สายพันธุ 
MHF ENV IV 

แนพธาลีน ฟแนนทรีน และ แอนทรา
ซีน 
 

Janbandhu และคณะ 
(2011) 

Bacillus vallismortis สายพันธุ JY3A   
 

ไพรีน Ling และคณะ (2011) 
 

Brevibacillus sp. สายพันธุ PDM-3 แอนทราซีน ฟแนนทรีน Reddy และคณะ (2011) 
Sphingomonas สายพันธุ B22 ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน Madueño และคณะ 

(2011) 
Streptomyces สายพันธุ ERI-CPDA-1 แนพธาลีน ฟแนนทรีน Balachandran และคณะ 

(2012) 
Pseudoxanthomonas sp สายพันธุ 
DMVP2   

ฟแนนทรีน ไพรีน ฟลูออแรนธีน Patel และคณะ (2012) 

 
 
2.5 วิถีการยอยสลายปโตรเลยีมไฮโดรคารบอน 

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนประกอบดวยไฮโดรคารบอนหลายชนิด เชน แอลเคนแบบโซตรง 
โซกิ่ง อะโรมาติกไฮโดรคารบอน ในการยอยสลายไฮโดรคารบอนของแตละชนิดโดยแบคทีเรีย จึง
ตองอาศัยวิถีการยอยสลายที่แตกตางกันข้ึนอยูกับโครงสรางของปโตรเลียมไฮโดรคารบอน โดยมี
วิถีดังนี้  วิถีการยอยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคารบอน และวิถีการยอยสลายอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน (van beilen และคณะ, 2003; Fritsche และ Hofrichiter, 2008) 

วิถีการยอยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคารบอน จากกระบวนการยอยสลายอะลิฟาติก
ไฮโดรคารบอนท่ีเปนอัลเคนโดยแบคทีเรีย ซึ่งอัลเคนที่มีคารบอนนอยกวา 9 อะตอมเปนอัลเคน
สายส้ันสามารถระเหยออกไป สวนอัลเคนสายยาวที่มีคารบอนระหวาง 10 - 24 อะตอม (C10 –C24) 
เกิดวิถีการยอยสลายได 2 ทาง โดยเร่ิมตนจากการเติมออกซิเจนที่ตําแหนงปลาย (terminal) หรือ
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ตําแหนงถัดจากปลาย (subterminal) ไดผลิตภัณฑเปนแอลกอฮอล โดยอาศัยเอนไซมอัลเคนโมโน
ออกซิจีเนส (n-alkane monooxygenase) จากนั้น จะเปล่ียนเปนแอลดีไฮดโดยเอนไซม
แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase) และแอลดีไฮดจะถูกเปล่ียนเปนกรดไขมัน
โดยเอนไซมอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (aldehyde dehydrogenase) แลวเขาสูวัฏจักรเบตาออกซิเดชัน 
(β-oxidation cycle) ตอไป เกิดการยอยสลายเปนคารบอนไดออกไซด น้ํา และมวลเซลล สวนการ
ยอยสลายที่ตําแหนงถัดจากปลาย (subterminal) เร่ิมจากอัลเคนถูกออกซิไดซไดเปนแอลกอฮอล
ทุติยภูมิ (secondary alcohol) จากนั้นจะเปลี่ยนเมทิลคีโตน (methylketone) และอะซิทิล เอส
เทอร (acetyl ester) ตามลําดับ จากนั้นจะถูกไฮโดรไลซเปนสาร 2 ตัว คือแอลกอฮอลปฐมภูมิ 
(primary alcohol) และอะซีเตต (acetate) แลวเขาสูวัฏจักรเบตาออกซิเดชันตอไป (van beilen 
และคณะ, 2003;Fritsche และ Hofrichter, 2008) ดังแสดงในรูปที่ 2.3 

 

รูปท่ี 2.3 วถิกีารยอยสลายสารอะลิฟาติกไฮโดรคารบอนโดยแบคทีเรีย (Van beilen และคณะ, 
2003) 

 
วิถีการยอยสลายอะโรมาติกไฮโดรคารบอนโดยแบคทีเรีย ข้ันแรกของการยอยสลายสาร

กลุมอะโรมาติกโดยแบคทีเรีย คือ การเติมออกซิเจนแกคารบอนอะตอมในวงเบนซีน โดยเอนไซม
ไดออกซิจีเนส (dioxygenase) ไดเปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-dihydrodiol) จากนั้นถูกยอย
สลายและเปล่ียนเปนคาทีคอล (catechol) โดยเอนไซมดีไฮโดรจีเนส ซึ่งจะเขาสูข้ันตอนการแตก
วงอะโรมาติก ซึ่งเกิดข้ึนได 2 วิถ ีคือวิถีเมตา (meta pathway) และวิถอีอโธ (ortho pathway) แลว
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เขาสู TCA-cycle ตอไป (Juhasz และ Naidu, 2000) ดังแสดงในรูปที ่2.4 และสามารถพบวิถีการ
ยอยสลายดังกลาวในแบคทีเรียทีม่ีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
 

                  
 

รูปที่ 2.4 วิถกีารยอยสลายสารกลุมอะโรมาติกไฮโดรคารบอนโดยแบคทีเรีย (Juhasz และ Naidu, 
2000) 
 
2.6 จุลินทรียสูตรน้ํา 

 การใชประยุกตจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
เพื่อใชในการบําบัดส่ิงแวดลอมที่ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ในรูปแบบหัวเชื้อจุลินทรียจําเปนตอง
ใชวิธีการเก็บรักษาที่สามารถคงประสิทธิภาพการยอยสลายในระยะเวลายาวนาน และหัว
เช้ือจุลินทรียตองอยูในสภาวะพรอมใช วิธีการหนึ่งที่มีความนาสนใจคือ การเตรียมจุลินทรียในรูป
สูตรน้ําในของเหลวหรือที่เรียกวา liquid formulation โดยจุลินทรียสูตรน้ําคือเซลลจุลินทรียที่มีชีวิต
ถูกแขวนลอยในของเหลว เพื่อใหอยูในสภาวะพรอมใชและเก็บรักษาไดยาวนาน ทั้งยังคง
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ประสิทธิภาพอยู เนื่องจากเปนวิธีที่มีขอดีหลายประการ เชน ไมจําเปนตองใชเคร่ืองมือที่มีราคา
แพงและมีความซับซอน ทําใหประหยัดคาใชจาย (Torres และคณะ 2003) 

อยางไรก็ตามการใชวิธีนี้ในการเก็บรักษาจุลินทรียใหมีอัตรารอดชีวิตสูงหลังการเก็บรักษา

และมีประสิทธิภาพในการทํางานเมื่อเวลานําไปใชนั้นจําเปนตองศึกษาหาวิธีและสภาวะที่

เหมาะสม เนื่องจากมีหลายปจจัยที่มีผลตอการอดชีวิตและประสิทธิภาพการทํางานของแบคทีเรีย  
เชน คา water activity การเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย อาหารเลี้ยงเชื้อกอนการเก็บ อุณหภูมิ 
ปริมาณเซลลเร่ิมตน เปนตน ตัวอยางรายงานวิจัยที่ผานมา อาทิเชน Costa และคณะ (2000) 
ศึกษาผลของสารรักษาสภาพจุลินทรีย rehydration media และปริมาณเซลลเร่ิมตนตออัตรา
ความอยูรอดของ Pantoea agglomerans strain CPA-2 หลังการเก็บรักษา   

Torres และคณะ (2003) ไดศึกษาการปรับคา water activity และการเติมสารรักษา

สภาพจุลินทรียเพื่อชวยการเก็บรักษาเช้ือยีสต Candida sake sp. สายพันธุ CPA-1 ที่มี
ประสิทธิภาพเปนสารควบคุมชีวอินทรีย (biocontrol agent) ในการยับยั้งเชื้อ Penicillium 
expansum ที่เปนสาเหตุทําใหเกิดโรคในแอปเปลโดยการเก็บแบบ liquid formulation  พบวา 
แลคโตสและทรีฮาโลส เปนสารรักษาสภาพจุลินทรียที่ชวยใหเช้ือยีสตดังกลาวมีอัตราการอยูรอด
มากกวา 70 % หลังการเก็บที่ 4 °ซ เปนเวลา 4 เดือน   

Melin และคณะ (2006) ศึกษาอุณหภูมิการเก็บเชื้อที่มีผลตอการเก็บเชื้อยีสต Pichia 
anomala ที่มีประสิทธิภาพเปนสารควบคุมชีวอินทรีย ในการยับยั้งเช้ือราบนเมล็ดธัญพืช โดยการ
เก็บแบบสูตรน้ําในระยะยาว ที่อุณหภูมิต้ังแต -20 ถึง 30 °ซ พบวาหลังการเก็บเชื้อที่ 4 และ 10 °ซ 
เปนเวลาหน่ึงเดือนมีอัตราการรอดชีวิตของเซลลถึง 75-90% รวมทั้งการเติมทรีฮาโลสซึ่งเปนสาร
รักษาสภาพจุลินทรียชวยทําใหมีอัตราการอยูรอดของเช้ือมากข้ึนเม่ือเก็บเช้ือที่ 20 และ 30 °ซ  

Manikandan และคณะ (2010) ศึกษาการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรียเพื่อชวยการเก็บ
รักษาแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens sp. สายพันธุ Pf1ที่มีประสิทธิภาพเปนสารควบคุม
ชีวอินทรียในการยับยั้งโรคในมะเขือเทศ พบวาการเติมกลีเซอรอลในอาหารเหลว nutrient broth 
ทําใหแบคทีเรียอยูรอดมากกวา 9.5 × 107 CFU/มล. หลังการเก็บที่ 25 °ซ เปนเวลา 6 เดือน 
ขณะที่กลุมควบคุมที่ไมเติมกลีเซอรอลแบคทีเรียตายหมดภายใน 3 เดือน 

นอกจากการศึกษาปจจัยทีเ่กี่ยวของในการผลิตจุลินทรียสูตรน้ําที่มีประสิทธิภาพ ตนทุน

การผลิตถือเปนปจจัยที่สําคัญในการผลิตจุลินทรียสูตรน้ํา เนื่องจากการประยกุตใชจุลินทรียสูตร

น้ําในการบําบัดส่ิงแวดลอมจําเปนตองใชจุลินทรียสูตรน้ําจํานวนมาก  ถาจุลินทรียสูตรน้ํามีตนทุน
สูงสงผลตองบประมาณในการบําบัดดวยวธิีชีววธิีเพิม่สูงข้ึน ซึ่งราคาของผลิตภัณฑพรอมใชของหวั
เชื้อจุลินทรียทีใ่ชยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในรูปแบบตางๆ ที่จาํหนายในทองตลาด ดัง
แสดงในตารางท่ี 2.2  
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ตารางที ่2.2 ผลิตภัณฑหัวเช้ือจุลินทรียที่ใชยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในรูปแบบตางๆ ที่
จําหนายในทองตลาด 

 
ช่ือผลิตภัณฑ รูปแบบ ความสามารถยอยสลาย ราคา 

Petro-Clear F10(1) แบคทีเรียสูตรผง  ดินและน้ําเสียปนเปอนน้ํามันเบนซิน 
ดีเซล น้ํามันหลอล่ืน BTEX 

US $ 710/25 ปอนด 
(21,300 บาท/25 ปอนด) 

    
Liquid Remediact 
MT (2) 

จุลินทรียสูตรน้ํา ดินและน้ําเสียปนเปอนน้ํามันปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอน 
US $ 43.71/ลิตร  
(1,311 บาท/ลิตร) 
 

SpillRemed (3) แบคทีเรียสูตรน้ํา  น้ําทะเลและน้ําเสียปนเปอนน้ํามัน

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
US $4.76/ลิตร  
(143 บาท/ ลิตร) 
 

 
หมายเหตุ (1) Nichiporowich (2011) วธิีใชผสม Petro-Clear F10 1-2 ปอนด ในน้าํ 5 แกลอน 
โดยจุลินทรียทีผ่สมแลว 1 แกลอนใชกับ 1 ลูกบาศกหลาของดิน 
  (2) Envirologic (2011) วิธีใชผสมในอัตราสวนระหวางจุลินทรียสูตรน้ําและน้ําเทากับ 
1:10 โดยจุลินทรียสูตรน้ําทีผ่สมแลว 1 แกลอนใชกับ 1 ลูกบาศกหลาของดิน และ 200 แกลอนของ
น้ําเสีย  (3) Sarvabioremed (2011) ที่มาไมระบุวธิีใช 

 
ในขณะที่ปจจุบันยังไมมีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับการเตรียมจุลินทรียสูตรน้ําเพื่อ

ประยุกตใชในการบําบัดส่ิงแวดลอมที่ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ซึ่งงานวิจัยสวนใหญมักศึกษา
เกี่ยวกับประสิทธิภาพของจุลินทรียในการยอยสลายสารปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตาง โดย
เตรียมเปนหัวเช้ือเพื่อทดสอบประสิทธิภาพเทานั้น จากรายงานวิจัยของ Karabikal และคณะ 
(2009) ศึกษาการประยุกตใชหัวเช้ือ Mycobacterium sp.   Spyr1 รูปแบบที่แขวนลอยเซลลใน
อาหารเหลว M9MM  พบวา หัวเช้ือเร่ิมตนเทากับ106 CFU/มล. สามารถยอยสลายไพรีน 80 มก./
ล. ในอาหารเหลว M9MM 100 มล.  ไดหมดภายใน 8 วัน แตเนื่องแบคทีเรียอยูในรูปเซลลอิสระจึง
ยากตอการนําหัวเชื้อมาใชซ้ํา ดังนั้นจึงไดศึกษาโดยการตรึง Mycobacterium sp.  Spyr1 บน
ตัวกลางแกว (glass beads) และทดสอบใชซ้ําเซลลตรึงในการยอยสลายไพรีนความเขมขน 80 
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มก./ล. ในอาหารเหลว ที่หัวเช้ือเร่ิมตนของทั้งเซลลตรึงเทากับ106 CFU/มล. โดย 1 รอบ เทากับ 8 
วัน เปนจํานวน 10 รอบ พบวาการใชซ้ําเซลลตรึงไมไดลดประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีน ซึ่ง
คงประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนในชวง 98-100% ตลอดการใชงาน 

Bao และคณะ (2012) ประยุกตใชหัวเชื้อแบคทีเรียกลุมของ Ochrobactrum sp. สาย
พันธุ N1 Brevibacillus parabrevis สายพันธุ N2 B. parabrevis สายพันธุ N3 และ B. 
parabrevis สายพันธุ N4 ซึ่งคัดแยกจากน้ําทะเลปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน โดย
เพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมในอาหารเหลว enrichment medium เปน 24 ชั่วโมง และถายเชื้อลง
อาหารเหลว mineral salt medium (MSM) ที่เติมน้ํามันพาราฟน 0.1% บมบนเคร่ืองเขยาที่
อุณหภูมิ 25 °ซ  เมื่อแบคทีเรียเกิดการยอยสลายจึงเปนหัวเช้ือแบคทีเรียกลุมในการใชทดสอบ
ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันดิบที่ปนเปอนในน้ําเสียทะเลสังเคราะหที่ความเขมขนน้ํามันดิบ 
0.5% (w/v)  โดยหัวเช้ือแบคทีเรียกลุมปริมาณ 2% (v/v) น้ําเสียทะเลสังเคราะห พบวา หัวเชื้อ
แบคทีเรียกลุมมีประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันดิบไดถึง 79 % ภายในเวลา 14 วัน  
 
2.7 การประยุกตใชเซลลตรงึในการบําบัดนํ้าเสยีที่ปนเปอนน้ํามัน 

อยางไรก็ตามการใชแบคทีเรียสูตรน้ําในการบําบัดน้ําเสียยังมีขอจํากัดในดานประยุกตใช

ในระบบบําบัดน้ําเสียแบบตอเนื่อง เนื่องแบคทีเรียสูตรน้ําสามารถจากเกิดการร่ัวไหลออกจาก
ระบบบําบัด จึงตองใชแบคทีเรียสูตรน้ําจํานวนมากในการบําบัด ความคงทนตอสภาวะแวดลอมที่
ไมเหมาะสมตอการเจริญ และการนําแบคทีเรียกลับมาใชซ้ํา การแกปญหาดังกลาวอาจทําไดโดย
การใชแบคทีเรียที่ถูกตรึงในวัสดุตรึงในการบําบัดน้ําเสีย (Obuekwe และ Al-Muttawa, 2001; 
Rahman และคณะ, 2006) 

การประยุกตใชแบคทีเรียในการบําบัดน้ําเสียสามารถทําไดโดยการใชเทคนิคตรึงเซลล

แบคทีเรียบนวัสดุตรึงที่เหมาะสม ซึ่งมีขอดีกวาการใชแบคทีเรียแบบแขวนลอยดังนี้ (Cohen, 
2001; Obuekwe และ Al-Muttawa, 2001; Gentry และคณะ, 2004) 

- เปนแหลงคุมกันเซลล  

- สามารถทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมกับการเจริญ เชน ปริมาณน้ํามันที่มี

ความเขมขนสูง หรือสารอาหารที่มีปริมาณตํ่าในน้ําเสีย  

- มีอัตราการอยูรอดของแบคทีเรียเพิ่มข้ึน  

- เพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนได   

- สามารถนําเซลลตรึงกลับมาใชซ้ําได 

- ปองกันการร่ัวไหลของจุลินทรียออกจากระบบบําบัดน้ําเสีย 
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- ลดปญหาตะกอนเบาไมจมตัวและการเกิดโฟม (bulking and foaming) ในระบบ

บําบัดน้ําเสีย  

2.7.1 วิธีการตรึงเซลล  
การตรึงเซลลสามารถทําไดหลายรูปแบบ โดยข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรีย ชนิดของวัสดุ

ตรึง และลักษณะการนําไปประยุกตใช การตรึงเซลลสามารถแบงได 2 ประเภทหลัก ไดแก 
(Cohen, 2001) 

1) การยึดเกาะ (attached growth) 

การยึดเกาะของจุลินทรียบนวัสดุตรึง ซึ่งโครงสรางของเซลลจุลินทรีย ไดแก ผนังเซลล 

พิไล (pili) สารเมือก (slime)  และ ไกลโคคาลิกซ (glycocalyx) เปนเปลือกนอกของแคปซูล 

(capsule) ซึ่งเปนสารเอ็กซตราเซลลูลาโพลีแซคคาไรด (Extracellular Polysaccharide, EPS) มี

ความสามารถในการยึดเกาะและเกิดเปนชั้นของไบโอฟลม โดยการยึดเกาะเกิดข้ึนบริเวณพื้นผิว

ของวัสดุตรึง ความคงทนของการยึดเกาะข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรีย ลักษณะของพ้ืนผิว ปจจัย

ทางส่ิงแวดลอม และรูปแบบการไหลของน้ํา (Cohen, 2001) 

2)  การตรึงแบบประดิษฐ (artificial immobilization)  

การตรึงแบบประดิษฐของจุลินทรียบนวัสดุตรึง สามารถแบงออกเปน 5 วิธี ดังนี้ 

การดูดซับ (adsorption) เปนวิธีการตรึงเซลลที่งายที่สุด เซลลถูกทําลายนอย โดยการ

ยึดเกาะของเซลลกับพื้นผิวของวัสดุตรึงดวยแรงจากไฟฟาสถิตย เชน แรงแวนเดอรวาล พันธะไอ

ออนิก พันธะไฮโดรเจน (Brickerstaff, 1997) 

การเช่ือมดวยพันธะโควาเลนซ (covalent binding) เปนวิธีการเช่ือมโดยตรงระหวาง

วัสดุตรึงกับเซลลดวยพันธะโควาเลนซ เปนการที่เซลลเกิดเกาะติดกับวัสดุตรึงโดยอาศัยพันธะโควา

เลนซระหวางหมูฟงกชันของกลุมเซลลกับวัสดุตรึง  (Brickerstaff, 1997) 

การกักขัง (entrapment) เปนวิธีตรึงที่ใชหลักการเกิดเจล ทําใหเกิดโครงสรางขาย 3 

มิติ มีลักษณะเปนรูพรุน ซึ่งเซลลสามารถเคล่ือนที่อยางอิสระภายในชองวางรูพรุนของเจล โดยน้ํา

และสับสเตรตสามารถผานเขาออกไดอยางอิสระ วัสดุตรึงที่เหมาะสมกับวิธีการกักขัง เชน          

พอลีอะคริลาไมด (polyacrylamide) พอลีไวนิล แอลกอฮอล (polyvinyl alcohol, PVA) (Cassidy 

และคณะ, 1996; Brickerstaff, 1997) 
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การตรึงแบบแคปซูล (encapsulation) เปนการตรึงเซลลดวยการหอหุมเซลลภายใน

เยื่อกึ่งผาน (semipermeable membrane) เฉพาะซับสเตรทและผลิตภัณฑสามารถผานเขาออก

เยื่อกึ่งผานไดอยางอิสระ โดยเซลลสามารถเคล่ือนที่อยางอิสระภายในชองวางของแคปซูล  

(Brickerstaff, 1997) 

การเช่ือมไขว (crosslinking) เปนวิธีการตรึงเซลลโดยเช่ือมเซลลเขากับสารพาหะ โดย

ใชสารเคมีจําพวกพวก 2 หมูฟงกชันหรือสารมัลติฟงกชัน เชน กลูตาอัลดีไฮด (glutaraldehyde) 

และโทลูอีน ไดไอโซไซยาเนต (toluendiisocyanate)เปนตน และเกิดเปนการรวมกลุมของเซลล 

(flocculation) ซึ่งการเชื่อมไขวเปนวิธีการตรึงโดยไมอาศัยวัสดุตรึง (Brickerstaff, 1997) 

    

 
ก) 

 

ข) 
 
 
 

 

ค)  ง) 
 
 
 

 

 จ) 

 

 
 

รูปที่ 2.5 รูปแบบการตรึงเซลลดวยวิธีตางๆ ก) วิธีการดูดซับ ข) วิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนซ ค) 
วิธีการกักขัง ง) วิธีการตรึงแบบแคปซูล จ) วิธีการเชื่อมไขว (Bickerstaff, 1997)  
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2.7.2 วัสดุตรึง 
วัสดุตรึงที่เหมาะสมตอการประยุกตใชในระบบบําบัดน้ําเสีย ตองเปนวัสดุที่ไมพิษตอ

จุลินทรีย มีความทนทานตอการสลายของจุลินทรีย ทนทานตอแรงกล หางาย และราคาถูก โดย
วัสดุตรึงหลากหลายชนิดที่นิยมมาประยุกตใช สามารถเปน 2 ประเภท ไดแก 

วัสดุตรึงธรรมชาติ เชน ไคติน ไคโตซาน กอนหิน กอนกรวด วัสดุทางการเกษตร เปนตน 
วัสดุตรึงสังเคราะห เชน พอลิยูรีเทน อัลจิเนต พอลีอะคริลาไมด พอลีไวนิล แอลกอฮอล ซิ

ลิกา เซรามิค ตัวกลางแกว ถานกัมมันต และตัวกลางพลาสติก เปนตน  
 รายงานการใชเซลลตรึงในการบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ไดแก 
Rahman และคณะ (2006) ใชแบคทีเรียตรึงในอัลจิเนตเพื่อการบําบัดน้าํทะเลสังเคราะหที่

ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน พบวาเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการถูกใชซ้าํไดมากกวา 150 
วันโดยไมลดความสามารถในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน   

Gentili และคณะ (2006) นําแบคทีเรียที่มปีระสิทธิภาพยอยปโตรเลียมไฮโดรคารบอนตรึง
บนไคตินและไคโตซานจากกุงและใชในการบําบัดน้ําทะเลที่ปนเปอนน้าํมันดิบในระบบบําบัด

ระดับหองปฏิบัติการ พบวาการตรึงเซลลชวยเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามนัดิบ และเพิม่
การอยูรอดของแบคทีเรียในระบบบําบัด    
 นอกจากนี ้ Lan และคณะ (2009) ไดศึกษาความสามารถของเซลลตรึงบนแคลเซียมอัลจิ
เนตในการยอยสลายน้ํามันและการลดคา COD ซึ่งพบวาการตรึงเซลลชวยเพิ่มความเสถยีรของ

เซลลในสภาวะท่ีมีอุณหภูมสูิง และเพิม่ประสิทธิภาพในการยอยสลายน้าํมนัทีม่คีวามเขมขนสูง 
และชวยลด COD ไดดีกวาการใชเซลลอิสระ และพบวาเซลลตรึงมีความเสถียรเมื่อถูกเก็บที ่ 4 
องศาเซลลเซยีส เปนเวลา 30 วัน และถูกนํากลับมาใชได 12 คร้ัง 
 Karabika และคณะ (2009) ไดศึกษาการนํามาใชซ้ําของเซลลตรึง Mycobacterium sp. 
Spyr1 ที่มีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ไดแก อะซีแนพธีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน 
ไพรีน และแอนทราซีน โดยตัวกลางแกว (glass beads) เปนวัสดุตรึง จากการใชซ้ําเซลลตรึงใน
การยอยสลายไพรีนความเขมขน 300 มิลลิกรัม/ลิตร ในอาหารเหลวเปนจํานวน 10 รอบ พบวาการ
ใชซ้ําเซลลตรึงไมไดลดประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีน ซึง่คงประสิทธิภาพในการยอยสลาย

ไพรีนในชวง 98-100% ตลอดการใชงาน 
 Rodríguez-Martínez และคณะ (2006) ศึกษาการบําบัดน้ํามันดีเซลที่ปนเปอนในน้าํใต
ดินโดยหวัเชื้อเปนจุลินทรียพื้นถิ่น (indigenous microorganism) ที่มีความสามารถในการยอย
สลายน้าํมนัดีเซลนําไปตรึงบนถานกมัมนัตชนิดกอน (granular activated carbon: GAC) ขนาด
เสนผาศูนยกลางเทากับ 0.9 มม. ปริมาณ 11 กิโลกรัม (น้าํหนักแหง) ซึ่งบรรจุอยูใน fluidized bed 
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reactor ทาํดวยพวีีซีขนาดความจุ 50 ลิตร โดยมีอัตราสวนระหวางคารบอน ไนโตรเจน และ 
ฟอสฟอรัส เทากับ 30:5:1 ผลการทดลองพบวา  ประสิทธิภาพในการกําจัดสารไฮโดรคารบอนเทา 
97 ถึง 99% ของความเขมขนสารไฮโดรคารบอนเร่ิมตน 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร คา hydraulic 
retention time (HRT) เทากบั 14 นาท ี  

Allia และคณะ (2006) นําทราย หินภูเขาไฟ ตัวกลางพลาสติกมาประยุกตใชเพื่อวัสดุตรึง
ในระบบบําบัดน้ําเสียปนเปอนสารไฮโดรคารบอนโดยวธิีทางชีวภาพ พบวาประสิทธิภาพในการ

ยอยสลายสารไฮโดรคารบอนสูงถึง 90 % 

Barreto และคณะ (2010) นําสปอรของ Bacillus subtilis  สายพันธุ LAMI008 โดยตรึงวิธี
กักขังดวยไคโตซานรวมกับการเติมสารกลูตาอัลดีไฮดเพื่อชวยในการ crosslinking ทําใหเซลลตรึง
บนเม็ดไคโตซานขนาด 3 มิลลิเมตร เม่ือทดสอบการยอยสลายเฮกซะเดเคนในอาหารเหลว 
mineral medium ที่เติม 1% กลูโคส พบวา เซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายเฮกซะเดเคน
ไดถึง 100 % ที่ความเขมขนเร่ิมตน 1 %(w/v) ภายในเวลา 72 ชั่วโมง 

 
2.7.3 การประยุกตใชเซลลตรึงในระบบบําบัดน้ําเสยี 
การประยุกตใชระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง (aerobic packed-bed 

bioreactor) ในการบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพดังรูปที ่ 2.6 ขอดีระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มี

ตัวกลางเมื่อเปรียบเทียบกบัระบบบําบัดแบบตะกอนเรง (activated sludge)  มีประสิทธิภาพใน
การกําจัดสารปนเปอนตางๆ ไดสูงกวา สามารถลดกล่ินเหม็นซึ่งเกิดจากกระบวนการบําบัด 
ปองกนัการร่ัวไหลของจุลินทรียออกจากระบบบําบัดน้าํเสีย  ลดปญหาตะกอนเบาไมจมตัวและการ
เกิดโฟมในระบบบําบดัน้าํเสีย และมีความทนทานตอสภาวะตางๆ ในระหวางการบําบัด เชน 
ความเปนพษิสูงจากในน้ําเสีย นอกจากนี้คุณสมบัติทีสํ่าคัญคือการกรองอนุภาคตางทีป่นเปอนอยู
ในน้าํเสียเปนการชวยข้ันตอนการกําจัดตะกอนจากระบบบําบัด สงผลให ระบบบําบัดแบบเติม

อากาศที่มีตัวกลางเปนทางเลือกในการบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพ (Benthack และคณะ, 2001; 
Cohen, 2001) 

 
รูปท่ี 2.6 ระบบระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง (Benthack และคณะ, 2001) 
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รายงานการประยุกตใชระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางในการบําบัดน้ําเสีย

ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ไดแก Ji และคณะ (2009) ไดศึกษาการประยุกตใชระบบบําบัด
แบบ up-flow fixed-bed (UFB) bioreactor ในการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหที่ปนเปอนปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอน โดยถัง bioreactor สรางจาก polymethyl methacrylate ขนาดเสนผาศูนยกลาง 
70 มม. ความสูง 750 มม. ความจุของถัง 2.1 ล. โดยใช polyurethane foam เปนวัสดุตรึง  หัวเช้ือ
ที่ใชในการตรึงเปนสลัดจจากระบบบําบัดน้ําเสียจากหลุมฝงกลบขยะ ผลการทดลองพบวาที่
ระยะเวลาเก็บกักน้ํา (hydraulic retention time: HRT) 1.8 ชม. ระบบสามารถกําจัดปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนไดถึง 90-93% จากความเขมขนเร่ิมตนของปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 48.7 
มิลลิกรัม/ลิตร 

Bravo และคณะ 2009 ไดศึกษาการประยุกตใชระบบบําบัดทางชีวภาพแบบมีตัวกลาง
ระบบที่มีการโปรยกรอง (trickling-flow fixed-film biological reactor) ดังแสดงในรูปที่ 2.7 เพื่อ
ใชในการบําบัดน้ําใตดินที่ปนเปอนเบนซีนและน้ําดีเซล โดยใช ไซไลท (xylite) เปนวัสดุตรึงซึ่ง

ไซไลทเปนวัสดุที่มาการกระบวนการผลิตถานหินมีลักษณะโครงสรางคลายไม และราคาถูก โดย
วัสดุตรึงปริมาณ 500 g บรรจุลงคอลัมนขนาด 55 × 12 ซม. และหัวเช้ือจุลินทรียที่ใชในการตรึง
คัดเลือกมาจากดินและน้ําใตดินที่ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากประเทศเม็กซิโก ผลการ
ทดลองพบวา ระบบสามารถลดปริมาณเบนซีนไดถึง 0.55 ไมโครกรัม/ลิตร จากความเขมขนเร่ิมตน
ของเบนซีน 2000 มิลลิกรัม/ลิตร ภายใน 12 วัน ในขณะที่ไมสามารถลดปริมาณน้ํามันดีเซลความ
เขมขนเร่ิมตน 2000 มิลลิกรัม/ลิตร ได ดังนั้นคณะวิจัยไดเปล่ียนระบบการไหลเขาของน้ําเสียเปน
ทางดานลางของคอลัมน (up flow) พบวาที่ระยะเวลา 8 วัน ระบบสามารถปริมาณน้ําดีเซลจาก 
2000 มิลลิกรัม/ลิตร เหลือ 0.12 มิลลิกรัม/ลิตร 

 

 
 
รูปท่ี 2.7 ระบบบําบัดทางชีวภาพแบบมีตัวกลางระบบทีม่ีการโปรยกรอง (four-column trickling-
flow fixed-film biological reactor) (Bravo และคณะ, 2009) 
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Dong และคณะ (2011) ประยุกตใชระบบบําบัดน้ําเสียที่มีตัวกรองชีวภาพเคล่ือนที่ 

(moving bed biofilm reactor) เปนถังแกว ปริมาตรในการบําบัด 5 ลิตร โดยใชวัสดุตรึงเปน
ตัวกลางเซรามิค และใชหัวเช้ือจากตะกอนสลัดจจากระบบบําบัดน้ําเสียโรงงานกลั่นน้ํามัน
ปโตรเลียม เพื่อใชบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากการขุดเจาะน้ํามันที่ผานการ
บําบัดทางกายภาพ ที่ระยะเวลาเก็บกัก10 ชั่วโมง พบวา ระบบมีประสิทธิภาพในการกําจัด PAH s 
จาก 65% จากความเขมขนเร่ิมตนของ PAHs 1,022 ไมโครกรัม/ลิตร 
 
2.8 การประยุกตใชเทคนิคทางชีวโมเลกลุในการตรวจติดตามจุลินทรียในการบําบัดโดย
ชีววธิ ี
  การยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในส่ิงแวดลอมจําเปนตองตรวจติดตาม
ความเขมขนของสารพิษที่เหลืออยูและจํานวนของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลาย

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน เพื่อใชในการดําเนินระบบบําบัดอยางมีประสิทธิภาพ โดยการปรับ
สภาพแวดลอมในระบบบําบัดในเหมาะสมตอกิจกรรมของจุลินทรีย เชน การเติมสารอาหาร การ
เติมอากาศ การเติมจุลินทรีย เปนตน (Phrommanich และคณะ, 2009) ดังนั้นการประยุกตใช
เทคนิคชีววิทยาโมเลกุลในการตรวจติดตามจุลินทรียจึงเปนวิธีที่นาสนใจวิธีหนึ่ง เนื่องจากวิธีการ
ตรวจติดตามนี้มีความรวดเร็วกวาวิธีนับจํานวนจุลินทรียซึ่งตองใชเวลานานสําหรับการเพาะเล้ียง

ในหองปฏิบัติการ ในขณะที่การตรวจติดตามจุลินทรียดวยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลสามารถดําเนิน
ไดอยางสะดวกและรวดเร็วโดยการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางจากสิ่งแวดลอม และตรวจติดตามได
ทันทีและมีความแมนยําสูง เนื่องจากเปนการติดตามยีนที่ประมวลรหัสของเอนไซมที่มีบทบาทใน
การยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนไดโดยตรงทําใหทราบกิจกรรมของจุลินทรียในระบบ (Shi 
และคณะ, 2010) ซึ่งการตรวจติดตามจุลินทรียโดยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลสามารถประยุกตใชได
กับตัวอยางจากส่ิงแวดลอมหลายชนิดไดแก ดิน (Phrommanich และคณะ, 2009), น้ําใตดิน 
(Kao และคณะ, 2010), น้ําเสียและสลัดจจากระบบบําบัดน้ําเสีย (Shannon และคณะ, 2007) 
 ตัวอยางการตรวจติดตามจุลินทรียโดยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล    ไดแก  
 การศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียโดยวิธี PCR-denaturing 
gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE)  

PCR-DGGE เปนเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่นิยมใชในการวิเคราะหการเปล่ียนแปลง

โครงสรางประชาคมจุลินทรียในส่ิงแวดลอม และวิเคราะหจุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญใน

ส่ิงแวดลอม ซึ่งในศึกษาโครงสรางประชาคมของแบคทีเรียทําไดโดยการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 
16S rDNA และนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาวิเคราะหความหลากหลายของแบคทีเรียดวยวิธี 
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DGGE เปนการแยกดีเอ็นเอสายคูที่มีความยาวเทากันแตลําดับเบสตางกัน โดยใชเกรเดียนทของ
ความเขมขนของสารเคมี เชน ยูเรียและฟอรมาไมดทําลายพันธะไฮโดรเจนระหวางดีเอ็นเอสายคู 
เมื่อดีเอ็นเอสายคูถูกทําลายพันธะไปบางสวนจะหยุดการเคล่ือนที่ โดยแบคทีเรียแตละชนิดมีลําดับ
เบสที่ไมเหมือนทําใหตําแหนงที่หยุดเคล่ือนที่ของแบคทีเรียแตละตัวไมเทากัน เมื่อนําเจลไปสอง
ภายใตแสง UV จะเห็นเปนแถบดีเอ็นเออยูภายในเจล โดยการวิเคราะหความหลากหลายของ
แบคทีเรียสังเกตไดจากจํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึน (Felske และ Akkermans, 1998; Muyzer 
และคณะ, 1993; Torsvik และคณะ, 2002)  
  การตรวจนับจํานวนยีนโดย real-time PCR  
 การตรวจนับจํานวนยีนโดย real-time PCR หรือ (quantitative real-time PCR, qPCR) 
เปนเทคนิคที่อาศัยพื้นฐานของการตรวจวัดสัญญาณการเรืองแสงจากผลิตภัณฑ PCR ในระหวาง
ข้ันตอนการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ โดยการเรืองแสงของผลิตภัณฑ PCR  เกิดข้ึนจากการเขาเกาะกัน
ระหวางดีเอ็นเอสายคู (double-strand DNA, dsDNA) และสารเรืองแสง คือ SYBR green โดย 
SYBR green จะถูกกระตุนดวยแสง UV และคายพลังงานออกมาในรูปแสง ซึ่งระดับความเขมของ
แสงที่ถูกปลอยออกมาจากสอดคลองกับปริมาณผลิตภัณฑ PCR  เกิดข้ึนโดยแตจํานวนรอบของ 
PCR ที่เพิ่มทําใหระดับความเขมของแสงเพิ่มข้ึนเชนกัน จากหลักการดังกลาวถูกนํามาประยุกตใช
ในการตรวจวัดจํานวนเชิงปริมาณของดีเอ็นเอตัวอยาง ทําไดโดยเตรียมดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบ
ความเขมขนหรือจํานวนของยีนพรอมกับดีเอ็นเอตัวอยางที่ตองการวัดปริมาณ และนํามาเพิ่ม
จํานวนดีเอ็นเอดวยวิธี real-time PCR  โดยนําคาที่วัดไดจากตัวอยางเปรียบเทียบกับคาจากดีเอ็น
เอมาตรฐานทําใหทราบถึงจํานวนของตัวอยาง  ไดแก จํานวนชุดของยีน (copy number) ปริมาณ
เชื้อ (CFU/มิลลิลิตร) (Cunliffe และคณะ, 2006; Cébron และคณะ, 2008)  
 จากรายงานงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคม

แบคทีเรียโดยวิธี PCR-DGGE และการตรวจนับจํานวนยีนที่ประมวลรหัสของเอนไซมที่มีบทบาท
ในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดย real-time PCR มีดังตอไปนี้ 
 Kao และคณะ, 2010 การศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียโดยวิธี 
PCR-DGGE โดยศึกษาดินและน้ําใตดินจากบริเวณที่มีการร่ัวไหลของทอสงน้ํามันเบนซินใน

ประเทศไตหวัน ผลจากการวิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรีย พบแถบดีเอ็นเอเดนของ

แบคทีเรียใหมที่ยังไมรายงานการคนพบ จํานวน 2 สายพันธุ และพบแถบดีเอ็นเอเดนของ 
Geobacteraceae sp และ Novosphingobium capsulatum สายพันธุ 213 ซึ่งมีรายงานวาเปน
แบคทีเรียที่ความสามารถในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
  Cébron และคณะ (2008) ศึกษาการออกแบบไพรเมอรสําหรับใชตรวจติดตามยีนที่

ประมวลรหัสเอนไซม PAH-ring hydroxylating dioxygenase (PAH-RHDα) ของกลุมแบคทีเรีย
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แกรมบวกและแกรมลบ เพื่อประยุกตใชในการตรวจนับจํานวนยีนดังกลาวดวยวิธี real-time PCR
ในดินที่มีการปนเปอน PAHs ผลจากการตรวจนับจํานวนยีนที่ประมวลรหัสเอนไซม PAH-RHDα 
วิธี real-time PCR มีความสอดคลองจํานวนชุดยีน 16S rRNA และระดับการปนเปอน PAHs ใน
ดินตะกอน 
 Phrommanich และคณะ (2009) ประยุกตใชเทคนิค real-time PCR ในการตรวจนับ
จํานวน Acinetobacter sp. สายพันธุ MUB ที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันในตัวอยาง
ดิน โดยยีนเปาหมายคือ ยีน alkM พบวา เทคนิค real-time PCR สามารถใชตรวจนับจํานวน 
Acinetobacter sp.ที่อยูในอาหารเหลวและดิน ซึ่งมีตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดได 540 และ 5.4 ± 
104CFU/มิลลิลิตร ตามลําดับ 
 
2.9 การออกแบบการทดลองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายปโตรเลยีม
ไฮโดรคารบอนดวยวธิีพืน้ผิวตอบสนอง 
  การออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติที่เรียกวา design of experiment (DOE) เพื่อหา
สภาวะท่ีเหมาะสม โดยใชสมการทางคณิตศาสตรเขาชวยในการศึกษาความสัมพันธของตัวแปร
หลายตัว โดยการออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติ เปนการออกแบบทดลองอยางเปนระบบ 
โดยตัวแปรแตละตัวมีความอิสระตอกัน (orthogonal) และนําผลการทดลองที่ไดไปใชในการ
วิเคราะหดวยสถิติทําใหผลการวิเคราะหที่ไดมีความนาเช่ือ เนื่องจากเปนการออกแบบการทดลอง
โดยใชหลักสถิติทําใหสามารถตัดชุดทดลองที่ไมเกี่ยวของออกไป ทําใหจํานวนชุดการทดลองลดลง
และยังประหยัดทั้งเวลาและตนทุนในการทดลองไดมากกวาการทดลองแบบลองผิดลองถูก 
(Montgomery, 2001; Huang และคณะ, 2008, Mohajeri และคณะ, 2010) 
   การออกแบบการทดลองท่ีนํามาประยุกตใชเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมดวยพื้นผิว
ตอบสนอง ไดแก การออกแบบการทดลองแบบบ็อกซ-เบหนเคน (Box-Behnken Design) และ
การออกแบบการทดลองแบบสวนผสมกลาง (Central Composite Designs, CCD) 
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รูปท่ี 2.8 การกระจายระดับของปจจัยในการออกแบบการทดลองแบบสวนผสมกลาง (Nakai และ
คณะ, 2006) 
 
  การออกแบบสวนผสมกลาง เปนการออกแบบการทดลองแบบฟูลแฟกทอเรียล (full 
factorial designs) โดยขอมูลของตัวแปรจากจุดศูนยกลางไปยังดานขาง เพื่อหาปจจัยที่เกี่ยวของ
กับการตอบสนองที่มีคาสูงสุด มีการกําหนดระดับของปจจัย โดยใหคากลาง (center point)  
เทากับ 0 กําหนดคาสูง เทากับ +1 และกําหนดคาตํ่า เทากับ -1  โดยจุดรูปดาวเปนคาสูงสุดและ
ตํ่าสุดของปจจัย กําหนดคาเปน +α และ - α  ดังแสดงในรูปที่ 2.8 ซึ่งคา α สามารถหาไดจากราก
ที่ส่ีของจํานวนการทดลองฟูลแฟกทอเรียลทั้งหมด (2k)1/4 ในกรณีที่มี 3 ปจจัย คา α จะมีคาเทากับ 
1.682 ดังนั้นระดับคาสูงสุดและตํ่าสุดของปจจัยเทากับ +1.682  และ - 1.682 โดยนําระดับเหลานี้
ไปใชในการออกแบบการทดลองดังในตารางที่ 2.3  
 
ตารางที่ 2.3 ระดับของปจจัยในการออกแบบการทดลองแบบสวนผสมกลาง สําหรับการทดลองที่
มี 3 ปจจัย (Montgomery, 2001) 
 

การทดลองที ่ ปจจัยที ่1 ปจจัยที2่ ปจจัยที3่ 
1 -1 -1 -1 
2 1 -1 -1 
3 -1 1 -1 
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การทดลองที ่ ปจจัยที ่1 ปจจัยที2่ ปจจัยที3่ 
4 1 1 -1 
5 -1 -1 1 
6 1 -1 1 
7 -1 1 1 
8 1 1 1 
9 -1.682 0 0 
10 1.682 0 0 
11 0 -1.682 0 
12 0 1.682 0 
13 0 0 -1.682 
14 0 0 1.682 
15 0 0 0 

 
 
  จากรายงานงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการศึกษาการออกแบบการทดลองเพื่อหาสภาวะที่

เหมาะสมในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง มีดังตอไปนี้  
Castorena-Cortés และคณะ (2009) ประยุกตใชการออกแบบการทดลองดวยวิธีทาง

สถิติเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอยสลายสลัดจน้ํามันจากโรงงานกล่ันน้ํามัน พบวา 
ความชื้น สารลดแรงตึงผิว และอัตราสวนคารบอน:ไนโตรเจน เปนตัวแปรสําคัญตอการยอยสลาย
น้ํามันของจุลินทรียด้ังเดิม โดยมีสภาวะท่ีเหมาะสมดังนี้ ความช้ืน 70% ปริมาณสารลดแรงตึงผิว 
0.5% และอัตราสวนคารบอน:ไนโตรเจน 15 ทําใหประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันเพิ่มข้ึน 20 % 

Mohajeri และคณะ (2010) ประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองและการออกแบบการ
ทดลองดวยวิธีทางสถิติ เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันดิบที่ปนเปอนในดิน 
พบวา ที่ความเขมขนน้ํามันดิบ 2 กรัม/กิโลกรัม ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 4.8×106 เซลล ไนโตรเจน 
0.680 กรัม/กิโลกรัม ฟอสฟอรัส 0.14 กรัม/กิโลกรัม ทําใหทําใหประสิทธิภาพการยอยสลาย

น้ํามันดิบเพิ่มข้ึนจาก 12 เปน 83%  

Zahed และคณะ (2010)  ศึกษาการประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองเพื่อหาสภาวะที่
เหมาะในการยอยสลายน้ํามันดิบที่ปนเปอนในน้ําทะเล โดยทดลองในขวดรูปชมพูที่บรรจุน้ําทะเล 
250 มล. ที่ความเขมขนของน้ํามันดิบเทากับ 100 มก./ล.  ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน 107 CFU/มล. 
และศึกษาตัวแปรที่เกี่ยวของไดแก ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส และเวลาในการยอย
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สลาย พบวา สภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันดิบไดแก ปริมาณไนโตรเจน 13.62 มก./ล.  
ปริมาณฟอสฟอรัส 1.39 มก./ล.  ในเวลา 20 วัน โดยประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดิบจาก
การทํานายเทากับ 98 % ในขณะที่ผลจากการทดลองเทากับ 95%   

Ghevariya และคณะ (2011) ประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองและการออกแบบการ
ทดลองดวยวิธีทางสถิติ โดยดัดแปลงสูตรอาหารเหลว Bushnell–Haas เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม
ในการยอยสลายไครซีนโดย Achromobacter xylosoxidans พบวา เฟอริกคลอไรด (FeCl3) 
แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) และแอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) เปนตัวแปรสําคัญตอการยอย
สลายไครซีน โดยมีสภาวะที่เหมาะสมดังนี้  เฟอริกคลอไรด 0.02 กรัม/ลิตร  แคลเซียมคลอไรด 
0.01 กรัม/ลิตร  และแอมโมเนียมไนเตรต 0.525 กรัม/ลิตร ทําใหประสิทธิภาพการยอยสลาย      
ไครซีนของ Achromobacter xylosoxidans เพิ่มข้ึนถึง 6 เทา  
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บทที่  3 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 การสกัดฟแนนทรีนและไพรีนในอาหารเหลวและวิเคราะหปริมาณฟแนนทรีนและ
ไพรีนที่เหลืออยูโดยวิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

การสกัดฟแนนทรีนและไพรีนที่เหลืออยูในอาหารเหลวดวยเอธิลอะซีเทตตามวิธีของ 
Grifoll และคณะ (1992) นําอาหารเหลวมาปรับคาความเปนกรด-ดางใหเทากับ 2.0 โดยเติมกรด
ไฮโดรคลอริก (HCl) เขมขน จากนั้นเติมเอทธิลอะซีเทตปริมาตร 1 เทาของอาหารเหลว ผสมใหเขา
กันโดยใชเคร่ืองปนผสมดวยความเร็วสูงเปนเวลา 1 นาที 30 วินาที ต้ังทิ้งไวใหแยกช้ันและดูดช้ัน
ของเอทธิลอะซีเตทเก็บไว สกัดซํ้าอีก 1 คร้ัง ดวยเอทธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของอาหารเหลว
ตามวิธีเดิม รวมเอทธิลอะซีเตทที่ได เติม anhydrous Na2SO4 ที่ผานการอบขามคืนประมาณ 0.5 
กรัม เพื่อกําจัดน้ําที่เหลืออยู จากนั้นนําสวนของเอทธิลอะซีเตทไประเหยใหแหงดวยเคร่ืองระเหย
แหงสุญญากาศแบบหมุน และเปลี่ยนตัวทําละลายโดยเติมเมธานอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ
กรองสารละลายที่ไดผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด polytetrafluoroethylene (PTFE) ที่มีขนาดรูกรอง 
0.20 ไมโครเมตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -20°ซ จนกวาจะทําการวิเคราะห 

นําสารละลายที่สกัดได ทําการวิเคราะหปริมาณฟแนนทรีนและไพรีนดวยวิธี HPLC 
คอลัมน inertsill® ODS ขนาด 4.6 × 150 มม. ซึ่งมีสภาวะตางๆ ในระบบดังนี้ 

ตัวชะสาร (mobile phase)    เมทานอล 80% 
อัตราไหล (flow rate)     1 มิลลิลิตร/นาที 
อุณหภูมิคอลัมน     40°ซ 
ความยาวคล่ืนแสง UV ที่ใชตรวจวิเคราะห  275 นาโนเมตร 
ปริมาณสารที่วิเคราะห    10 ไมโครลิตร 
นําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหตัวอยางไปคํานวณหารอยละของปริมาณไพรีนที่

เหลืออยูโดยเทียบกับชุดควบคุม 
 

ปริมาณฟแนนทรีนหรือไพรีนที่เหลือ (%) =  พื้นที่ใตกราฟชุดทดลอง  100 
   พื้นที่ใตกราฟชุดควบคุม 
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3.2 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 
สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากเซลลแบคทีเรียตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999) โดยนํา

เซลลแบคทีเรียปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ลงหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลที่ 
4°ซ 5,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที กระจายตะกอนเซลลในบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข) 517 
ไมโครลิตร ใหเปนเนื้อเดียวกับบัฟเฟอร เติมสารละลายไลโซไซม (lysozyme) เขมขน 60 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมาและบมที่ 37°ซ เปน
เวลา 1 ชม. แลวเติมสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS) เขมขน 
10% (ภาคผนวก ข) 30 ไมโครลิตร และโปรตีนเนสเค (protinaseK) เขมขน 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ข) 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่ 37°ซ เปนเวลา 1 ชม. เติมสารละลายโซเดียม
คลอไรดเขมขน 5 โมลาร (ภาคผนวก ข) 120 ไมโครลิตร และเติมสารละลาย CTAB/NaCl 
(ภาคผนวก ข) 220 ไมโครลิตร บมที่ 65°ซ เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเติมคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย นําไปปนเหวี่ยงที่ 
13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที นําสารละลายช้ันบนมาเติมฟนอล/คลอโรฟอรม (ภาคผนวก ข) 
ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วเดิม นําสารละลาย
ชั้นบนมาเติมไอโซโพรพานอล 0.6 เทาของปริมาตรสุดทาย กลับหลอดใหเขากันจนปรากฏสายดี
เอ็นเอนําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้งและลางตะกอนดวยเอ
ทานอล 70% (ภาคผนวก ข) 450 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยง เทสวนใสทิ้ง ระเหยเอทานอลจนแหง
และละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE 100 ไมโครลิตรและใสอารเอ็นเอสเอ (RNase A) 
เขมขน 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 0.2 ไมโครลิตร บมที่ 37°ซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง เก็บดีเอ็นเอที่ -20°ซ 
จนกวาจะนํามาใช 
 
3.3 สกัดเมกะพลาสมิด 

สกัดเมกะพลาสมิดของ RN402 ตามวิธีของ Hu และคณะ (2008) จากเซลล RN402 ที่
เล้ียงในอาหารเหลว LB  อาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน และ cRN402   เร่ิมข้ันตอนการสกัดโดย
ลางตะกอนเซลลดวย สารละลาย Tris-HCl pH8.0 ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร 2 คร้ัง ละลาย
เซลลดวย สารละลาย Tris-HCl pH8.0 ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เติม 
Lysis solution (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และบมที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 15 นาที บมที่อุณหภูมิ 65°ซ เปนเวลา 2 นาที จากนั้นเติมฟนอล/คลอโรฟอรม (ภาคผนวก 
ข) ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยง
ที่ 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที ดูดเก็บสารละลายช้ันบนซ่ึงเปนสารละลายเมกะพลาสมิด 
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นําเมกะพลาสมิดทั้งหมดคัดแยกโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความ

เขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 0.7% จากนั้นทําอีเลคโตรโฟเรซิส ใชความตางศักย 100 
โวลต เปนเวลา 2 ชั่วโมง 30 นาที  จากนั้นคัดแยกเมกะพลาสมิดที่สกัดไดทั้งหมดจากเจลโดยวิธีอะ
กาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส  

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาแยกดวยวีธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดยเตรียมอะกาโรสเจ
ลเขมขน 0.8% ที่หลอมในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข) เทลงในแมพิมพที่มีหวีเสียบอยู เม่ืออะกา
โรสแข็งตัว วางช้ินอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอรใหทวมอะกาโรสเจล ผสมผลิตภัณฑ
ปฏิกิริยาลูกโซกับสีติดตาม หยอดลงในชองวิ่ง โดยชองวิ่งที่ 1 จะหยอดดวยดีเอ็นเอ Lambda 
HindIII ที่ผสมกับสีติดตามแลวปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นทําอีเลคโตรโฟเรซิส ใชความตางศักย 
100 โวลต จนกระทั่งสีติดตามเคลื่อนที่ไดในระยะทางท่ีเหมาะสม ยอมอะกาโรสเจลดวย
สารละลายเอธิเดียมโบรไมด เปนเวลา 1 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเคร่ืองตรวจสอบเจล (Gel 
documentation system) ที่ความยาวคล่ืนแสงอัลตราไวโอเลต 312 นาโนเมตร 

การวิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอทําไดโดย นําสารละลายดีเอ็นเอ
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) แลว

คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
 
ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) = A260 × 50 × dilution factor 

 
3.4 สกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล  

ตัดสวนจีโนมิกดีเอ็นเอจากเจล และทําบริสุทธิ์ดีเอ็นเอดวย DNA EASYTRAPTMVer.2 
(TAKARA BIO INC, Japan) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยตัดแถบดีเอ็นเอตามขนาดที่ตองการจาก
เจล นําเจลใสลงในหลอดไมโครฟวจ ชั่งน้ําหนักช้ินอะกาโรสเจล เติมสารละลายบัฟเฟอร NaI 
ปริมาตรเปน 3 เทาของน้ําหนักช้ินอะกาโรสเจล บมที่อุณหภูมิ 55๐ซ เพื่อใหชิ้นอะกาโรสเจลละลาย
จนหมด เติม glass powder โดยใชสัดสวนของ glass powder ปริมาตร 5  ไมโครลิตร / ความ
เขมขนดีเอ็นเอ 1 ไมโครกรัม  กลับหลอดใหเขากัน เพื่อดูดซับดีเอ็นในสารละลายดวย glass 
powder ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง ปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที เทสารละลายทิ้ง 
แลวเติมสารละลาย washing buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/นาที เปน
เวลา 1 นาที จํานวน 2 คร้ัง เพื่อลาง glass powder เทสารละลายทิ้ง  บมที่อุณหภูมิ 55๐ซ จน 
glass powder แหง เติมสารละลาย TE ปริมาตรเปน 3 เทาของปริมาตร glass powder บมที่
อุณหภูมิ 55๐ซ เปนเวลา 5 นาที เพื่อละลายดีเอ็นเอออกจาก glass powder ปนเหวี่ยงที่ 13,000 
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รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที ดูดสารละลายดีเอ็นเอลงในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เก็บดีเอ็นเอที่  
-20°ซ จนกวาจะนํามาใช 
 
3.5 เซาเทิรนบลอทไฮบริไดเซชั่น (Southern Blot Hybridization) 

1) เซาเทิรนบลอท (Southern blot) 
 เซาเทิรนบลอทคือยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรน นําอะกาโรสเจลที่มี
ดีเอ็นเอตัวอยาง ลางดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก เขยาเบาๆ เปนเวลา 10 นาที เทสารละลาย
ทิ้ง เติม denaturation buffer (ภาคผนวก ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม 
neutralization buffer (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 30 นาที เทสารละลายทิ้ง จากนั้นถายดีเอ็นเอ
จากอะกาโรสเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรนดวยวิธี Capillary transfer (Sambrook, 2001) โดยใช 
20×SSC (ภาคผนวก ข) เปน transfer buffer นําไนลอนเมมเบรนที่ไดไปตรึงดวยแสงอัลตราไวโอ
เลตเปนเวลา 3 นาที เก็บไนลอนเมมเบรนไวที่อุณหภูมิ -20 ๐ซ ไดนาน 6 เดือน  จนกวาจะนํามาใช 
 2) เตรียมดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe) 
 ใชผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่เพิ่มดีเอ็นเอจากบริเวณยนี nidA เปนดีเอ็นเอ

ติดตาม ติดฉลากดีเอ็นเอติดตามดวย Digoxigenin-dUTP ดวยวิธี random labeling โดยใชชุดติด
ฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime Labeling and Detection Starter Kit (Roche, 
Germany) (ภาคผนวก ข) ตามวิธีของบริษัทผูผลิตดังนี ้ ดูดสารละลายดีเอ็นเอจากผลิตภัณฑ 
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ที่เพิม่ดีเอ็นเอจากบริเวณยนี nidA  ใหไดความเขมขน 500 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร และเติมน้าํปลอดประจุปลอดเช้ือใหปริมาตรสุดทายเทากับ 16 ไมโครลิตร นาํไปทาํให
เดือดที่อุณหภูมิ 95°ซ เปนเวลา 10 นาที แลวแชน้ําแข็งทนัที เปนเวลา 2 นาที เติมสารละลาย DIG 
High Prime (หลอดหมายเลข 1) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร บมทีท่ี่อุณหภูมิ 37°ซ หยุด
ปฏิกิริยาดวยการเติม สารละลาย EDTA pH 8.0 ความเขมขน 0.2 โมลาร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 
2 ไมโครลิตร และตกตะกอนดีเอ็นเอดวยวิธกีารตกตะกอนโดยเอทานอล 99% เร่ิมจากการเติม
สารละลายโซเดียมอะซิเตตเขมขน 3 โมลาร (ภาคผนวก ข) 0.1 เทาของปริมาตรสุดทาย และเติม
เอทานอล 99% 2 เทาของปริมาตรสุดทาย แชที่ -70๐ซ 15 นาที ปนเหวีย่งที่ 4๐ซ 15,000 รอบ/นาที 
15 นาท ี เทสวนใสทิ้งและลางตะกอนดวยเอทานอล 70% 450 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที ่
13,000 รอบ/นาท ี  5 นาที เทสวนใสทิง้ ระเหยเอทานอลจนแหงและละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย
บัฟเฟอร TE 30 ไมโครลิตร เก็บรักษาดีเอ็นเอติดตามไวทีอุ่ณหภูมิ -20๐ซ 
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3) ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอดวยดีเอ็นเอติดตาม 
 ทําพรีไฮบริไดเซชัน (prehybridization) โดยเติมสารละลาย Hybridization buffer  (DIG 
Easy Hyb) (หลอดหมายเลข 7) (ภาคผนวก ข) ที่อุนที่อุณหภูมิ 42๐ซ ลงบนไนลอนเมมเบรมที่มี   
ดีเอ็นเอ นําไปบมที่อุณหภูมิ 42๐ซ ใน Hybridization oven เปนเวลา 30 นาที จากนั้นเตรียม
สารละลายดีเอ็นเอติดตามสําหรับการไฮบริไดเซชัน โดยเติมดีเอ็นเอติดตามที่เตรียมไวลงใน
สารละลาย Hybridization buffer (DIG Easy Hyb) นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวทํา
ใหเย็นลงท่ีอุณหภูมิไฮบริไดเซชัน (42๐ซ) เทสารละลายที่ prehybridization ทิ้ง แลวเติม
สารละลายดีเอ็นเอติดตามที่เตรียมไวขางตน นําไปบมที่อุณหภูมิ 42๐ซ ใน Hybridization oven 
เปนเวลา 16 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาเทสารละลายดีเอ็นเอติดตามและเก็บที่อุณหภูมิ -20๐ซ เพื่อ
นํามาใชในคร้ัง/ไป จากนั้นนําไนลอนเมมเบรนที่ไดลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินดวยสารละลาย 
2×SSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ทําซํ้า 2 คร้ัง 
จากนั้นลางอีก 2 คร้ังดวย 0.5×SSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข) ที่อุณหภูมิ 68๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
แลวเทสารละลายทิ้ง 
 ตรวจหาดีเอ็นเอที่ไฮบริไดซไดกับดีเอ็นเอติดตามดวยวิธี Enzyme immunoassay โดยใช
ชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime labeling and Detection Starter Kit I ตามวิธี
ดังนี้ นําไนลอนเมมเบรนที่ลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินแลว ลางดวย Buffer1 (Maleic acid) 
(ภาคผนวก ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที เทสารละลายทิ้ง จากนั้นเติม Buffer2 (Blocking 
solution ที่ผสมกับ Buffer1) (ภาคผนวก ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทสารละลายทิ้ง แลว
เติม antibody solution (Anti-DIG-AP conjugate) (หลอดหมายเลข 4) (ภาคผนวก ข) ที่เจือจาง
ดวย Buffer2 เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทสารละลายทิ้ง ลาง Anti-DIG-AP conjugate 
สวนเกินดวย Buffer1 เขยาเบาๆ เปนเวลา 15 นาที เทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง แลวเติม 
Buffer3 (detection buffer) (ภาคผนวก ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที เทสารละลายทิ้ง จากนั้น
เตรียมสับเสตรท NBT/BCIP (หลอดหมายเลข 5) (ภาคผนวก ข) โดยเจือจางใน Buffer3 (เตรียม
กอนใชและหามใหโดนแสง) เทสับเสตรทลงในถุงที่มีไนลอนเมมเบรน ปดผนึก นําไปบมในที่มืดจน
พบแถบสีชัดเจน นําเมมเบรนมาลางในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ เปนเวลา 10 นาที ซับแลวตากให
แหงแลวจึงเก็บใสถุงเพื่อถายรูป 
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3.6 ตรวจนบัจํานวนแบคทีเรียในดินโดยวิธ ีMost Probable Number (MPN) 
1) ตรวจนับจาํนวนแบคทเีรียทั้งหมด 
ชั่งตัวอยางดิน 1 กรัม ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 9 มิลลิลิตร และผสมใหเขากนัดวย

เคร่ืองผสมสาร ต้ังทิง้ไวใหดินตกตะกอน ดูดสวนน้าํใสดานบนปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน จาน
หลุม 96 หลุม (96-well plate) ชนิดกนแบนซึ่งมีอาหารเหลว LB 180 ไมโครลิตร และเจือจางต้ังแต 
10-2-10-9 โดยทํา 5 หลุม จาํนวน 3 ซ้ํา จากนัน้นาํไปบมที่ 30๐ซ นาน 2 วัน แลวนําไปวัดความขุนที่
ความยาวคล่ืน 630 นาโนเมตร นับจํานวนหลุมที่มกีารเจริญของแบคทีเรียของแตละความเจือจาง 
(dilution) และนําไปเทียบกบัตาราง MPN เพื่อคํานวณหาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมด (ภาคผนวก จ) 

2) ตรวจนับจาํนวนแบคทเีรียที่เจริญไดโดยใชไพรีนเปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงาน 

นําไพรีนที่ละลายในเฮกเซนความเขมขน 5,000 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลง
ในจานหลุม 96 หลุม วางทิ้งไวที่ตูดูดควันจนเฮกเซนระเหยออกไปหมด เติมอาหารเหลว CFMM 
180 ไมโครลิตร ชั่งตัวอยางดิน 1 กรัมใสลงสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร 0.1 โมลาร, pH 7.0  ผสม
ใหเขากันดวยเคร่ืองผสมสาร ต้ังทิ้งไวใหดินตกตะกอน ดูดสวนใสดานบนปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
ลงในหลุมแรกของจานหลุม 96 หลุม ซึ่งมีอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีนที่ความเขมขนสุดทาย
เทากับ 500 มิลลิกรัม/ลิตร ผสมสารใหเขากัน และเจือจางต้ังแต 10-2-10-9 โดยทํา 5 หลุม จํานวน 
3 ซ้ํา จากนั้นปดดานบนของฝาจานหลุม 96 หลุม และหอดวยกระดาษทิชชูที่เปยกน้ํา แลวหอทับ
ดวยพลาสติกใสเพื่อปองกันน้ําในอาหารระเหยออก บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 สัปดาห นํา 
มาวิเคราะหจํานวนจุลินทรียที่มีชีวิต โดยเติมสารละลายอิเล็คตรอนโดเนอร (electron donor 
solution) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ก) และเติมสาร cell proliferation reagent WST-1 
(Roche, Germany) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในหลุม 96-well plate นําไปเขยาดวยเคร่ืองเขยา 
ดวยความเร็ว 300 รอบ/นาที ประมาณ 5 ชั่วโมง หรือจนเกิดสีเหลือง นําไปวัดคาการดูดแสงที่
ความยาวคล่ืน 450 และ 540 นาโนเมตร (A450 และ A540) A450 เปนความยาวคล่ืนที่สาร cell 
proliferation reagent WST-1 ดูดกลืนไดมากที่สุด และ A540 เปนความยาวคล่ืนที่สาร cell 
proliferation reagent WST-1 ดูดกลืนไดนอย คํานวณคา A450 ลบ A540 เปรียบเทียบชุดควบคุม
อาหารเหลว CFMM ที่ไมไดเติมแบคทีเรีย (Johnsen และคณะ,  2002) นําคาไปเทียบกับตาราง 
MPN เพื่อคํานวณจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน 
 
3.7 วิเคราะหปริมาณไพรนีที่เหลืออยูในดิน 

วิเคราะหปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในระบบนิเวศจาํลองดิน โดยใชวธิีของ Deangrueng 
(2004) โดยเติมเฮกเซน 4 มิลลิลิตร และ 15% TritonX-100 1.5 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ใน
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ตัวอยางดิน 2 กรัม ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองผสมสาร เปนเวลา 2 นาที และนําไปเขยาบนเคร่ือง
เขยาความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที นาน 24 ชั่วโมง จากนัน้นาํไปแชแข็งนาน 24 ชั่วโมง เพื่อชวยให
สวนของดินจบัตัวกัน ดูดสวนใสทั้งหมดใสในหลอดทดลองใหม เติม anhydrous Na2SO4 เพื่อ
กําจัดน้าํออกจากสารสกัด และกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.20 
ไมโครเมตร เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ-20°ซ จนกวาจะวเิคราะห 

วิเคราะหปริมาณไพรีนดวยวิธี gas chromatography (GC) โดยเคร่ืองแกสโครมาโตก
ราฟ รุน 6890N คอลัมนชนิด HP-5 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร ยาว 30 เมตร 
ภายในเคลือบดวยเฟนนิล เมทิล ไซโลเซน ความเขมขน 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร เคร่ืองตรวจวัด
ชนิด Flame Ionization Detector (FID) โดยวิเคราะหภายใตสภาวะดังนี้  

อุณหภูมิเร่ิมตน 80๐ซ 
 อุณหภูมิข้ันที่ 1 25๐ซ /นาที จนอุณหภูมิ 160๐ซ    hold   3 นาที 
 อุณหภูมิข้ันที่ 2  3๐ซ /นาที จนอุณหภูมิ 220๐ซ    hold   2 นาที 
 อุณหภูมิข้ันที่ 3 40๐ซ /นาที จนอุณหภูมิ 300๐ซ    hold   7 นาที 
 โดยใชฮีเลียมเปนแกสตัวพาไหลดวยอัตราเร็ว 1.7 มิลลิลิตร/นาที 

โดยคาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนมีหนวยเปนเปอรเซ็นต (%) สามารถคํานวณได
ดังนี้             
ประสิทธิภาพการยอยสลาย (%) = ((พื้นที่ใตกราฟชุดควบคุม(วันท่ี 0)– พื้นที่ใตกราฟชุดทดลอง(วันที่ n))/พื้นที่

ใตกราฟชุดควบคุม(วันที่ 0))  x 100 

 
3.8 สกัดดีเอ็นเอจากดิน 

สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางดินดวยชุดสกัด Bio 101 FastDNA spin kit (Q-BIOgene, 
Irvine, CA, USA) โดยนําตัวอยางดิน 0.5 กรัม ใสลงหลอด Lysing Matrix E เติมดวยสารละลาย 
Lysis buffer ที่ประกอบดวยสารละลายโซเดียมฟอสเฟสบัฟเฟอรปริมาตร 978 ไมโครลิตร และ 
MT buffer ปริมาตร 122 ไมโครลิตร ปดฝาหลอดนําไปเขยาดวยเคร่ือง  FastPrep ที่ความเร็ว 5.5 
เปนเวลา 30 วินาที  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที นาน 30 วินาที  เก็บสวน
น้ําใสลงในหลอดไมโครเซนติฟวจ 1.5 มิลลิลิตร ดวยสารละลาย PPS ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมาเปนจํานวน 10 คร้ัง นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 
14,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที   เก็บสวนน้ําใสลงในหลอดไมโครเซนติฟวจและเติมดวยสารละลาย 
Binding Matrix ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมาเปนเวลา 2 นาที และ
ต้ังทิ้งไวจนตกตะกอนเปนเวลา 3 นาที ดูดทิ้งสวนน้ําใส 500 ไมโครลิตร จากผสมสารที่เหลือใหเขา
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กันและดูดลงในคอลัมน SPIN Filters นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 
นาที และปนเหวี่ยงซ้ําอีก 3 คร้ัง ลางดีเอ็นเอบนผงซิลิกาในคอลัมนดวย SEWS-M  ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที และปนเหวี่ยงจนผงซิ
ลิกาแหง จากนั้นต้ังทิ้งไว 5 นาที และละลายดีเอ็นเอบนซิลิกาดวยสารละลาย DES ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําคอลัมน SPIN Filters วางบนหลอดไมโครเซนติฟวจนําไปปน
เหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที เก็บดีเอ็นที่ผานกระดาษกรองในหลอดไม
โครเซนติฟวจที่ -20Oซ  

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตรวจความสมบูรณของดีเอ็นเอ และทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์ดวยวิธีอะ
กาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ที่ความตางศักย 100 โวลต นาน 45 นาที โดยผสมสารละลายดีเอ็นเอ
กับสีติดตามหยอดลงในชองวิ่งของอะกาโรสเจลเขมขน 0.9% (W/V) จากนั้นตัดแถบดีเอ็นเอดีเอ็น
เอจากเจล  จากนั้นทําใหบริสุทธิ์ดวยชุด Geneclean Spin kit (Q-BIOgene, Irvine, CA, USA)   
นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคล่ืน 
260 และ 280   และคํานวณความเขมขนของดีเอ็นเอดวยสมการจากขอ 3.3 จากน้ันเก็บ
สารละลายดีเอ็นเอไวที่ -20๐ซ จนกวาจะนําดีเอ็นเอไปใชหาการมีอยูของ RN402 ในระบบนิเวศ
จําลองดิน ตรวจติดตามการมีอยูของยีน nidA และตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ที่

ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสดวยวิธี real-time qPCR ในการทดลอง/ไป 
 
3.9 วิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรียดวยวิธี Denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE) 

วิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรียของระบบนิเวศจําลองดวยวิธี DGGE ทําโดย
เตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลเขมขน 8% ที่มีเกรเดียนทของสารละลาย denaturant 30 – 70% 
(100% denaturant ประกอบดวย 7 M urea และ 40% formamide) ซึ่งทําเกรเดียนทของ
สารละลาย denaturant โดยใชระบบจายเกรเดียนทตามวิธีที่ระบุในคูมือ เมื่อทําเกรเดียนทของ
สารละลาย denaturant ลงในชุดแซนวิชเตรียมเจล ปลอยใหพอลิอะคริลาไมดแข็งตัว นําชุดเจ
ลแซนวิชใสลงในแชมเบอรที่มีบัฟเฟอร TAE ปริมาตร 7 ลิตร ที่ผานการใหความรอนจนอุณหภูมิ
ประมาณ 60๐ซ นําผลิตภัณฑ PCR ผสมกับสีติดตามหยอดลงในชองวิ่ง ทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใช
ความตางศักย 130 โวลต ที่ 60ºซ นาน 5 ชม. จากนั้นยอมพอลิอะคริลาไมดเจลดวยสารละลาย
เอธิเดียมโบรไมดเขมขน 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นาน 20 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเคร่ือง
ตรวจสอบเจลที่ความยาวคล่ืนแสงอัลตราไวโอเลต 312 นาโนเมตร 
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3.10 ตรวจนบัจํานวนแบคทีเรียที่มีชวีติในอาหารเหลวและวสัดุตรึงโดยวธิี MPN  
1) ตรวจนับจาํนวนแบคทเีรียในอาหารเหลว 
นําตัวอยางปริมาตร 1 มลิลิลิตร เจือจางใหมีความเขมขนที่เหมาะสม ดูดสวนน้าํใส

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในจานหลุม 96 หลุม ที่มีอาหารเหลว LB ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ทํา
การทดลอง 3 ซ้ํา นาํไปบมทีอุ่ณหภูมิ 30˚ซ เปนเวลา 2 วัน นําไปวัดความขุนที่ความยาวคลื่น 540 
นาโนเมตร ดวยเคร่ือง microplate reader (บริษัท Bio-tek Instruments, INC., United States) 
นําผลที่ไดไปเปรียบเทียบกบัตาราง MPN เพื่อคํานวณหาปริมาณแบคทีเรียทีม่ีชีวิต  

2) ตรวจนับจาํนวนแบคทเีรียบนวสัดุตรึง 
เซลลตรึงปริมาณ 1 กรัม  ในสารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0   ปริมาตร 

9 มิลลิลิตร  ทาํใหเซลลหลุดออกจากวัสดุดูดซับโดยเคร่ืองกําเนิดเสียงความถี่สูงนาน 2 นาท ี  และ
นําไปวางบนเคร่ืองปนผสมนาน 1 นาที (ทําซํ้า 2 คร้ัง) จากนัน้นําสารแขวนลอยเซลลที่ไดทั้งหมด
มาเจือจางใหมีความเขมขนที่เหมาะสม ตรวจนบัปริมาณแบคทีเรียทีม่ีชีวิตดวยวธิี MPN 
เชนเดียวกับการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียในอาหารเหลว  
 
3.11 สกัดนํ้ามันและการวิเคราะหปริมาณนํ้ามันท่ีเหลืออยูโดยวิธี thin-layer 
chromatography with flame ionization detection (TLC-FID)  

1) สกัดน้ํามนัจากตัวอยาง 
สกดัน้ํามันจากตัวอยางดวยวิธีที่ดัดแปลงจากวธิีของ Oh และคณะ (2000)  เติมโซเดียม

คลอไรดใหความเขมขนสุดทายเปน 0.25 โมลาร ลงในตัวอยางปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นเติมส
เตียริลแอลกอฮอล 6.25 มลิลิกรัม (ใน 1 มิลลิลิตรคลอโรฟอรม) แลวเติมคลอโรฟอรมปริมาตร 4 
มิลลิลิตร เขยาความเร็ว 200 รอบ/นาท ี เปนเวลา 1 ชั่วโมง ต้ังทิง้จนแยกชั้น ดูดช้ันลางเปน
คลอโรฟอรมลงในหลอดทดลองใหม จากนั้นสกัดซ้ําอีกคร้ังดวยคลอโรฟอรมปริมาตร 4 มิลลิลิตร 
และสเตียริลแอลกอฮอล 6.25 มิลลิกรัม ใน 1 มิลลิลิตรคลอโรฟอรม แลวระเหยแหงดวยเคร่ือง
ระเหยแหงสุญญากาศแบบปนเหวี่ยง จนปริมาตรของสารละลายเหลือ 1 มิลลิลิตร เก็บตัวอยางที่
อุณหภูมิ 4oซ  

2) เตรียมน้ํามันและสรางกราฟมาตรฐานสาํหรับวิเคราะห TLC-FID 
ชั่งน้าํมนั 5, 10, 25, 50 และ 100 มิลลิกรัม ลงในขวดวดัปริมาตร 5 มิลลิลิตร และสเตียริล

แอลกอฮอล 12.5 มิลลิกรัม ใน 1 มิลลิลิตรคลอโรฟอรม ปรับปริมาตรดวยคลอโรฟอรม ผสมใหเขา
กัน นําไปวิเคราะหดวยเคร่ือง TLC-FID นําขอมูลที่ไดสรางกราฟมาตรฐานของน้าํมันระหวางคา
อัตราสวนพื้นที่ (พื้นที่ใตกราฟของน้ํามนัดีเซล/พื้นที่ใตกราฟของสเตียริลแอลกอฮอล) และคา

อัตราสวนความเขมขน (ความเขมขนของน้าํมันดีเซล/ความเขมขนของสเตียริลแอลกอฮอล)  
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3) วิเคราะหปริมาณน้ํามนัที่เหลือโดยวิธี TLC-FLD 
นําสารละลายที่สกัดไดจํานวน 1 ไมโครลิตร หยด (spot) ลงบนทงโครมารอด 

(chromarod) ที่วางในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของ n-hexane จนตัวทําละลายเคล่ือนที่ได 10 ซม. 
(ประมาณ 25 นาที)  จากนั้นวางในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) 
2 คร้ัง คร้ังแรกใหตัวทําละลายเคล่ือนที่ได  6.5 ซม. และคร้ังที่สอง 4 ซม. (ประมาณ 12 นาที และ   
5 นาทีตามลําดับ) และไดคลอโรมีเทน/เมทานอล (dichloromethane/methanol) อัตราสวน       
95: 5 (v/v) ใหตัวทําละลายเคล่ือนที่ได 1 ซม. (ประมาณ 1 นาที) โดยแตละคร้ังของการเปลี่ยนตัว
ทําละลาย จะนํา chromarod มาทําแหงในเคร่ืองอบแหงที่อุณหภูมิ 60oซ เปนเวลา 1 นาที 
ตรวจสอบปริมาณไฮโดรคารบอนโดยใช flame ionization detector (FID) (บริษัท Iatron Labs, 
Japan)  ที่มีอัตราการไหลของกาซไฮโดรเจน และอัตราการไหลของอากาศเปน 160 และ 2,000 
มิลลิลิตร/นาที ตามลําดับ อัตราเร็วของการสแกนคือ 30 วินาที/chromarod นําขอมูลที่ได
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน้ํามันแตละชนิดดังแสดงในภาคผนวก ข   
 
3.12 การสกดัอัลเคนและวิเคราะหปรมิาณอัลเคนโดยวิธ ีgas chromatography (GC) 

โดยสกัดอัลเคนที่เหลืออยูและวิเคราะหปริมาณอัลเคนโดยวิธ ี GC โดยวิธีของดัดแปลง

จาก Zhang และคณะ (2010) ซึ่งนําอาหารเหลวเติมดวยเฮกเซนปริมาตร 1 เทาของอาหารเหลว 
ผสมใหเขากนัโดยใชเคร่ืองเขยาดวยความเร็ว 200 รอบ/นาที  เปนเวลา 30 นาที จากน้ันนาํไปแช
เยือกแข็งที่ -20 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง แยกสวนของชั้นเฮกเซน (n-hexane) และเติม 
anhydrous Na2SO4 ที่ผานการอบขามคืนและทิง้ไวใหเยน็เพื่อกําจัดน้ําออกจาก แลวนาํสวนของ 
n-hexane กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ทีม่ีขนาดรูกรอง 0.20 ไมโครเมตร วิเคราะห
ปริมาณอัลเคนโดยวิธี GC รุน 6890N (บริษัท Agilent Technologies, USA) คอลัมนชนิด HP-5 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร ยาว 30 เมตร ภายในเคลือบดวยเฟนนิล เมทิล ไซโลเซน 
ความเขมขน 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร เคร่ืองตรวจวดัชนิด Flame Ionization Detector (FID) 
วิเคราะหภายใตสภาวะดังนี ้ อุณหภูมิเร่ิมตน 40๐ซ (2 นาที) จนอุณหภูมิ 320๐ซ ที่ 10๐ซ/นาที 
อุณหภูมิตรวจวัด 320๐ซ  ปริมาตรตัวอยาง 0.5 ไมโครลิตร Splitless โดยใชฮีเลียมเปนกาซตัวพา
ไหลดวยอัตราเร็ว 1.7 มิลลิลิตร/นาท ี โดยคาประสิทธิภาพการยอยสลายมีหนวยเปนเปอรเซน็ต 
(%) สามารถคํานวณไดดังนี้             

 
ประสิทธิภาพการยอยสลาย (%) = ((พื้นที่ใตกราฟชุดควบคุม(วันที่ 9)– พื้นที่ใตกราฟชุดทดลอง(วันที่ 9))/พื้นที่

ใตกราฟชุดควบคุม(วันที่ 9))  x 100 
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บทที่  4 

ศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402             
เพ่ือผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา 

 
4.1 บทนํา 

ปจจุบันมีกิจกรรมการผลิตและการใชผลิตภัณฑปโตรเลียมไฮโดรคารบอน เชน ใชในทาง
การเกษตร อุตสาหกรรม การขนสงและคมนาคม ซึ่งทําใหมีโอกาสเกิดการปนเปอนของปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนท่ีมีสวนประกอบสารอินทรียหลายชนิดที่มีอันตรายตอส่ิงมีชีวิตสูในสิ่งแวดลอม  
สารอันตรายที่สําคัญคือสารในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic 
Hydrocarbon, PAHs) มีการตรวจพบการปนเปอน PAHs ทั้งดิน น้ํา และอากาศ   (Jameson 
และคณะ, 2004; Piotrowska-Seget, 2010) ซึ่ง PAHs หลายชนิดมีความเปนพิษ และเปนสาร
เหนี่ยวนํากอใหเกิดการกลายพันธุ กอมะเร็ง และกอใหเกิดความผิดปกติของทารกในครรภของ
สิ่งมีชีวิต (Peng และคณะ, 2008 และ Haritash และ Kaushik, 2009) ดังนั้นการปนเปอน PAHs 
ในส่ิงแวดลอมจึงเปนปญหาสําคัญที่ตองแกไขอยางถาวรและย่ังยืน 

การบําบัดการปนเปอนสารพิษโดยวิธทีางชีววิธ ี (Bioremediation) เปนการใชจุลินทรียหรือ
ผลิตภัณฑจากจุลินทรีย โดยอาศัยกิจกรรมของจุลินทรียเพื่อยอยสลายหรือลดปริมาณสารพิษ เปน
วิธีการที่ไดผลดี มีคาใชจายในการดําเนนิการตํ่า ไมกอใหเกิดสารพิษตกคางเพิ่มเติม และไมสงผล
กระทบตอส่ิงแวดลอม (Talley, 2006; Peng และคณะ, 2008; Haritash และ Kaushik, 2009)  
โดยการบาํบัดสารพิษโดยชีววิธีจําเปนตองมีจุลินทรียทีม่ปีระสิทธิภาพสูงในการยอยสลายสารพิษ

ตางๆ จึงกอใหเกิดงานวจิัยเปนจาํนวนมากที่ศึกษาการคัดแยกแบคทีเรียทีม่ีประสิทธิภาพในการ

ยอยสลายสารพิษจากส่ิงแวดลอมที่มีการปนเปอนเปนระยะเวลานาน เชน ดินปนเปอนน้าํมนั ดิน
จากหลุมฝงกลบขยะ กากตะตอนจากระบบบําบัดน้าํเสีย ดินตะกอนปาชายเลน และน้ําเสีย

ปนเปอนน้าํมนั เปนตน (Lin และ Cai, 2008; Molina และคณะ, 2008; Guo และคณะ, 2010; 
Janbandhu และคณะ, 2011) 

ปจจุบันมีรายงานการคนพบแบคทีเรียจํานวนมากที่มีความสามารถในการยอยสลาย

PAHs โดยคัดแยกจากส่ิงแวดลอม ไดแก Mycobacterium sp. (Johnsen และคณะ, 2007; 
Churchill และคณะ, 2008; Zeng และคณะ, 2010), Rhodococcus sp. (Walter และคณะ, 
1991; Song และคณะ, 2011) Sphingomonas sp. (Liu และคณะ, 2004; Madueño และคณะ, 
2011) Pseudomonas sp. (Obayori และคณะ, 2008) Acinetobacter sp. (Chen และคณะ, 
2010) และ Streptomyces sp. (Balachandran และคณะ, 2012) พิริยะ กล่ันแกว (2550) คัด
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แยกแบคทีเรีย Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 จากดินบริเวณริมถนนราชดําเนิน ซึ่ง
เปนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีน ฟแนนทรีน และ ฟลูออแรนทีน และพบตําแหนงของยีน 
nidA อยูบนเมกะพลาสมิด ซึ่งยีน nidA เปนยีนที่พบในแบคทีเรียแกรมบวก อยูในระบบเอนไซม
แนพธาลีนอินดิวสไดออกซิจีเนส (naphthalene induced dioxygenase: NID) และยีน nidA 
ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาของไดออกซิจีเนส โดยมีขนาดยีน nidA ประมาณ 1,500 bp ซึ่ง
เปนประมวลรหัสเอนไซมที่อยูในกลุมของอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส (aromatic 
ring-hydroxylating dioxygenase) เปนเอนไซมตัวแรกท่ีเกี่ยวของในการยอยสลายไพรีนและฟ
แนนทรีน โดยเอนไซมทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนแกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนและ
นําไปสูการแตกวงอะโรมาติกแลวเขาสู TCA-cycle ไดเปนพลังงานเพื่อใชในการเจริญเติบโตของ
เซลลแบคทีเรีย (Khan และคณะ, 2001; Priefert และคณะ, 2004; Liang และคณะ, 2006; 
Doyle และคณะ, 2008) 

จากคุณลักษณะของ RN402 ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบท่ีตรวจพบยีน nidA ที่เกี่ยวของกับ
การยอยสลายไพรีนซึ่งมักพบในแบคทีเรียแกรมบวก โดยอาจเกิดไดจากการถายโอนยีนในแนว
ขวาง (horizontal gene transfer; HGT) ระหวางแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมซ่ึงเปนกระบวนการที่เกิด
ในธรรมชาติ ยีนที่สามารถถายโอนในแนวขวางตองอยูบนองคประกอบทางพันธุกรรมที่สามารถ
เคล่ือนที่ได (mobile genetic elements) ไดแก พลาสมิด ฟาจ (Phage) เปนตน โดยอาศัย
กระบวนการทรานสโพซิชั่น (transposition) คอนจูเกชัน (conjugation) และการแทรก (insertion) 
การถายโอนยีนไปยังแบคทีเรียโดยการถายโอนยีนในแนวขวางแบคทีเรียจะปรับตัวและรวมยีนที่ได

รับมาใหเขาไปอยูบนดีเอ็นเอของแบคทีเรีย ซึ่งกระบวนการนี้จัดเปนวิวัฒนาการของแบคทีเรียและ
ยังทําใหเกิดแบคทีเรียกลุมใหมที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษที่หลากหลายมากข้ึน

จากแบคทีเรียด้ังเดิม  ดังนั้นการถายโอนยีนในแนวขวางจึงเปนกระบวนการสําคัญในการกระจาย
ยีนและมีบทบาทในการบําบัดสารพิษที่ปนเปอนในส่ิงแวดลอม (Springael และคณะ, 2004; 
Sobecky และคณะ, 2009) นอกจากนี้เปนการชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษ
ใหกับแบคทีเรียด้ังเดิม    (Hedlund และ Staley, 2006; Jussila และคณะ, 2007; Jung และคณะ
, 2011)  

งานวิจัยนี้จึงมีเปาหมายงานวิจัยโดยมุงเนนการศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของ RN402 
ในการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีน โดยฟแนนทรีนเปนตนแบบการศึกษาการยอยสลายของ 
PAHs มวลโมเลกุลตํ่า และไพรีนเปนตนแบบการศึกษาการยอยสลายของ PAHs มวลโมเลกุลสูง 
ซึ่งงานวิจัยนี้ประกอบดวย การทดสอบรูปแบบการเจริญของ RN402 โดยการใชฟแนนทรีนและ

ไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน การตรวจหาตําแหนงและจํานวนชุดของยีน nidA และการ



 
 

47 

ทดสอบบทบาทของ พลาสมิดในการยอยสลายไพรีนโดยการทําพลาสมิดคิวร่ิง (plasmid curing) 
การเจริญของ RN402 ในอาหารเหลว LB ที่สภาวะตางๆ โดยประโยชนที่ไดรับจากงานวิจัยคร้ังนี้ 
เพื่อเปนขอมูลเบ้ืองตนในการเตรียมแบคทีเรียพรอมใชในรูปแบบแบคทีเรียสูตรน้ําของ RN402 
สําหรับการบําบัดสารพิษปนเปอนในส่ิงแวดลอม การประยุกตใชเทคนิคชีวโมเลกุล ในการการ
ตรวจติดตามการมีอยูและนับจํานวน RN402 ในระบบบําบัด รวมถึงขอบเขตของการประยุกตใช 
RN402 สําหรับการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําเพื่อใชในการบําบัดส่ิงแวดลอมที่ปนเปอนสารพิษ 
4.2 ขั้นตอนงานวิจัย 

4.2.1 การทดสอบรูปแบบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 โดย
การใชฟแนนทรีนและไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 

4.2.2 การตรวจหาตําแหนงของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ 
Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 และการทดสอบบทบาทของพลาสมิดในการยอยสลาย
ไพรีนโดยการทําพลาสมิดคิวร่ิง  

4.2.3 การตรวจหาจํานวนชุดของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ 
Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402  

4.2.4 การทดสอบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 ในอาหาร

เหลว LB ที่สภาวะตางๆ 
 

4.3 วัสดุอุปกรณและวิธีดําเนินงานวจิยั 
4.3.1 การทดสอบรูปแบบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 

โดยการใชฟแนนทรีนและไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
4.3.1.1 การเตรียมหัวเชื้อ 
 นําโคโลนีที่สรางบริเวณใสจากอาหารแข็ง CFMM ที่ถูกพนทับดวยไพรีน (รูปที่ 4.1) เล้ียง

ในอาหารแข็ง 0.25×LB ที่เติมไพรีนความเขมขน 100 ppm (ภาคผนวก ก) บมที่ 30°ซ เปนเวลา  2 
วัน จากน้ันนําโคโลนีเด่ียวที่เจริญไปเล้ียงในอาหารเหลว 0.05×LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ก) บมบนเคร่ืองเขยาที่ 30°ซ ดวยความเร็ว 200 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อ
ครบเวลาปนแยกเซลลดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที ที่ 4°ซ เปนเวลา 5 นาที 
จากนั้นลางเซลลในสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทําข้ันตอน
ดังกลาวซ้ําอีก 1 คร้ัง นําเซลลที่ไดมาแขวนลอยในอาหารเหลว CFMM วัดความขุนที่ความยาว
คล่ืน 600 นาโนเมตร และเจือจางสารแขวนลอยเซลลใหมีคาดูดกลืนแสงเทากับ 0.1 จากนั้นจึงนํา
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สารแขวนลอยเซลลไปเขยาบนเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวยความเร็ว 200 รอบ/นาทีเปนเวลา 
24 ชั่วโมง เพื่อใหแบคทีเรียใชสารอาหารที่สะสมอยูในเซลลใหหมดไป 

 

 
 
 

รูปที่ 4.1 ลักษณะโคโลนีของ RN402 ที่สรางบริเวณใสเม่ือเล้ียงบนอาหารแข็ง CFMM ที่พนทับ
ดวยไพรีนเปนเวลา 14 วัน  

 
4.3.1.2 การทดสอบรูปแบบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 

โดยการใชฟแนนทรีนและไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
สําหรับการทดลองรูปแบบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 โดย

การใชฟแนนทรีนและไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน โดยนําหัวเช้ือแบคทีเรีย จากขอ 
4.3.1.1 เติมลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติมฟแนนทรีนหรือไพรีนใหมี
ความเขมขนสุดทายเทากับ 100 ppm โดยมีจํานวนเซลลเร่ิมตนเทากับ 106 CFU/มิลลิลิตร บมบน
เคร่ืองเขยาที่ 30°ซ ดวยความเร็ว 200 รอบ/นาที เก็บตัวอยางเปนชวงเวลา โดยทําการทดลอง 3 
ซ้ํา สําหรับการทดลองประสิทธิภาพการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีน มีชุดการควบคุม 2 ชุด คือ 
อาหารเหลว CFMM ที่เติมฟแนนทรีนหรือไพรีน แตไมเติมเชื้อแบคทีเรีย และอาหารเหลว CFMM ที่
เติมเชื้อแบคทีเรียแตไมเติมฟแนนทรีนหรือไพรีน เก็บตัวอยางเพื่อวิเคราะหปริมาณแบคทีเรียดวย
วิธีการนับจํานวนเซลลที่มีชีวิต (viable plate count) และปริมาณฟแนนทรีนและไพรีนที่เหลืออยู
ในอาหารเหลวดวยวิธี HPLC ตามที่ระบุในขอ 3.1 
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4.3.2 การตรวจหาตําแหนงของยีน nidA และการทําพลาสมิดคิวร่ิง 
        4.3.2.1 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

โดยนําเซลล RN402 จากการเล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมฟแนนทรีนและไพรีน 50 
มิลลิลิตร ที่ผานการบมที่  30๐ซ เปนเวลา 7 วัน นําไปเขยาที่ 30๐ซ เปนเวลา16 ถึง 18 ชั่วโมง สกัด
จีโนมิกดีเอ็นเอจาก RN402 ตามที่ระบุในขอ 3.2  
 4.3.2.2 การทําพลาสมิดคิวร่ิงและการสกัดเมกะพลาสมิด 

นําเซลล RN402 ที่ผานการตอเช้ือในอาหารเหลว LB เปนจํานวน 3 คร้ัง โดยเซลล RN402 
ที่ผานการตอเชื้อจะไมมีประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีน สําหรับใชทดสอบบทบาทของพ

ลาสมิดในการยอยสลายไพรีนโดยการทําพลาสมิดคิวร่ิง โดย RN402 ที่ผานการตอเช้ือในอาหาร
เหลว LB เปนจํานวน 3 คร้ัง จะถูกเรียกวา cRN402 สกัดเมกะพลาสมิดของ RN402 และ 
cRN402 ตามวิธีที่ระบบในขอ 3.3 และสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลวิธีที่ระบบในขอ 3.4 

4.3.2.3 ตรวจหายีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนส ของ 
Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 4.3.2.1- 4.3.2.2 ประกอบดวย จีโนมิกดีเอ็นเอจาก RN402 
จากการเล้ียงในอาหารเหลว LB และอาหารเหลว CFMM ที่เติมฟแนนทรีนและไพรีน เมกะพลาส
มิดของ RN402จากการเล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน ทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อ
ใชเปนดีเอ็นเอแมแบบ โดยใชสวนผสมของสารในปฏิกิริยาและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่มียีน
เปาหมายเปนยีน nidA โดยใชไพรเมอร nidAF 5’-ATCTTCGGGCGCGGCTGGGTGTTTCTC 
GG-3’ และ nidAR 5’- AATTGTCGGCGGCTGTCTTCCAGTTCGC-3’ (Khan และคณะ 2001) 
ซึ่งผลิตภัณฑ ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส มีความยาวประมาณ 508 bp โดยที่ความเขมขนสุดทาย
ของสารแตละชนิดในปฏิกิริยาเปนดังนี้ สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 4.0 มิลลิโมลาร 
สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1xTaq DNA polymearase ปริมาณ 2.5 หนวย 
สารละลายไพรเมอร ความเขมขน 20 พิโคโมล ดีเอ็นเอแมแบบ ประมาณ 300 ng ปรับปริมาตรน้ํา
ดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดมีปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
หลังจากนั้นทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal cycler) 
โดยมีโปรแกรมดังนี้  

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 65°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
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5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดย    ใชอะกา
โรสเจลเขมขน 2% ในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอโดยการ
เปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  

 
4.3.3 ตรวจหาจํานวนชุดของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ 

Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402  
นําจีโนมิกดีเอ็นเอจาก RN402 จากการเล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน จากขอ 

4.3.2.1 ตัดดวยเอนไซม BamHI ซึ่งเปนเอนไซมที่มีตําแหนงตัดอยูนอกบริเวณลําดับเบสของยีน 
nidA โดยทําสวนผสมของปฏิกิริยา (ปริมาตร 10 ไมโครลิตร) ดังนี้ 
 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ    1 ไมโครลิตร 
 10x บัฟเฟอร      1 ไมโครลิตร 
 เอนไซม BamHI     0.5 ไมโครลิตร 
 Bovine Serum Albumin (BSA)   1  ไมโครลิตร 
 น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ    6.5 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37๐ซ เปนเวลา 16 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําสวนผสมของ

ปฏิกิริยาที่ไดทั้งหมด ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE 
(ภาคผนวก ข) ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 0.9 % (ภาคผนวก ข) เปนเวลา  25 
นาที โดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder จากนั้นนําอะกาโรสเจลที่ได
ไปตรวจติดตามจํานวนชุดของยีน nidA ดวยวิธีเซาเทิรนบลอทไฮบริไดเซชั่นดวยดีเอ็นเอติดตาม
ของยีน nidA ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.5 
 

4.3.4 ทดสอบการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ RN402 ในอาหารเหลว LB ที่
สภาวะตางๆ 

เตรียมหัวเชื้อ RN402 ตามวิธทีี่ระบุในขอ 3.3.1.1 ถายหวัเชื้อ RN402 ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ทีป่ริมาณเชื้อแบคทีเรียเร่ิมตน 106 MPN/มิลลิลิตร ลงใน จานหลุม 96 หลุม (96-well 
plate) ชนิดกนแบนซ่ึงมีอาหารเหลว LB ปริมาตร 180 ไมโครลิตร โดยแปรผันสภาวะตางๆ 
ดังตอไปนี้ คาความเขมขนของโซเดียมคลอไรดที่ 1 2 และ 3% (w/v) และคา pH ที ่2 4 9 และ 11 
ตามลําดับ และมีชุดควบคุมคือ อาหารเหลว LB ที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 0.5% และคา 
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pH 7 จากนั้นเจือจางหัวเช้ือต้ังแต 10-2-10-9 โดยทาํ 5 หลุม จาํนวน 3 ซ้ํา จากนั้นนาํไปบมที่ 30๐ซ 
นาน 2 วนั แลวนาํไปวัดความขุนที่ความยาวคล่ืน 630 นาโนเมตร นับจํานวนหลุมที่มกีารเจริญของ
แบคทีเรียของแตละความเจือจาง (dilution) และนาํไปเทียบกับตาราง MPN เพื่อคํานวณหา

จํานวนแบคทีเรียทั้งหมด (ภาคผนวก จ.) 
 

4.4 ผลการทดลอง 
4.4.1 การทดลองรูปแบบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 

โดยการใชฟแนนทรีนและไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
การศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีนของ RN402 ทําใหทราบ

รูปแบบการเจริญของแบคทีเรียโดยการใชฟแนนทรีนและไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
โดยการเลี้ยงหัวเชื้อของ RN402 ในอาหารเหลว CFMM ที่เติมฟแนนทรีนและไพรีนใหมีความ

เขมขนสุดทายเทากับ 100 มิลลิกรัม/ลิตร และวิเคราะหปริมาณฟแนนทรีนและไพรีนที่เหลืออยู 
พบวา RN402 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนทรีน เทากับ 99% ภายในเวลา 12 วัน มี
จํานวนของแบคทีเรียเพิ่มจํานวนจากเร่ิมตน 6.52 log CFU/มิลลิลิตร ไปเปน 8.05 log CFU/
มิลลิลิตร ซึ่งมีจํานวนของแบคทีเรียมากกวาในชุดควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 4.2 

ประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนของ RN402 เทากับ 99% ภายในเวลา 16 วัน มี
จํานวนของแบคทีเรียเพิ่มจํานวนจากเร่ิมตน 6.60 log CFU/มิลลิลิตร ไปเปน 8.01 log CFU/
มิลลิลิตร  ซึ่งมีจํานวนของแบคทีเรียมากกวาในชุดควบคุมเชนเดียวกัน ดังแสดงในรูปที่ 4.3  

 
 
รูปที่ 4.2 ประสิทธิภาพการยอยสลายฟแนนทรีน และการเจริญของ RN402 โดยการใชฟแนนทรีน
เปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
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รูปที่ 4.3 ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนและการเจริญของ RN402 โดยการใชไพรีนเปนแหลง
คารบอนและพลังงาน 

จากผลการติดตามโครมาโทแกรมจากการวิเคราะห HPLC เพื่อติดตามการลดลงของ 
ฟแนนทรีนและไพรีน พบวามีพีคของสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายของฟแนนทรีนและ
ไพรีนโดย RN402 และพีคของสารมัธยันตรเพิ่มข้ึน ในขณะที่พีคของฟแนนทรีนและไพรีนกลับ
ลดลงเมื่อส้ินสุดการทดลอง ดังแสดงในรูปที่ 4.4 และ 4.5 

 
 

 
 

ก)                                                             ข) 
รูปที่ 4.4 โครมาโทแกรม HPLC จากการวิเคราะหปริมาณฟแนนทรีนและสารมัธยันตรที่เกิดข้ึน

จากการยอยสลายฟแนนทรีนโดย RN402 หลังจากบมเชื้อเปนเวลา ก) 0 วัน ข) 12 วัน  
 

ฟแนนทรีน ฟแนนทรีน 

สารมัธยันตร 
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ก)                                                             ข) 

รูปที่ 4.5 โครมาโทแกรม HPLC จากการวิเคราะหปริมาณไพรีนและสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนจากการ
ยอยสลายไพรีนโดย RN402 หลังจากบมเชื้อเปนเวลา ก) 0 วัน ข) 20 วัน  
 

4.4.2 การตรวจหาตําแหนงของยีน nidA ที่ประมวลรหสัไดออกซิจีเนสของ 
Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 

การตรวจหาตําแหนงของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนส โดยการสกัดจีโนมิกดีเอ็น
เอและเมกะพลาสมิดของ RN402 เพื่อใชเปนดีเอ็นแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใช
ไพรเมอร nidAF และ nidAR เพื่อระบุตําแหนงของยีน nidA จากการสกัดดีเอ็นเอพบจีโนมิกดีเอ็น
เอจาก RN402 จากการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB และ CFMM ที่เติมไพรีน แตเมื่อสกัด   
เมกะพลาสมิดจาก cRN402 ซึ่งไดจากการตอเช้ือในอาหารเหลว LB เปนจํานวน 3 คร้ัง ซึ่งเซลล
ของ cRN402 ที่ผานการตอเชื้อจะถูกนําไปทดสอบการยอยสลายไพรีนในอาหารเหลว CFMM 
และวิเคราะหปริมาณไพรีนที่เหลืออยูดวย HPLC เพื่อยืนยันวาไมเกิดการยอยสลายไพรีน จากรูปที่ 
4.6 ไมพบดีเอ็นเอที่เปนเมกะพลาสมิดจาก cRN402 ในขณะที่ตรวจพบดีเอ็นเอที่เปนเมกะพลาส
มิดจากการเล้ียงแบคทีเรียใน CFMM ที่เติมไพรีน  

 
 
 
 
 
 

ไพรีน สารมัธยันตร 

ไพรีน 



 
 

54 

     1      2 

 
 
รูปที่ 4.6 ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีสกัดเมกะพลาสมิด ชองวิ่งท่ี 1: เมกะพลาส

มิดของ RN402 ที่เล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน ชองวิ่งที่ 2: เมกะพลาสมิดของ 
cRN402 ที่เล้ียงในอาหารเหลว LB  
 

การตรวจหาตําแหนงของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรส พบผลิตภัณฑ PCR ขนาดตามที่คาดหวัง 508 bp เมื่อใชไพรเมอร nidAF และ nidAR โดย
ใชดีเอ็นเอที่สกัดจากอาหารเหลว CFMM ที่เติมฟแนนทรีน และไพรีน ดีเอ็นเอจากเมกะพลาสมิด
ของ RN402 ที่สกัดจากการเล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน แตเมื่อใชดีเอ็นเอที่สกัดจาก
อาหารเหลว LB ไมพบผลิตภัณฑ PCR แสดงดังรูปที่ 4.7 

 
รูปที่ 4.7 ขนาดช้ินผลิตภัณฑ ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส บริเวณยีน nidA ชองวิ่ง M: ดีเอ็นเอ 
100 bp ladder ชองวิ่งท่ี 1: ดีเอ็นเอจาก cRN402 ชองวิ่งท่ี 2: ดีเอ็นเอจาก RN402 ที่สกัดจาก
การเล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมฟแนนทรีน ชองวิ่งที่ 3: ดีเอ็นเอจาก RN402 ที่สกัดจากการ
เล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน ชองวิ่งท่ี 4: ตัวแปรควบคุมผลลบ (น้ําปลอดประจุ) ชอง
วิ่งที่ 5: เมกะพลาสมิดของ RN402 ที่สกัดจากการเล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน 

เมกะพลาสมิด 
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 4.4.3 การตรวจหาจํานวนชุดของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ 
Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 

จากนําดีเอ็นเอจาก RN402 ที่สกัดจากการเล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีนซ่ึงผาน
การตัดดวยเอนไซม BamHI เพื่อตรวจหาจํานวนชุดของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสและ
เปนขอมูลเบ้ืองตนสําหรับใชตรวจติดตามการมีอยูและนับจํานวนของ RN402 โดยเทคนิคชีว

โมเลกุล จากการทดลองพบภาพสัญญาณจากเซาทเทิรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตามที่สราง
ข้ึนจากผลิตภัณฑ PCR ยีน nidA บนดีเอ็นเอของ RN402 มีจํานวน 1 ชุดยีน และมีขนาดประมาณ 
16 กิโลเบส โดยสังเกตจากสัญญาณไฮบริไดเซชันที่เกิดข้ึนซ่ึงมีลักษณะเปนแถบสีดําในชองที่ 2 
ของรูปที่ 4.8 

 

   M       1        2   

 

               ก)            ข) 

 

รูปที่ 4.8 ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มี ชองวิ่ง M: ดีเอ็นเอ Lambda HindIII ladder ชองวิ่งท่ี 1:    
ดีเอ็นเอจาก RN402 ที่สกัดจากการเล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน ซึ่งผานการตัดดวย
เอนไซม BamHI  ข) ภาพสัญญาณจากเซาทเทิรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตามที่สรางข้ึนจาก
ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสยีน nidA (บริเวณลูกศรชี้แสดงถึงสัญญาณที่เกิดข้ึน)  

4.4.4 การทดสอบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 ใน
อาหารเหลว LB ที่สภาวะตางๆ 
 การทดสอบการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ RN402 ในอาหารเหลว LB ที่สภาวะตางๆ 
เพื่อเปนขอมูลเบ้ืองตนสําหรับการประยุกต RN402 ในรูปแบบแบคทีเรียสูตรน้ําและทําใหทราบถึง

23,130 bp 
9,416 bp 
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ขอบเขตการใชงานเพื่อบําบัดสารพิษในส่ิงแวดลอมที่สภาวะตางๆ ในเบ้ืองตน พบวา RN402 
สามารถเจริญในสภาวะที่มีคาเค็มที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 1 และ 2 % และสามารถ
เจริญไดในสภาวะที่เปนดางที่คา pH 9 และเจริญไดดีที่สุดในอาหารเหลว LB ที่ความเขมขนของ
โซเดียมคลอไรด 0.5% ที่คา pH 7 ดังแสดงในตารางที่ 4.1  
 
ตารางที่ 4.1 ผลการทดสอบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 ในอาหาร
เหลว LB ที่สภาวะตางๆ 

สภาวะของอาหารเหลว LB MPN/มิลลิลติร 

ชุดควบคุม* 2.15 × 108 ± 0.40 

ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด  
1%NaCI 3.13 × 108 ± 0.16 
2%NaCI 3.87 × 106 ± 0.16 
3%NaCI 0.00 

ความเปนกรด-ดาง  
pH 2 0.00 
pH 4 0.00 
pH 9 7.63 × 107 ± 0.19 
pH 11 0.00 

 
หมายเหตุ  ชุดควบคุม คือ อาหารเหลว LB ที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 0.5% ที่คา pH 7 

 
4.5 อภิปรายผลการทดลอง 

จากการศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีนของ RN402 ทําใหทราบ
ถึงรูปแบบการเจริญของแบคทีเรียโดยการใชฟแนนทรีนและไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
จากการทดลอง พบวา RN402 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนทรีน เทากับ 99% ภายใน
เวลา 12 วัน และ ไพรีน 99% เวลา 20 วัน จากการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีนของ RN402 ที่มี
ประสิทธิภาพสูงใน ทําใหเห็นศักยภาพในการประยุกต RN402 ในการบําบัดฟแนนทรีนและไพรีนที่
ปนเปอนในส่ิงแวดลอม และการเตรียมหัวเช้ือแบคทีเรียในอาหารที่มีปริมาณคารบอนมีผลตอ
ประสิทธิภาพการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีน ซึ่งในการทดลองนี้ใชอาหารเหลว 0.05xLB เพื่อ



 
 

57 

เตรียมหัวเชื้อ โดยเปรียบเทียบกับผลการทดลองของพิริยะ (2550) ที่เตรียมในอาหารเหลว 0.1xLB 
พบวา  ประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนทรีนเพิ่มข้ึนจาก 96 % ไปเปน 99% จากความเขมขน
ฟแนนทรีนเร่ิมตน 100 ppm ภายในเวลา 12 วัน และประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนเพิ่มข้ึน
จากประมาณ 70 % ไปเปน 99% จากความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 100 ppm ภายในเวลา 20 วัน  

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนกับแบคทีเรียสายพันธุตางๆ พบวา 
RN402 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายไดสูงกวาแบคทีเรียหลายสายพันธุ ไดแก 
Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 มีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน 48 % ความ
เขมขนไพรีนเร่ิมตน 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ภายในเวลา 72 ชั่วโมง (Heitkamp และคณะ,1988) 
Gordonia สายพันธุ HBS1  มีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน 97 % ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 
50 ppm ภายในเวลา 17 วัน (Xu และคณะ, 2011) Bacillus cereus สายพันธุ Py5 และ Bacillus 
megaterium สายพันธุ Py6 มีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน 65 และ 33% ความเขมขนไพรีน
เร่ิมตน 50 ppm ภายในเวลา 21 วัน (Lin และ Cai, 2008) Klebsiella oxytoca สายพันธุ PYR-1 
มีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน 18% ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 12 ppm ภายในเวลา 18 วัน 
(Zhang และ Zhu, 2012) เปนตน ในปค.ศ. 2012 Patel และคณะ (2012) คัดแยก 
Pseudoxanthomonas sp สายพันธุ DMVP2 จากดินตะกอนแมน้ํา ซึ่งแบคทีเรียสายพันธุนี้มี
ความสามารถในการยอยสลายฟแนนทรีน 300 ppm ใหหมดไปภายใน 3 วัน นอกจากนี้ไดสรุป
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน ฟแนนทรีน และสารประกอบ PAHs ชนิดอ่ืนๆ แสดง
ในตารางที่ 4.2   

จากการมีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีนของ RN402 แสดงใหเห็น
ศักยภาพในการประยุกตใช RN402 เพื่อเปนหัวเช้ือในการบําบัดฟแนนทรีนและไพรีนที่ปนเปอนใน
ส่ิงแวดลอมตอไป 
 
ตารางที่ 4.2 ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน ฟแนนทรีน และสารประกอบ PAHs ชนิดอ่ืนๆของ
แบคทีเรียสายพันธุตางๆ  

ชนิดของแบคทีเรีย การยอยสลายไพรีน 
และ ฟแนนทรีน 

การยอยสลายสาร 
ประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆ 

เอกสารอางอิง 

 
Mycobacterium vanbaalenii 
สายพันธุ PYR-1  
 

 
ไพรีน 0.5 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ได 48% ใน
เวลา 72 ชั่วโมง 

 
แนพธาลีน ฟแนนทรีน 
ฟลูออแรนธีน เบนโซ[เอ]
ไพรีน เปนตน 

 
Heitkamp และคณะ
(1988); Moody และ
คณะ (2004) 
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ชนิดของแบคทีเรีย การยอยสลายไพรีน 
และ ฟแนนทรีน 

การยอยสลายสาร 
ประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆ 

เอกสารอางอิง 

 
Rhodococcus sp. สายพันธุ 
UW1 

ไพรีน 500 ppm ได 
72% ในเวลา 2 สัปดาห 
 

ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน 
และ ไครซีน เปนตน 

Walter และคณะ 
(1991) 

Sphingomonas sp. สายพันธุ 
P2 

ฟแนนทรีน 100 ppm 
ได 100% ภายใน 3 วัน 

แนพธาลีน อะซีแนพทรีน 
อะซีแนพธิลีน ไดเบนโซฟู
แรน ฟลูออแรนธีน 
ฟลูออรีน และ แอนทราซีน 
 

Pinyakong และคณะ 
(2000); Supaka และ
คณะ (2001) 

Acinetobacter baumannii 
Klebsiella oxytoca และ 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
 

ฟแนนทรีน 2,000 ppm 
ได 48 11 และ 9% 
ภายใน 15 วัน 

- Kim และคณะ (2009) 

Achromobacter 
xylooxidans  
 

ไพรีน 200 ppm ได 
80% ในเวลา 21วัน 
 

- Tiwari และคณะ 
(2010) 

Mycobacterium 
สายพันธุ NJS-1 และ NJS-P 

ไพรีน 100 ppm ได 87 
และ 92% ในเวลา 14 
วัน 

ฟแนนทรีน แอนทราซีน 
ฟลูออแรนธีน และเบนโซ
[เอ]ไพรีน  
 

Zeng และคณะ 
(2010) 

Ochrobactrum sp.  สายพันธุ 
CH-19  

ฟแนนทรีน 1,000 ppm 
ได 90% ในเวลา 7 วัน 
 

- Chang และคณะ 
(2011) 

Achromobacter insolitus  
สายพันธุ MHF ENV IV 

ฟแนนทรีน 100 ppm ได 
100% ภายใน 14 วัน 

แนพธาลีน และ แอนทรา
ซีน 
 

Janbandhu และ
คณะ (2011) 

Bacillus vallismortis         
สายพันธุ JY3A   
 

ไพรีน 150 ppm ได 
90% ในเวลา 15 วัน 
 

- Ling และคณะ 
(2011) 
 

Brevibacillus sp. สายพันธุ 
PDM-3 

ฟแนนทรีน 250 ppm 
ได 93% ในเวลา 6 วัน 

แอนทราซีน Reddy และคณะ 
(2011) 
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ชนิดของแบคทีเรีย การยอยสลายไพรีน 
และ ฟแนนทรีน 

การยอยสลายสาร 
ประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆ 

เอกสารอางอิง 

 
Sphingomonas สายพันธุ 
B22 

ฟแนนทรีน 26 ppm ได 
96 % ในเวลา 3 วัน 
 

ฟลูออแรนธีน Madueño และคณะ 
(2011) 

Streptomyces สายพันธุ ERI-
CPDA-1 

ฟแนนทรีน 1,000 ppm 
ได 14% ในเวลา 7 วัน 
 

แนพธาลีน Balachandran และ
คณะ (2012) 

Pseudoxanthomonas sp 
สายพันธุ DMVP2   

ฟแนนทรีน 300 ppm 
ได 100% ภายใน 3 วัน 
 

ไพรีน ฟลูออแรนธีน Patel และคณะ 
(2012) 

Pseudoxanthomonas sp 
สายพันธุ RN402   

ฟแนนทรีน และไพรีน 
100 ppm ได 100% 
ภายใน 12 และ 20 วัน 

ฟลูออแรนทีน งานวิจัยคร้ังนี้  

 
ในงานวิจัยของ พิริยะ (2550) รายงานวา RN402 เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีความสามารถ

ในการยอยสลายไพรีนที่จัดเปนสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง และมียีน nidA เปนยีนที่
เกี่ยวของกับการยอยสลายไพรีนซึ่งมักพบในแบคทีเรียแกรมบวกในกลุมแบคทีเ รียสกุล 
Mycobacterium ไดแก Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 (Khan และคณะ, 2001) 
Mycobacterium sp. สายพันธุ JLS KMS และ MCS (Miller และคณะ, 2004) Mycobacterium 
sp. สายพันธุ S65 (Sho และคณะ, 2004) Mycobacterium sp. สายพันธุ SNP11 (Pengnut และ
คณะ, 2007) Mycobacterium สายพันธุ SKEW SCSH และ SKEY  (Guo และคณะ, 2010) เปน
ตน   และพบยีน nidA อยูบนเมกะพลาสมิดของ RN402 โดยการทําไฮบริไดเซชันพบวาเกิด
สัญญาณข้ึนกับเมกะพลาสมิดของ RN402 แตเนื่องจากสัญญาณท่ีเกิดข้ึนไมชัดเจน ดังนั้นในการ
วิจัยคร้ังนี้จึงทดลองตรวจหาตําแหนงของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสดวยปฏิกิริยาลูกโซ
พอลิเมอเรส โดยการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอและเมกะพลาสมิดของ RN402 เพื่อใชเปนดีเอ็นแมแบบ
ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอร nidAF และ nidAR เพื่อระบุตําแหนงของยีน nidA 
จากการทดลองพบผลิตภัณฑ PCR การใชดีเอ็นเอที่สกัดจาก RN402 ที่เล้ียงในอาหารเหลว 
CFMM ที่เติมฟแนนทรีนและไพรีน แตเม่ือใชดีเอ็นเอที่สกัดจาก RN402 ที่เล้ียงในอาหารเหลว LB 
ไมพบผลิตภัณฑ PCR และเม่ือสกัดเมกะพลาสมิดจาก RN402 ที่เล้ียงในอาหารเหลว LB และ
อาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน พบดีเอ็นเอที่เปนเมกะพลาสมิดจาก RN402 ที่เล้ียงในอาหาร
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เหลวที่เติมไพรีนแตไมพบในอาหารเหลว LB และพบผลิตภัณฑ PCR การใชดีเอ็นเอจากเม

กะพลาสมิดของ RN402 แสดงใหเห็นวา ยีน nidA อยูบนเมกะพลาสมิด ดังในรูปที่ 4.5 และเม่ือนํา
เซลล RN402 ที่เล้ียงในอาหารเหลว LB มาใชเปนหัวเช้ือเพื่อทดสอบประสิทธิภาพการยอยไพรีน 
พบวา หัวเชื้อดังกลาวไมสามารถยอยสลายไพรีนซ่ึงสอดคลองกับการไมพบเมกะพลาสมิดและไม
พบผลิตภัณฑ PCR ในดีเอ็นเอที่สกัดจาก RN402 ที่เล้ียงในอาหารเหลว LB แสดงวา ยีน nidA อยู
บนเมกะพลาสมิดของ RN402 เกี่ยวของกับความสามารถยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีน  

การมีอยูของยีน nidA บน RN402 ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ แตตรวจพบยีนที่เกี่ยวของ
กับการยอยสลายไพรีนซ่ึงมักพบในแบคทีเรียแกรมบวก โดยอาจเกิดไดจากการถายโอนยีนในแนว
ขวาง (horizontal gene transfer; HGT) ระหวางแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมซ่ึงเปนกระบวนการที่เกิด
ในธรรมชาติ ยีนที่สามารถถายโอนในแนวขวางตองอยูบนองคประกอบทางพันธุกรรมที่สามารถ
เคล่ือนที่ได (mobile genetic elements) ไดแก พลาสมิด ฟาจ (Phage) เปนตน โดยอาศัย ทรานส
โพซอน (transposons) คอนจูเกชัน (conjugation) และ การแทรก (insertion) การถายโอนยีนไป
ยังแบคทีเรียโดยการถายโอนยีนในแนวขวางแบคทีเรียจะปรับตัวและรวมยีนที่ไดรับมาใหเขาไปอยู

บนดีเอ็นเอของแบคทีเรีย ซึ่งกระบวนการนี้จัดเปนวิวัฒนาการของแบคทีเรียและยังทําใหเกิด
แบคทีเรียกลุมใหมที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษที่หลากหลายมากข้ึนจากแบคทีเรีย

ด้ังเดิม  ดังนั้นการถายโอนยีนในแนวขวางจึงเปนกระบวนการสําคัญในการกระจายยีนและมี
บทบาทในการบําบัดสารพิษที่ปนเปอนในส่ิงแวดลอม (Springael และคณะ, 2004; Sobecky 
และคณะ, 2009) ในกรณีของ RN402 อาจเกิดจากพลาสมิดของ RN402 ไดรับการถายโอนยีน 
nidA มาจากแบคทีเรียสกุล Mycobacterium ที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน ทําให
แบคทีเรีย RN402 มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน    

ในกรณีการถายโอนมาจากแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษ ไดแก 
การพบยีน ndoB บน Pseudomonas sp. หลายๆ สายพันธุ ที่คัดแยกจากดินจากแอนตารกติกที่มี
การปนเปอนของสารปโตรเลียม โดยยีน ndoB ที่อยูบนเมกะพลาสมิดมาจากการถายโอนยีนแนว
ขวาง (Ma และคณะ, 2005) การพบยีน nahAc บนแบคทีเรียสายพันธุใหม Pseudoalteromonas 
sp. สายพันธุ EH-2-1 จากน้ําทะเล สามารถยอยสลายแนพธาลีนได และยีน nahAc ที่พบมีลําดับ
นิวคลีโอไทดมีความคลายกับ nahAc ของ Neptunomonas naphthovorans สายพันธุ 
ATCC700637T แสดงใหเห็นวา Pseudoalteromonas sp. สายพันธุ EH-2-1 ไดรับยีนจากการ
ถายโอนยีนแนวขวาง (Hedlund และ Staley, 2006)  การถายโอนยีนแนวขวางของยีน xplAB  
Gordonia sp. สายพันธุ KTR9 ไปสู Gordonia polyisoprenivorans Rhodococcus jostii สาย
พันธุ RHA1 และ Nocardia sp. สายพันธุ TW2 ทําใหแบคทีเรียเหลานี้มีความสามารถในการยอย
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สลายสารวัตถุระเบิด (RDX) (Jung และคณะ, 2011) จากคุณลักษณะเบ้ืองตนของ RN402 ที่ยีน 
nidA บนเมกะพลาสมิดซ่ึงเปนองคประกอบทางพันธุกรรมที่สามารถเคล่ือนที่ไดมีโอกาสสูงในการ
เกิดถายโอนยีนแนวขวาง ทําใหยีน nidA บนเมกะพลาสมิดสามารถถายโอนยีนไปสูแบคทีเรีย

ด้ังเดิมที่อยูในสิ่งแวดลอม และเปนการชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนทรีนและ
ไพรีนใหกับแบคทีเรียด้ังเดิม ซึ่งเปนขอดีเนื่องจากแบคทีเรียด้ังเดิมจะสามารถทนทานกับ
สภาพแวดลอมนั้นๆ ได 

การตรวจหาจํานวนชุดของยีน nidA พบภาพสัญญาณจากเซาทเทิรนไฮบริไดเซชันดวยดี
เอ็นเอติดตามที่สรางข้ึนจากผลิตภัณฑ PCR ยีน nidA บนดีเอ็นเอของ RN402 มีจํานวน 1 ชุดยีน 
และมีขนาดประมาณ 16 กิโลเบส ดังแสดงในรูปที่ 4.7 แสดงใหเห็นวา 1 ชุดยีน มีจํานวนของ 
RN402  เทากับ 1 เซลล เพื่อเปนขอมูลเบ้ืองตนสําหรับใชตรวจติดตามการมีอยูและนับจํานวนของ 
RN402 โดยวิธี real-time PCR ตอไป 

จากงานวิจัยคร้ังนี้ทําใหทราบขอมูลเกี่ยวกับคุณลักษณะเบ้ืองตนของ RN402 วามียีน 
nidA บนเมกะพลาสมิดซ่ึงสามารถถายโอนยีนไปสูแบคทีเรียด้ังเดิมที่อยูในส่ิงแวดลอมและชวย

เพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายพิษ และมีจํานวนชุดยีน nidA เทากับ 1 ชุดยีน และเทากับ
จํานวนของ RN402  1 เซลล เพื่อเปนขอมูลเบ้ืองตนสําหรับใชนับจํานวนของ RN402 โดยเทคนิค
ทางชีวโมเลกุล นอกจากนี้ RN402 เจริญไดในสภาวะที่มีคาเค็มที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 
1 และ 2 % และสามารถเจริญไดในสภาวะที่เปนดางที่คา pH 9 จากคุณลักษณะทั้งหมดทําใหเห็น
ศักยภาพในการนํา RN402 ไปประยุกตใชสําหรับการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําเพื่อใชในการบําบัด

สารพิษปนเปอนในส่ิงแวดลอมตอไป 
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บทที่  5 

 พัฒนาวิธีการผลิตสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ที่มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน และการประยุกตใช

บําบัดดินปนเปอนไพรีน 

5.1 บทนํา 
การปนเปอน PAHs ในส่ิงแวดลอมเกิดข้ึนไดหลายสาเหตุ เชน จากการเผาไหมน้ํามัน

เชื้อเพลิง ถานหิน ไม ถาน การเผาไหมในเคร่ืองยนต และการร่ัวไหลของผลิตภัณฑปโตรเลียมจาก
การขนสงและจากอุบัติเหตุ  เนื่องจาก PAHs หลายชนิดมีความเปนพิษทั้งแบบเฉียบพลันและแบบ
เร้ือรัง เปนสารเหนี่ยวนํากอใหเกิดการกลายพันธุ กอมะเร็ง และกอใหเกิดความผิดปกติของทารก
ในครรภของส่ิงมีชีวิต (Jameson และคณะ, 2004; Johnsen และคณะ, 2007; Peng และคณะ, 
2008; Haritash และ Kaushik, 2009) และจากสมบัติของ PAHs มวลโมเลกุลใหญต้ังแต 4 วงข้ึน
ไป ซึ่งมีความเปนพิษสูงและสลายตัวไดยากจะถูกดูดซับโดยสารอินทรียที่อยูในดิน ทําให PAHs ที่
ถูกดูดซับในดินมีความคงตัว และยากตอการสลายตัวมากข้ึน จึงนําไปสูการสะสมในหวงโซอาหาร 
(Potin และคณะ 2004; Johnsen  และคณะ. 2005) ดังนั้นการปนเปอนการปนเปอน PAHs ใน
ส่ิงแวดลอมจึงเปนปญหาสําคัญที่ตองแกไข วิธีการหนึ่งที่มีประสิทธิภาพในการกําจัด PAHs ออก
จากส่ิงแวดลอม คือ bioaugmentation เปนวิธีหนึ่งในการบําบัดโดยชีววิธี  โดยการเติมจุลินทรียที่
มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษลงในพื้นที่ปนเปอนสารพิษ จุลินทรียดังกลาวจะเปล่ียน
รูปแบบของสารพิษใหอยูในรูปไมเปนพิษหรือเปนพิษนอยลง โดยอาศัยการเจริญเติบโตของ
ส่ิงมีชีวิต   (Vidali และคณะ, 2001; Mrozik และ Piotrowska-Seget, 2010) ปจจุบันมีรายงาน
การคนพบแบคทีเรียจํานวนมากท่ีมีความสามารถในการยอยสลาย PAHs โดยคัดแยกจาก
ส่ิงแวดลอม ไดแก Mycobacterium sp. (Boldrin และคณะ, 1993; Schneider และคณะ, 1996; 
Rehmann และคณะ, 1998; Churchill และคณะ, 1999; Vila และคณะ, 2001; Habe และคณะ, 
2004; Johnsen และคณะ, 2007; Churchill และคณะ, 2008) Rhodococcus sp. สายพันธุ 
UW1 (Walter และคณะ, 1991) Sphingobium sp. สายพันธุ P2 (Pinyakong และคณะ, 2000) 
Sphingomonas sp. สายพันธุ ZL5 (Liu และคณะ, 2004) Pseudomonas sp. สายพันธุ LP1 
(Obayori และคณะ, 2008)  Achromobacter xylosoxidans (Ghevariya และคณะ, 2011) และ 
Brevibacillus sp. สายพันธุ PDM-3 (Reddy และคณะ,2011) 

การประยุกตใชจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพและเหมาะสมกับวิธี bioaugmentation เปน
กุญแจสําหรับที่จะทําใหการบําบัดสารพิษโดยชีววิธีประสบผลสําเร็จได จุลินทรียที่เหมาะสม
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สําหรับวิธี bioaugmentation มีคุณลักษณะดังตอไปนี้ จุลินทรียตองเจริญเติบโตไดอยางรวดเร็ว 
เพาะเล้ียงไดงาย ทนทานตอสารพิษที่ความเขมขนสูง คงประสิทธิภาพการยอยสลายสารพิษและมี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงเมื่ออยูในส่ิงแวดลอม (Cunliffe และคณะ, 2006; Mrozik 
และ Piotrowska-Seget, 2010) นอกจากนี้การมี catabolic genes อยูบนพลาสมิดของจุลินทรีย
สําหรับ bioaugmentation สามารถถายโอนยีนทางพลาสมิดไปยังแบคทีเรียในทองถิ่นเปนการเพิ่ม
ยอยสลายสารพิษทําใหสารพิษที่ปนเปอนในส่ิงแวดลอมถูกกําจัดไดเร็วข้ึน (Springael และ Top, 
2004; Quan และคณะ, 2010) สอดคลองกับงานวิจัยคร้ังนี้เลือกใช Pseudoxanthomonas sp. 
สายพันธุ RN402 ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน และตรวจพบ
ยีน nidA ซึ่งประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสของเอนไซมที่เกี่ยวของกับ
การยอยสลายไพรีนและสารประกอบ PAHs ชนิดอ่ืนๆ  ซึ่งจากผลการทดลองในบทที่ 2 พบวา 
Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 มียีน nidA บนเมกะพลาสมิด  ดวยลักษณะสมบัติ
ขางตนของ Pseudoxanthomonas sp. RN402 ชี้ใหวา Pseudoxanthomonas sp. RN402 มี
ความเหมาะสมกับการประยุกตเปนหัวเช้ือสําหรับ bioaugmentation  ในการบําบัดสารพิษ

ปนเปอนในส่ิงแวดลอม   
จุลินทรียสูตรน้ําเปนหนึ่งทางเลือกในการเก็บหัวเช้ือเชิงพาณิชยกอนที่จะนําไปประยุกตใช

ในการบําบัดสารพิษในส่ิงแวดลอม จุลินทรียสูตรน้ําคือเซลลจุลินทรียที่มีชีวิตถูกแขวนลอยใน

ของเหลวหรือที่เรียกวา liquid formulation เพื่อใหอยูในสภาวะพรอมใชและเก็บรักษาไดยาวนาน 
ทั้งยังคงประสิทธิภาพอยูตลอดการเก็บรักษา ขอดีหลายประการของการเตรียมจุลินทรียสูตรน้ํา 
เชน วิธีการผลิตไมซับซอน ไมจําเปนตองใชเคร่ืองมือที่มีราคาแพง ทําใหประหยัดคาใชจายในการ
ผลิต การใชงานทําไดงาย สะดวก และมีคาใชจายตํ่าอีกดวย (Torres และคณะ 2003; Melin และ
คณะ, 2006; Melin และคณะ, 2010) จึงทําใหการผลิตจุลินทรียสูตรน้ําเปนวิธีการหนึ่งที่มีความ
นาสนใจสําหรับการนําไปประยุกตใชในการผลิตหัวเช้ือแบคทีเรียพรอมใชสําหรับยอยสลาย

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม อยางไรก็ตามจําเปนตองมีการศึกษาปจจัย
ตางๆ ในการผลิตจุลินทรียสูตรน้ําเพื่อใหจุลินทรียมีอัตรารอดชีวิตสูงหลังการเก็บรักษา และมี
ประสิทธิภาพในการทํางานตลอดการเก็บรักษา เชน การปรับคา water activity การเติมสารรักษา
สภาพจุลินทรีย (protective agents) อุณหภูมิในการเก็บรักษา ปริมาณเซลลเร่ิมตน เปนตน 

(Abadias และคณะ, 2003; Torres และคณะ, 2003; Tittabutra และคณะ, 2007; Albareda 
และคณะ, 2008; Liu และคณะ, 2009) ตัวอยางรายงานวิจัยที่ผานมาของ Melin และคณะ 
(2006) ศึกษาอุณหภูมิการเก็บเช้ือที่มีผลตอการเก็บ Pichia anomala ที่มีประสิทธิภาพเปนสาร
ควบคุมชีวอินทรีย ในการยับยั้งเชื้อราบนเมล็ดธัญพืช โดยการเก็บแบบสูตรน้ําในระยะยาว ที่
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อุณหภูมิต้ังแต -20 ถึง 30 °ซ พบวาหลังการเก็บเชื้อที่ 4 และ 10 °ซ เปนเวลาหนึ่งเดือนมี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียของเซลลถึง 75-90% รวมทั้งการเติมทรีฮาโลสซึ่งเปนสาร
รักษาสภาพจุลินทรียชวยทําใหมีอัตราการอยูรอดของเชื้อมากข้ึนเมื่อเก็บเช้ือที่ 20 และ 30 °ซ 
นอกจากนี้ Manikandan และคณะ (2010) ศึกษาการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรียเพื่อชวยการ
เก็บรักษา Pseudomonas fluorescens sp. สายพันธุ Pf1 ที่มีประสิทธิภาพเปนสารควบคุมชีว
อินทรียในการยับยั้งโรคในมะเขือเทศ พบวาการเติมกลีเซอรอลในอาหารเหลว nutrient broth ทํา
ใหแบคทีเรียอยูรอดมากกวา 9.5 × 107 CFU/มิลลิลิตร หลังการเก็บที่ 25 °ซ เปนเวลา 6 เดือน 
ขณะที่กลุมควบคุมที่ไมเติมกลีเซอรอล แบคทีเรียตายหมดภายใน 3 เดือน นอกจากนี้การเตรียมหัว
เช้ือในอาหารตางชนิดกันมีผลตอการรอดชีวิต กระบวนการเผาผลาญสารอาหารของแบคทีเรีย 
และการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายของแบคทีเรียในการบําบัดดินปนเปอน

สารพิษ (Cunliffe และคณะ, 2006) จากงานวิจัยของ Karabikal และคณะ (2009) พบวาการ
ประยุกตใชหัวเช้ือ Mycobacterium sp. สายพันธุ  Spyr1 ในรูปแบบที่แขวนลอยเซลลในอาหาร
เหลว M9MM  มีประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนที่ปนเปอนในระบบนิเวศจําลองดิน สูงกวา
การใชหัวเชื้อแบบเซลลตรึง ดังนั้นจุลินทรียสูตรน้ําเปนวิธีการหนึ่งที่มีความนาสนใจในการ

ประยุกตใชในการบําบัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในดินโดยชีววิธี โดยจุลินทรียสูตรน้ําที่ดีตองมี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูง เก็บรักษาไดยาวนาน อีกทั้งยังคงประสิทธิภาพการยอย
สลายสารพิษของจุลินทรียตลอดการเก็บรักษา  

ในการดําเนินระบบบําบัดอยางมีประสิทธิภาพ จําเปนตองตรวจติดตามความเขมขนของ
สารพิษที่เหลืออยู และจํานวนของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอน เพื่อใชเปนขอมูลในการปรับสภาพแวดลอมในระบบบําบัดใหเหมาะสมตอกิจกรรม
ของจุลินทรีย เชน การเติมสารอาหาร การเติมอากาศ การเติมจุลินทรีย เปนตน (Sayler และคณะ, 
1995; Phrommanich และคณะ, 2009) ดังนั้นการประยุกตใชเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลในการตรวจ
ติดตามจุลินทรียจึงเปนวิธีที่นาสนใจวิธีหนึ่ง เนื่องจากวิธีการตรวจติดตามนี้มีความรวดเร็วกวาวิธี
นับจํานวนจุลินทรียซึ่งตองใชเวลานานสําหรับการเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ ในขณะที่การตรวจ
ติดตามจุลินทรียดวยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลสามารถดําเนินไดอยางสะดวกและรวดเร็วโดยการ

สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางจากสิ่งแวดลอมและตรวจติดตามไดทันทีและมีความแมนยําสูง เนื่องจาก
เปนการติดตามยีนที่ประมวลรหัสของเอนไซมที่มีบทบาทในการยอยสลายปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนไดโดยตรงทําใหทราบกิจกรรมของจุลินทรียในระบบ และทําใหทราบจํานวน
เช้ือจุลินทรียที่มีบทบาทในการยอยสลายสารพิษในระบบบําบัด เพื่อใชเปนขอมูลในการควบคุม
และดําเนินงานของระบบบําบัดอยางมีประสิทธิภาพ ( Phrommanich และคณะ, 2009; Shi และ
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คณะ, 2010) ตัวอยางการตรวจติดตามจุลินทรียโดยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล    ไดแก การศึกษา
การเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียโดยวิธี denaturing gradient gel electrophoresis 
(DGGE) (Zhou และคณะ, 2009) การตรวจนับจํานวนยีนที่ประมวลรหัสของเอนไซมที่มีบทบาท
ในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดย real-time qPCR (Cébron และคณะ, 2008) ซึ่งมี
การประยุกตใชกับตัวอยางจากส่ิงแวดลอมหลายชนิดไดแก ดิน (Phrommanich และคณะ, 2009) 
น้ําใตดิน (Kao และคณะ, 2010) และน้ําเสียและสลัดจจากระบบบําบัดน้ําเสีย (Shannon และ
คณะ, 2007) 

งานวิจัยนี้จึงมีเปาหมายงานวิจัยโดยมุงหาวิธีการเตรียมแบคทีเรียพรอมใชในรูปแบบ

แบคทีเรียสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. RN402 ใหมีอายุการเก็บรักษาที่ยาวนาน มี
ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนและปโตรเลียมไฮโดรคารบอนตลอดการเก็บรักษา มีตนทุนตํ่า ซึ่ง
ในงานวิจัยนี้เลือกใชไพรีนเปนตนแบบเพื่อทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายของแบคทีเรียสูตร

น้ํา เนื่องจากไพรีนเปนตัวแทนของ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง ซึ่งถูกจัดอยูใน PAHs 16 ชนิด เปน
สารพิษอันตรายที่ควรใหความสําคัญ (Cerniglia และคณะ, 1992) นอกจากนี้ขอมูลที่ไดจากการ
ทดสอบสามารถนําไปใชเปนขอมูลพื้นฐานในการประยุกตแบคทีเรียสูตรน้ําในการยอยสลาย

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ ตอไป และการประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ําในการบําบัดดิน
ปนเปอนไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน พรอมทั้งการตรวจติดตามจุลินทรียในระบบนิเวศจําลองดิน
ดวยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล โดยประโยชนที่ไดรับจากงานวิจัยคร้ังนี้ เพื่อสามารถผลิตแบคทีเรีย
สูตรน้ําที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนอยูในส่ิงแวดลอม

และมีตนทุนตํ่าในการผลิต  และเปนขอมูลเบ้ืองตนในการตอยอดงานวิจัยของจุลินทรียที่คัดแยกได
จากหนวยปฏิบัติการวิจัยการบําบัดมลพิษทางส่ิงแวดลอมโดยชีววิธี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ใน
การผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําจากจุลินทรียสายพันธุตางๆ ในเชิงพาณิชยและประยุกตใชแบคทีเรียสูตร
น้ําสําหรับบําบัดมลพิษในส่ิงแวดลอม เพื่อลดการนําเขาหัวเชื้อจุลินทรียจากตางประเทศ 

5.2 ขั้นตอนงานวิจยั 
5.2.1 พัฒนาวิธีการผลิตสตูรนํ้าของ Pseudoxanthomonas sp. RN402 ที่มี

ประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีน 
1) คัดเลือกสารละลายทีเ่หมาะสมสําหรับแขวนลอยเซลล 
2) พัฒนาแบคทีเรียสูตรน้ําโดยการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย 
3) ทดสอบระยะเวลาการเก็บรักษา 
4) พัฒนาปรับปรุงการเตรียมแบคทีเรียสูตรน้ํา 
5) ประเมินตนทุนเบ้ืองตนและคาใชจายเบื้องตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา 
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5.2.2 พัฒนาวิธีการใชสูตรนํ้าของ RN402 ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีน 
1) เก็บตัวอยางดิน และวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน 
2) ตรวจนับจํานวนจุลินทรียโดยวิธี Most Probable Number (MPN) 
3) ประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีนในระบบ

นิเวศจําลองดิน 
4) ตรวจติดตามการมีอยูของ Pseudoxanthomonas sp. RN402 ในระบบนิเวศ

จําลองดินโดยวิธี PCR-DGGE  
5) ตรวจติดตามการมีอยูของยีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสใน

ระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี PCR  
6) ตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสใน

ระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี real-time qPCR 
 

5.3 วัสดุอุปกรณและวิธีดําเนินงานวจิยั 
5.3.1 คัดเลือกสารละลายที่เหมาะสมสําหรับแขวนลอยเซลล RN402 
คัดเลือกสารละลายที่เหมาะสมสําหรับแขวนลอยเซลล RN402 เพื่อเปนสารละลาย

พื้นฐานสําหรับการพัฒนาเปนแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 โดยเตรียมหัวเช้ือ Pseudoxanthomonas 
sp. สายพันธุ RN402 จากงานวิจัยของ Klankeo และคณะ (2009) ทําไดโดยนําโคโลนีเด่ียวลงใน
อาหารเหลว 0.1xLB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปเขยาบนเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวยความเร็ว 
200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา ปนแยกเซลลดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 10 นาที จากนั้นลางเซลลในสารละลายโซเดียมคลอ
ไรดเขมขน 0.85% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และปนแยกเซลลดวยเคร่ืองปนเหวี่ยง ทําข้ันตอนดังกลาว
ซ้ําอีก 1 คร้ัง นําเซลลที่ไดมาแขวนลอยในอาหารเหลว carbon free minimal medium (CFMM) 
pH 7 หรือ 0.1xLB หรือ CFMM ที่เติมโซเดียมอะซิเตท 0.25 % (w/v) หรือสารละลายโพแทสเซียม
ฟอสเฟสบัฟเฟอร (potassium phosphate buffer, PB) ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 6.5 ใหมี
แบคทีเรีย 109 MPN/มิลลิลิตร โดยวัดความขุนที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และเจือจาง
แบคทีเรียแขวนลอยใหมีคาดูดกลืนแสง เทากับ 0.45 ซึ่งมีปริมาณเช้ือเร่ิมตน 109 CFU/มิลลิลิตร  
จากนั้นจึงนําแบคทีเรียแขวนลอยเก็บรักษาในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุแบคทีเรีย
แขวนลอยปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน เก็บตัวอยางแบคทีเรีย
แขวนลอยในวันที่ 0 และ 30 วัน เพื่อวิเคราะหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย ทดสอบ
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ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน และวิเคราะหขอมูลทางสถิติตามวิธีที่ระบุในขอ 5.3.1.1 - 
5.3.1.3  

5.3.1.1 ตรวจวัดเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย 
ตรวจวัดเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียดวยวิธี viable plate count โดยนําสาร

แขวนลอยเซลลเจือจางดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85% ใหมีความเขมขนที่

เหมาะสม นํามาเกล่ียบนอาหารแข็ง LB บมที่อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 48 ชั่งโมง นับจํานวนโคโลนี
ที่เกิดข้ึน เพื่อวัดเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียโดยใชสมการดังตอไปนี้ 

 
 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย = 100 - (log10CFU/มิลลิลิตรวันที่ 0 - log10CFU/มิลลิลิตรวันที่ n) x 100 

      log10CFU/มิลลิลิตรวันที่ 0 

หมายเหตุ n หมายถึง วันที่เก็บตัวอยาง 
 
5.3.1.2 ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนจากแบคทีเรียแขวนลอย 
ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรีย โดยนาํแบคทีเรียแขวนลอยแบบ

ตางๆ ซึง่เกบ็รักษาที่ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 0 10 20 และ 30 วัน โดยมีจํานวนเซลลเร่ิมตนเทากับ 
106 CFU/มิลลิลิตร เติมลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติมไพรีนใหมีความ
เขมขนสุดทายเทากับ 100 มิลลิกรัม/ลิตร เล้ียงเชื้อบนเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวยความเร็ว 
200 รอบตอนาท ี ระยะเวลา 9 วัน โดยทาํการทดลอง 3 ซ้ํา สําหรับการทดลองประสิทธิภาพการ
ยอยสลายไพรีน มีชุดการทดลองควบคุมคือ อาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีนแตไมเติมเชือ้

แบคทีเรีย วเิคราะหปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในอาหารเหลวดวยวิธี HPLC ตามวิธทีี่ระบุในขอ 3.1 
5.3.1.3 วิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
วิเคราะหขอมลูเพื่อหาความแตกตางทางสถิติ โดยวเิคราะหความแปรปรวน (analysis of 

variance) และเปรียบเทยีบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธ ีDuncan’s multiple range test  
(DMRT) ที่ความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติเมื่อ P<0.05 การวิเคราะหโดยใชโปรแกรม 
SPSS version 11.5  

 
5.3.2 พัฒนาแบคทีเรียสูตรนํ้าโดยการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย 
นําสารละลายที่เหมาะสมสําหรับแขวนลอยเซลล RN402 จากผลการทดลองขอ 5.3.1 

โดยเตรียมหัวเชื้อตามวิธีที่ระบุบในขอ 5.3.1 และนําเซลลแบคทีเรียที่ไดมาแขวนลอยในสารละลาย 
ที่เหมาะสม ซึ่งพิจารณาจากเปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูงและตนทุนตํ่าในการผลิต เติมดวยสารรักษา
สภาพจุลินทรียดังในตารางที่ 5.1 ที่ปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตน 109 CFU/มิลลิลิตร เพื่อผลิตเปน



 
 

68 

แบคทีเรียสูตรน้ําแบบตางๆ โดยชุดควบคุมคือแบคทีเรียแขวนลอยที่ไมมีการเติมสารรักษาสภาพ
จุลินทรีย  จากนั้นนําแบคทีเรียสูตรน้ําเก็บรักษาในขวดพลาสติกฝาเกลียวขนาด 60 มิลลิลิตร โดย
บรรจุแบคทีเรียสูตรน้ําปริมาตร 50 มิลลิลิตร และเก็บที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน ดัง
แสดงในรูปที่ 5.1 เก็บตัวอยางแบคทีเรียสูตรน้ําแบบตางๆ เพื่อวิเคราะหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ
แบคทีเรีย ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน และวิเคราะหขอมูลทางสถิติตามวิธีที่ระบุใน
ขอ 5.3.1.1 - 5.3.1.3 

 
 

 
 

 
รูปท่ี 5.1  แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถกูบรรจุในขวดพลาสติกขนาด 60 มิลลิลิตร 
 
 

 ตารางที่ 5.1 ชนิดและความเขมขนของสารรักษาสภาพจุลินทรียที่ใชในการทดลอง 
ชนิดของสารรักษาสภาพจุลินทรีย % ความเขมขน (w/v) 

แลกโทส (lactose)  
ทรีฮาโลส (trehalose)  
กลูโคส (glucose)  
ซอรบิทอล (sorbitol) 
กลีเซอรอล (glycerol) 
พอลิเอทิลีน ไกลคอล (polyethylene glycol:PEG) 
โปรลีน (proline) 
ไกลซีน (glycine) 

1, 5, 10 
1, 5, 10 
1, 5 
1, 5 
1, 5 
1, 5 
1, 5 
1, 5 
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5.3.3 ทดสอบระยะเวลาการเก็บรักษา 
คัดเลือกแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 จากขอ5.3.2 โดยคัดเลือกแบคทีเรียสูตรน้ําที่มี

เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงสุด และมีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน เพื่อทดสอบ
ระยะเวลาการเก็บรักษาแบคทีเรียสูตรน้ํา โดยใชขวดพลาสติกฝาเกลียวขนาด 60 มิลลิลิตร ที่บรรจุ
แบคทีเรียสูตรน้ําปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 180 วัน  และศึกษา
ผลของการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรียในการเก็บรักษาในระยะยาว โดยเปรียบเทียบระหวาง
แบคทีเรียสูตรน้ําที่เติมสารรักษาสภาพจุลินทรียกับแบคทีเรียสูตรน้ําที่ไมเติมสารรักษาสภาพ

จุลินทรีย (ชุดควบคุม) เก็บตัวอยางแบคทีเรียสูตรน้ําทุก 30 วัน เพื่อวิเคราะหเปอรเซ็นตการรอด
ชีวิตของแบคทีเรีย ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน และวิเคราะหขอมูลทางสถิติตามวิธีที่
ระบุในขอ 5.3.1.1 - 5.3.1.3 

 
5.3.4 พัฒนาปรับปรุงการเตรียมแบคทีเรียสูตรนํ้า RN402 
พัฒนาปรับปรุงการเตรียมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เพื่อลดตนทุนในการผลิต ลดปริมาณ

การใชหัวเช้ือ และยืดอายุการเก็บรักษาใหยาวนาน โดยคัดเลือกแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 จากขอ 
5.3.2 ที่มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงสุด โดยเพิ่มจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนจาก 109 เปน 
1012 CFU/มิลลิลิตร และชุดควบคุมคือ แบคทีเรียสูตรน้ําที่ไมเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย โดยนํา
แบคทีเรียสูตรน้ําเก็บรักษาในขวดพลาสติกฝาเกลียวขนาด 60 มิลลิลิตร ที่บรรจุแบคทีเรียสูตรน้ํา
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ  30 °ซ เปนเวลา 270 วัน เก็บตัวอยางทุก 30 วัน เพื่อวิเคราะห
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย และทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนตามวิธีที่ระบุ
ในขอ 5.3.1.1 และ 5.3.1.2 

 
5.3.5 ประเมินตนทุนเบื้องตนและคาใชจายเบ้ืองตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้าํ 
ประเมินตนทนุเบ้ืองตนและคาใชจายเบ้ืองตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา ปริมาตร 1 ลิตร 

โดยรายละเอียดดังตอไปนี้ ไดแก คาสารเคมี คาอุปกรณ คาไฟฟา เปนตน โดยเปรียบเทียบตนทุน
เบ้ืองตนระหวางสูตรด้ังเดิมในขอ 5.3.3 กบัสูตรปรับปรุงในขอ 5.3.4 

 5.3.6 พัฒนาวิธีการใชสูตรนํ้าของ RN402 ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีน 
5.3.6.1 เก็บตัวอยางดิน และวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน 

1)  เก็บตัวอยางดิน  
คัดเลือกดินที่มีความอุดมสมบูรณ โดยเลือกดินบริเวณขางสวนผลไม ต. บางเขน 

อ. เมือง จ. นนทบุรี เก็บจากผิวดินลึกลงไปประมาณ 10 ซม. ผ่ึงลมไวขามคืน นํามาบดและรอน
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ผานตะแกรงขนาดรู 1.18 มม. (เบอร16) ปรับสภาพความเปนกรดดางของดินเทา pH 7 โดยใชปูน
ขาว และบมดินไว 24 ชม. จากนั้นเก็บตัวอยางดินไวที่อุณหภูมิ 4๐ซ จนเร่ิมทําการทดลอง       

2)  วิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน 
วิเคราะหลักษณะเนื้อดิน ปริมาณความช้ืน ความจุสูงสุดในการอุมน้ํา คาความเปนกรด-

ดาง สภาพการนําไฟฟา ความสามารถในการแลกเปล่ียนประจุหรือไอออน สารอนิทรีย อินทรีย
คารบอน แมกนีเซียม แคลเซียม ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม โดยนําตัวอยางดินสง
ตรวจที่กลุมงานพัฒนาระบบตรวจสอบคุณภาพดินและน้าํ กลุมวิจยัเกษตรเคมี สํานกัวิจัยพัฒนา
ปจจัยการเกษตร กรมวิชาการเกษตรวิเคราะห 

5.3.6.2 ประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีนใน
ระบบนิเวศจําลองดิน 

เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 
วัน จากขอ 5.3.3 ในการยอยสลายไพรีนที่ปนเปอนในดิน โดยนําดินตัวอยางจากขอ 5.3.6.1 มา
สรางระบบนิเวศจําลองดินที่มีการปนเปอนดวยไพรีน และเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลาย
ไพรีนระหวางการเติมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่เตรียมใหม แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการ
เก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน และการไมเติมเชื้อแบคทีเรีย ที่มีผลกระทบตอการยอยไพรีนในระบบ
นิเวศจําลอง โดยระบบนิเวศจําลองดินนี้ประกอบดวย 4 ชุดทดลอง ไดแก 

1) ชุดทดลอง abiotic control  
สรางระบบนิเวศจําลอง โดยบรรจุดิน 6 กรัม ในขวดแกวฝาเกลียว (รูปที่ 5.2) นึ่ง

ฆาเช้ือที่ 121  C 30 นาที 3 คร้ัง  โดยระหวางการฆาเช้ือแตละคร้ัง ต้ังทิ้งไว 1 คืน จึงจะฆาเช้ือคร้ัง
ตอไป เพื่อกําจัดสปอรเชื้อราในดิน จากนั้นเติมดวยไพรีนที่ละลายในอะซิโตนใหมีความเขมขน
สุดทายในดินเปน 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดิน ต้ังทิ้งไว 1 คืนใหอะซิโตนระเหย ปรับอัตราสวน
ระหวาง คารบอน : ไนโตรเจน : ฟอสฟอรัส (C:N:P) ใหใกลเคียง 100 : 8 : 2 โดยเติมอาหารเหลว 
CFMM ปรับความช้ืนใหเปน 40% ของความจุสูงสุดในการอุมน้ําดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ  จากนั้น
ทุกๆ 7 วัน เติมน้ํากล่ันปลอดเชื้อใหเทากับน้ําหนักเร่ิมตนการทดลองเพื่อรักษาความช้ืน เก็บ
ตัวอยางดินทุก 2 สัปดาห นาน 8 สัปดาห โดยใชดิน 1 กรัม เพื่อวิเคราะหจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด 
และแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนตามวิธีที่ระบุในขอ 3.6 ใชดิน 1 กรัม ใชดิน 2 กรัม เพื่อวิเคราะห
ปริมาณไพรีนที่เหลืออยูโดยวิธีแกสโครมาโตรกราฟ (GC) ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.7 และในใชดิน 1 
กรัม ในการสกัดดีเอ็นเอจากดินตามวิธีที่ระบุในขอ 3.8  

2) ชุดทดลอง biostimulation 
สรางระบบนิเวศจําลองเชนเดียวกับวิธีที่ระบุในขอ 1 โดยใชดินไมผานการฆาเชื้อ

เติมสารสกัดจากยีสตความเขมขนสุดทายในดินเปน 200 มิลลิกรัม/ลิตร 
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3) ชุดทดลอง bioaugmentation I 
สรางระบบนิเวศจําลองเชนเดียวกับวิธีที่ระบุในขอ 1 โดยใชดินไมผานการฆาเชื้อ 

เติม แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ไมผานการเก็บรักษา โดยมีแบคทีเรียเร่ิมตน 108 CFU / กรัม ดิน  
4) ชุดทดลอง bioaugmentation II 
สรางระบบนิเวศจําลองเชนเดียวกับวิธีที่ระบุในขอ 1 โดยใชดินไมผานการฆาเชื้อ 

เติม แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน โดยมีแบคทีเรียเร่ิมตน 108 
CFU / กรัม ดิน 

 

 
รูปท่ี 5.2 ระบบนิเวศจาํลองดิน โดยบรรจดิุน 6 กรัม ในขวดแกวฝาเกลียว 

 
5.3.7 ตรวจติดตามการมีอยูของ  Pseudoxanthomonas sp. RN402 ในระบบนิเวศ

จําลองดินโดยวิธ ีPCR-DGGE 
นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากดินในขอ 5.3.6.2 จากชุดทดลอง biostimulation 

bioaugmentation I และ bioaugmentation II มาเพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA 
ของแบคทีเรียโดยใชไพรเมอร 341FGC (5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’) ซึ่งมี GC clamp  
(5’-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG-3’) เช่ือมตอบริเวณ 
5’ และ 520R (5'- ACCGCGGCTGCTGGC -3') (Muyzer และคณะ, 1993) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ
บริเวณ V-3 region ซึ่งผลิตภัณฑ PCR มีความยาวประมาณ 200 bp โดยที่ความเขมขนสุดทาย
ของสารแตละชนิดในปฏิกิริยา เปนดังนี้ สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ความเขมขน 4.0 
มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1xTaq DNA polymearase ปริมาณ 
2.5 หนวย สารละลายไพรเมอร ความเขมขน 20 พิโคโมล ดีเอ็นเอแมแบบ ประมาณ 300 ng ปรับ
ปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดมีปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขา
กัน หลังจากนั้นทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal 
Cycler) โดยมีโปรแกรมดังนี้  
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1. Initial denaturation step  อุณหภูมิ 94๐ซ เวลา 5 นาท ี
2. Touchdown program จํานวน 20 รอบ 

2.1 Denaturation step  อุณหภูมิ 94๐ซ เวลา 1 นาท ี
2.2 Annealing step    อุณหภูมิ 65๐ซ เวลา 1 นาที  
     (อุณหภูมิลดลงทีละ 0.5๐ซ ในแตละรอบ จนถึง 55๐ซ) 
2.3 Extension step   อุณหภูมิ 72๐ซ เวลา 2 นาท ี

3. Denaturation step   อุณหภูมิ 94๐ซ เวลา 1 นาท ี
4. Annealing step   อุณหภูมิ 55๐ซ เวลา 1 นาท ี
5. Extension step   อุณหภูมิ 72๐ซ เวลา 2 นาท ี
6. ทําข้ันตอนที่ 3-5 จํานวน 20 รอบ 
7. Final extension   อุณหภูมิ 72๐ซ เวลา 7 นาท ี

จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดยใชอะกาโรส
เจลเขมขน 2% ในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอโดยการเปรียบเทยีบ
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  

นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดวิเคราะหการมีอยูของ RN402 ในโครงสรางประชาคมแบคทีเรีย
ของระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี DGGE ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.9 

 
5.3.8  ตรวจติดตามการมีอยูของยีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนส

ในระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี PCR 
นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 5.3.6.2 ทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชสวนผสมของสาร

ในปฏิกิริยาและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่มียีนเปาหมายเปนยีน nidA โดยใชไพรเมอร nidAF 
5’-ATCTTCGGGCGCGGCTGGGTGTTTCTCGG-3’ และ nidAR 5’- AATTGTCGGCGGCTG 
TCTTCCAGTTCGC-3’ (Khan และคณะ 2001) ซึ่งผลิตภัณฑ PCR มีความยาวประมาณ 508 
bp โดยที่ความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยาเปนดังนี้ สารละลาย MgCl2 ความ
เขมขน 4.0 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1xTaq DNA 
polymearase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอร ความเขมขน 20 พิโคโมล ดีเอ็นเอแมแบบ 
ประมาณ 300 ng ปรับปริมาตรน้ําดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดมีปริมาตร 
30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน หลังจากนั้นทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอ โดยมีโปรแกรมดังนี้  

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
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 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 65°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดย    ใชอะกา
โรสเจลเขมขน 2% ในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอโดยการ
เปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  

 
5.3.9  ตรวจนับจํานวนแบคทีเรียท่ีมยีีน nidA ที่ประมวลรหสัเอนไซมไดออกซิจีเน

สดวยวิธ ีreal-time qPCR  
5.3.9.1 ออกแบบไพรเมอรและทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรสําหรับ real-

time qPCR  
การออกแบบไพรเมอรใหเหมาะสําหรับวธิ ี real-time qPCR โดยใชโปรแกรม FastPCR 

version 5.1.70  ซึ่งออกแบบจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nidA จาก Pseudoxanthomonas 
sp. RN402 (GenBank accession no. FJ032197)  โดยลําดับนวิคลีโอไทดของไพรเมอรมีดังนี้ 
nidA402F 5’-ACGTTCTACCTCGACCTCATTGC-3’ และ nidA402R 5’-
GTTCTGCAGCGAGATTTCCGCTG-3’ ซึ่งผลิตภัณฑ PCR มีความยาวประมาณ 222 bp  การ
ทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร nidA402F และ nidA402R ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใช
ดีเอ็นเอแมแบบจากแบคทีเรียดังนี ้ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ที่มียนี nidA 
Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 ที่มียนี arh (Kouzuma และคณะ, 2006) Novosphingobium 
aromaticivorans sp. สายพันธุ F199 ทีม่ียีน bph (Romine และคณะ, 1999) Sphingobium sp. 
สายพนัธุ P2 ที่มียนี bph (Pinyakong และคณะ, 2000) และ Acinetobacter sp. สายพนัธุ R2 ที่
มียีน alkM (Tathong และคณะ, 2008) โดยใชสวนผสมของสารในปฏิกิริยาเปนดังนี้ สารละลาย 
MgCl2 ความเขมขน  2.0 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1xTaq 
DNA polymearase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอร ความเขมขน 20 พิโคโมล ดีเอ็นเอ
แมแบบ ประมาณ 300 ng ปรับปริมาตรน้ําดวยน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ รวมสวนผสมทัง้หมดมี
ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั หลังจากนั้นทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเคร่ืองเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอ โดยมีโปรแกรมดังนี ้ 
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1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 60.5°ซ เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 10 นาที 

จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดย    ใชอะกา
โรสเจลเขมขน 2% ในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอโดยการ
เปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  

นอกจากนีย้ังทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรบนเคร่ืองคอมพิวเตอร (in silico) โดย
เปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรกับขอมูลทีม่ีในฐานขอมลู GenBank โดยใชโปรแกรม 
BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

5.3.9.2 เตรียมดีเอ็นมาตรฐานสําหรับ real-time qPCR 
นําดินจากขอ 5.3.6.1 ปริมาณ 9 กรัม ใสลงหลอดทดลองที่ปลอดเช้ือ เติมดวยแบคทีเรีย

สูตรน้ํา RN402 จากขอ 5.3.3 ที่ทราบปริมาณเชื้อเร่ิมตน 1± 1.18 × 1013 MPN/มิลลิลิตร ผสมให
เขากันดวยเคร่ืองผสมสาร แลวบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําดิน 1 กรัม เพื่อสกัด
ดีเอ็นเอและทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์โดยใชตามวิธีที่ระบุในขอ 3.8 โดยใหปริมาณสุดทายของดีเอ็นเอ
ที่ละลายในสารละลาย TE เทากับ 40 ไมโครลิตร นําดีเอ็นเอที่สกัดไดเจือจาง 10 เทา ดวยน้ํา
ปลอดประจุปลอดเช้ือ โดยปเปตดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร ใสในน้ําปลอดประจุ TE 18 ไมโครลิตร  ใหมี
ความเขมขนอยูในชวง 1± 1.18 × 104 to 1± 1.18 × 1012 MPN/กรัม ดิน นําดีเอ็นเอเจือจางที่ความ
เขมขนตางๆ มาใชเปนดีเอ็นเอแมแบบสําหรับ real-time qPCR เพื่อสรางกราฟมาตรฐานระหวาง
คา cycle threshold (Ct) และปริมาณเชื้อ (log MPN/กรัม ดิน)  

5.3.9.3 การตรวจนับจํานวนแบคทีเรียท่ีมียีน nidA ดวยวิธี real-time qPCR  
การตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA จากดินตัวอยางในระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี 

real-time qPCR โดยนําตัวอยางดีเอ็นเอจากขอ 5.3.6.2 ซึ่งประกอบดวยดีเอ็นเอจากชุดทดลอง 
biostimulation ชุดทดลอง bioaugmentation I และ ชุดทดลอง bioaugmentation II เพื่อใชเปนดี
เอ็นเอแมแบบ โดยใชสวนผสมของสารในปฏิกิริยาเปนดังนี้ 1x Maxima™ SYBR Green qPCR 
Master Mix (Fermentas) สารละลายไพรเมอร ความเขมขน 0.3 ไมโครโมล ดีเอ็นเอแมแบบ 2 
ไมโครลิตร ปรับปริมาตรน้ําดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดมีปริมาตร 25 
ไมโครลิตร หลังจากนั้นทําปฏิกิ ริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอซ่ึง
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ประกอบดวย MiniOpticon Real-Time PCR detector (Bio-Rad) ประมวลผลโดยโปรแกรม MJ 
Opticon Monitor Analysis Software version 3.1 (Bio-Rad) โดยมีโปรแกรมดังนี้  

1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 95°ซ  เปนเวลา 10 นาที 
 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 65°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 40 รอบ 
6. Melting curve analysis ที่อุณหภูมิ 65-95°ซ 

  (โดยอานสัญญาณตามอุณหภูมิเพิม่ข้ึนทลีะ 0.5๐ซ ทุกๆ 10 วินาท ีจนถงึ 95๐ซ) 

การแปลผลจํานวนแบคทีเรียที่มียนี nidA ทําโดยเปรียบเทียบคา Ct ของตัวอยางดินกับ
กราฟมาตรฐานระหวางคา Ct และปริมาณเช้ือ (log MPN/กรัม ดิน)  (ภาคผนวก ฉ) 

5.4 ผลการทดลอง 
5.4.1 การคัดเลือกสารละลายทีเ่หมาะสมสาํหรับแขวนลอยเซลล 

 ผลจากการคัดเลือกสารละลายทีเ่หมาะสมสําหรับแขวนลอยเซลล เพื่อเปนสารละลาย

พื้นฐานสาํหรับการพัฒนาวิธีการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 โดยเลือกใชสารละลายดังตอไปนี ้
อาหารเหลว CFMM pH 7 อาหารเหลว 0.1xLB อาหารเหลว CFMM ที่เติมโซเดียมอะซิเตท 0.25 
% (w/v) และสารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟสบัฟเฟอร (PB) ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 6.5 ให
มีแบคทีเรีย 109 CFU/มิลลิลิตร เก็บรักษาแบคทีเรียแขวนลอยที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 
30 วัน จากผลการทดลองพบวา การเตรียมแบคทีเรียแขวนลอยในสารละลาย PB มีเปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตของแบคทีเรียสูงที่สุด เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน เทากบั 91 และ 
90 % ตามลําดับ และมีประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนมากกวา 90% จากความเขมขนไพรีน
เร่ิมตน 100 มก/ลิตร ในอาหารเหลว CFMM 5 มิลลิลิตร เปนเวลา 9 วัน ดังแสดงในตารางที่ 5.2 
เมื่อวิเคราะหผลการทดลองทางสถิติ พบวาเปอรเซน็ตการรอดชีวิตของแบคทีเรียในสารละลายทั้ง 
4 ชนิด ซึ่งผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน ไมมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ (P>0.05) แต
เมื่อพิจารณาจากวธิีการเตรียมและราคาตนทนุพบวา สารละลาย PB มีราคาตนทนุตํ่าที่สุด และ
งายตอการเตรียม ทําใหสารละลาย PB ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 6.5 เปนสารละลายที่
เหมาะสมสําหรับแขวนลอยเซลลเพื่อใชในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้าํในขอ 5.3.2  
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ตารางที่ 5.2 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียและประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนของ

แบคทีเรียแขวนลอยที่ผานการเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วนั  

สารละลาย 4°ซ  30°ซ 

  

เปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตของ
แบคทีเรีย 

ประสิทธิภาพใน
การยอยสลาย
ไพรีน(%) 

 เปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตของ
แบคทีเรีย 

ประสิทธิภาพในการ
ยอยสลายไพรีน(%) 

CFMM 
CFMM+0.25%(w/v) ของ
โซเดียมอะซิเตท  
0.1xLB 
PB 

88.77±1.96a 
87.91±0.83 a 

 
88.47±2.12 a 
91.34±0.97 a 

99.90±0.11 a 
88.38±19.82 a 

 
97.49±2.99 a 
91.89±10.61 a 

 86.21±0.03 a 
78.12±0.90 b 

 
80.44±0.97 b 
90.41±1.54 a 

99.97±0.02 a 
99.86±0.11 a 

 
99.46±0.12 a 
93.99±9.22 a 

หมายเหตุ a b แสดงความแตกตางทางสถติิอยางมนีัยสําคัญ ทดสอบโดย DMRT (P<0.05) 
 

5.4.2 การพัฒนาแบคทีเรียสูตรน้ําโดยการเติมสารรกัษาสภาพจุลนิทรีย 
เม่ือนําแบคทีเรียแขวนลอยในสารละลาย PB ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 6.5 เติมดวย

สารรักษาสภาพจุลินทรีย ไดแก แลกโทส ทรีฮาโลส กลูโคส ซอรบิทอล กลีเซอรอล PEG ไกลซีน 
และ โปรลีน ที่ความเขมขนตางๆ เพื่อผลิตเปนแบคทีเรียสูตรน้ําแบบตางๆ และพิจารณาผลของ
การเติมสารรักษาสภาพจุลินทรียตอการเพิ่มเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย โดยเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมคือแบคทีเรียแขวนลอยที่ไมมีการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย จากผลการทดลอง
การเก็บรักษาแบคทีเรียสูตรน้ําที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน พบวา พบวา การเติมซอร
บิทอล 1% กลีเซอรอล 1 และ 5%  PEG 1% และ ทรีฮาโลส 1  5  และ 10%  สามารถเพิ่ม
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งมากกวาเปอรเซ็นตการรอด
ชีวิตของแบคทีเรียในชุดควบคุมที่ไมมีเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย  และพบวา การเติมกลีเซอรอล 
1 % และ PEG 5% ลงในแบคทีเรียแขวนลอย ที่ผานการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 °ซ เปนเวลา 30 วัน 
ทําใหมีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงสุดอยางมีนัยสําคัญ เทากับ 95.58 ± 3.04 และ 
94.62 ± 1.86 % จากปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตน 109 CFU/มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 5.3 และ
พบวามีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายไพรีน แตเมื่อพิจารณาจากราคาตนทุนการผลิต พบวา
การเตรียมกลีเซอรอลมีราคาถูกกวา PEG และยังใชสารปริมาณนอยกวา จึงทําใหกลีเซอรอล 1 % 
เปนสารรักษาสภาพจุลินทรียที่ดีที่สุดในงานวิจัยนี้ ดังนั้นวิธีที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมแบคทีเรีย
สูตรน้ํา RN402 ประกอบดวยสารละลาย PB 0.05 โมลาร pH 6.5  ที่เติมกลีเซอรอล 1 % และ
แบคทีเรีย RN402 ความเขมขน  109 CFU/มิลลิลิตร จากนั้นนําแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ไดนี้ไป
ทดสอบการเก็บรักษาในระยะยาวตอไป  
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ตารางที่ 5.3 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียแขวนลอยที่มีการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย
ชนิดตางๆ ที่ผานการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน 

 สารรักษาสภาพจุลินทรีย ความเขมขน % (v/w) เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย 

4 °ซ 30 °ซ 

ชุดควบคุม (PB) 
ซอรบิทอล  
 
กลูโคส 
 
แลกโทส 
 
 
ทรีฮาโลส  
 
 
กลีเซอรอล  
 
PEG  
 
ไกลซีน 
 
โปรลีน 

- 
1 
5 
1 
5 
1 
5 

10 
1 
5 

10 
1 
5 
1 
5 
1 
5 
1 
5 

91.36 ± 7.97ab 
91.08 ± 3.73ab 
86.23 ± 1.42 bc 
80.47 ± 2.35 f 
72.47 ± 3.80f 
86.58 ± 1.73 cd 
80.57 ± 2.26 de 
78.56 ± 1.49 de 
89.51 ± 0.14 bc 
87.50 ± 1.82 bc 
90.40 ± 1.32 cd 
94.62 ± 1.86 a 
90.67 ± 0.39 bc 
93.80 ± 7.66 ab 
95.58 ± 3.04 a 
65.51 ± 1.34 ef 
69.54 ± 4.47 f 
87.32 ± 2.70 bcd 
86.45 ± 1.24 cd 

86.19 ± 2.36 ab 
74.48 ± 0.29 bcde 
72.07 ± 2.05 bcde 
74.01 ± 3.23 g 
68.81 ± 2.18 g 
75.38 ± 3.72 cde 
70.62 ± 2.79f 
77.16 ± 3.79 ef  
78.87 ± 2.82 cde 
79.52 ± 3.37 abc 
69.83 ± 2.00 ef 
88.44 ± 1.22a 
75.94 ± 1.99 abcd 
81.07 ± 0.69 abc 
76.06 ± 3.83 abc 
54.14 ± 4.63 g 
57.33 ± 3.03 g 
71.96 ± 3.94 cde 
65.13 ± 2.18 cde 

หมายเหตุ a b c แสดงความแตกตางทางสถิติอยางมีนยัสําคัญ ทดสอบโดย DMRT (P<0.05) 

 
5.4.3 การทดสอบระยะเวลาการเก็บรักษา 
นําแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงสุดจากขอ 5.4.2 

โดยคัดเลือกแบคทีเรียสูตรน้ําที่เตรียมจากสารละลาย PB 0.05 โมลาร pH 6.5  ที่เติมกลีเซอรอล 1 
% และแบคทีเรีย RN402 ความเขมขน  109 CFU/มิลลิลิตร เพื่อทดสอบระยะเวลาการเก็บรักษา
แบคทีเรียสูตรน้ํา ที่อุณหภูมิ 4 และ 30°ซ เปนเวลา 180 วัน  และศึกษาผลของการเติมสารรักษา
สภาพจุลินทรียในการเก็บรักษาในระยะยาวโดยเปรียบเทียบระหวางแบคทีเรียสูตรน้ําที่เติมสาร

รักษาสภาพจุลินทรียกับแบคทีเรียสูตรน้ําที่ไมเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย (ชุดควบคุม) จากผล
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การทดลองหลังผานการเก็บรักษาเปนเวลา 180 วัน พบวา แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่เติมกลี-    
เซอรอล 1 % มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียและประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน เทากับ  
80% และ 75% ตามลําดับ เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 4°ซ และมีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียและ
ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน เทากับ 75% และ 70% ตามลําดับ เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 30°ซ โดย
มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียมากกวาชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) ดังแสดงใน
รูปที่ 5.3 และ 5.4 ในขณะที่ชุดควบคุมสามารถตรวจวัดเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียและ
ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ําที่เก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ เทานั้น โดยมี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียและประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา 
เทากับ 70% และ 70% ตามลําดับ เนื่องจากการเก็บแบคทีเรียสูตรน้ําที่เก็บที่อุณหภูมิ 30 °ซ มี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียเทากับ 60% ซึ่งนอยกวาปริมาณเชื้อเร่ิมตนสําหรับการ
ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน จากผลการทดลองช้ีใหเห็นวาการเติมกลีเซอรอล 1 % 
ในแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 สามารถยืดอายุการเปนรักษาแบคทีเรียมีชีวิตได แตเนื่องจากจํานวน
แบคทีเรียมีชีวิตของวันที่ 180 มีปริมาณเทากับ 106 CFU/มิลลิลิตร จึงตองใชแบคทีเรียสูตรน้ํา
จํานวนมากจึงจะพอเพียงกับการประยุกตใชในการบําบัดสารพิษ ดังนั้นในการทดลองขอ 5.3.4 จะ
เปนการพัฒนาปรับปรุงการเตรียมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 โดยเพิ่มจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตน เพื่อ
ลดตนทุนในการผลิต ลดปริมาณการใชหัวเชื้อ และยืดอายุการเก็บรักษาใหยาวนาน 

 

 

รูปที่ 5.3 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการเก็บรักษาที่ 4 และ 30 °
ซ เปนเวลา 30 วัน 

4oซ 30oซ 

a b 
b c 
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รูปที่ 5.4 ประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการเก็บรักษาที่ 
4 และ 30 °ซ เปนเวลา 180 วัน โดยหัวเช้ือเร่ิม 106 CFU/มิลลิลิตร ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 100 
มิลลิกรัม/ลิตร ในอาหารเหลว CFMM 5 มิลลิลิตร เขยาที่ 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปน
เวลา 9 วัน 

5.4.4 การพฒันาปรับปรงุการเตรยีมแบคทีเรียสูตรน้ํา Pseudoxanthomonas sp. 
RN402 

พัฒนาปรับปรุงการเตรียมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เพื่อลดตนทุนในการผลิต ลดปริมาณ
การใชหัวเช้ือ และยืดอายุการเก็บรักษาใหยาวนาน โดยคัดเลือกแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 จากขอ 
5.3.2 ที่มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงสุด โดยเพิ่มใหมีจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนจาก 109 
เปน 1012 CFU/มิลลิลิตร โดยชุดควบคุมคือ แบคทีเรียสูตรน้ําที่ไมเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย 
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ  30 °ซ และเก็บตัวอยางทุกๆ 30 วัน เปนเวลา 270 วัน พบวา เปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตของแบคทีเรียของแบคทีเรียสายพันธุ RN402 ในแบคทีเรียสูตรน้ําเทากับ 66 % หรือ
ประมาณ 108 CFU/มิลลิลิตร ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมเติมกลีเซอรอล พบวาเปอรเซ็นตการรอด
ชีวิตของแบคทีเรียสายพันธุ RN402 ในแบคทีเรียสูตรน้ําเทากับ 55 % หรือประมาณ 106 CFU/
มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 5.4 และรูปที่ 5.5  นอกจากนี้ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยอย
สลายไพรีนไดเพียงแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่มีเติมกลีเซอรอล พบวา ประสิทธิภาพการยอย
สลายไพรีนที่ความเขมขน 100 มิลลิกรัม/ลิตร ในระยะเวลา 9 วัน เทากับ 10% ซึ่งแสดงผลการ
ทดลองแสดงในตารางที่ 5.5 และรูปที่ 5.6  

a a 

4oซ 30oซ 

a 

b 
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   เมื่อเปรียบเทียบผลของเปอรเซ็นตของแบคทีเรียสูตรน้ําชุดด้ังเดิม (หัวเช้ือเร่ิมตน 109 
CFU/มิลลิลิตร) เมื่อผานการเก็บรักษาเปนเวลา 180 วัน ในสภาวะการเก็บรักษาเชนเดียวกัน 
พบวาเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย RN402 เหลืออยู 4.23 x 106 CFU/มิลลิลิตร ซึ่งนอย
กวาแบคทีเรียสูตรน้ําชุดปรับปรุงแลวถึง 1000 เทา จากประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของ

แบคทีเรียสูตรน้ํา ซึ่งจากผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหวาแบคทีเรียสูตรน้ําชุดปรับปรุงมีอายุการ
เก็บรักษาเทากับ 180 วัน และยังคงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนเทากับ 70% 
 
ตารางที่ 5.4 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถูกเก็บที่อุณหภูมิ 30 Oซ 
เปนเวลา 270 วัน ที่จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 1012 CFU/มิลลิลิตร ในสารละลาย PB  ที่มีเติม
กลีเซอรอลเทากับ 1% โดยชุดควบคุมสารละลาย PB  ไมเติมกลีเซอรอล 

ระยะเวลา 
(วัน) 

เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย  จํานวนแบคทีเรียที่รอดชีวิต (CFU/มิลลิลิตร) 
ชุดควบคุม (PB) PB + 1% กลีเซอรอล  ชุดควบคุม (PB) PB + 1% กลีเซอรอล 

0 100.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00  1.35 × 1012 1.01 × 1012 
30 90.49 ± 1.49 91.80 ± 2.16  8.70 × 1010 1.99 × 1011 
60 82.79 ± 1.43 86.66 ± 1.93  1.06 × 1010 3.57 × 1010 
90 79.85 ± 1.62 85.77 ± 0.65  4.67 × 109 2.83 × 1010 
120 71.47 ± 1.56 81.61 ± 1.81  5.17 × 108 8.33 × 109 
150 67.66 ± 1.91 78.95 ± 1.31  1.57 × 108 4.00 × 109 
180 62.81 ± 1.18 74.80 ± 1.12  3.67 ×  107 1.17 × 109 
270 55.03 ± 1.36 66.69 ± 0.71  4.67 × 106 1.20 × 108 

 

 
รูปที่ 5.5 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถูกเก็บที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปน
เวลา 270 วันที่จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 1012 CFU/มิลลิลิตร ในสารละลาย PB  ที่มีเติมกลี
เซอรอลเทากับ 1% โดยชุดควบคุมสารละลาย PB ไมเติมกลีเซอรอล  
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ตารางที่ 5.5 ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถูกเก็บรักษาที่
ระยะเวลาตางๆ โดยหัวเช้ือเร่ิม 106 CFU/มิลลิลิตร ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 100 มิลลิกรัม/ลิตร 
ในอาหารเหลว CFMM 5 มิลลิลิตร เขยาที่ 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 9 วัน 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน (%) 
ชุดควบคุม (PB) PB + 1% กลีเซอรอล 

0 72.06 ± 5.69 74.61 ± 14.10 
30 97.90 ± 0.21 97.96 ± 0.19 
60 97.27 ± 0.30 98.54 ± 0.30 
90 97.43 ± 0.55 98.05 ± 0.70 

120 98.53 ± 0.71 98.62 ± 0.55 
150 81.46 ± 4.80 78.53 ± 8.83 
180 70.70 ± 7.12 71.80 ± 7.34 
270                 - 10.38 ± 0.98 

 

 
รูปที่ 5.6 ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถูกเก็บรักษาที่

ระยะเวลาตางๆ โดยหัวเช้ือเร่ิม 106 CFU/มิลลิลิตร ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 100 มิลลิกรัม/ลิตร 
ในอาหารเหลว CFMM 5 มิลลิลิตร เขยาที่ 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 9 วัน 

 
5.4.5 ประเมินตนทุนเบื้องตนและคาใชจายเบื้องตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา 

ประเมินตนทนุเบ้ืองตนและคาใชจายเบ้ืองตนในการผลติแบคทีเรียสูตรน้ํา ปริมาตร 1 ลิตร โดย
เปรียบเทยีบตนทนุเบ้ืองตนระหวางชุดด้ังเดิม (จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตน 109 CFU/มลิลิลิตร) กับชุด
ปรับปรุง (จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตน 1012 CFU/มิลลิลิตร) เทากับ 50.26 และ 62.88 บาท/ลิตร 
แบคทีเรียสูตรน้ํา รายละเอียดดังในตารางที่ 5.6
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ตารางที่ 5.6 ประเมินตนทนุเบื้องตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 
ขั้นตอน รายการ ปริมาณ หนวย ตนทุน/หนวย รวมตนทุน (บาท) 

(บาท) ชุดดั้งเดิม ชุดปรับปรุง 

ขั้นตอนการเตรียมหัวเชื้อ สารเคม ี      
    โซเดียมคลอไรด (NaCl) 0.1 กรัม 0.22 0.02 0.04 
    สารสกัดจากยีสต (yeast extract) 0.1 กรัม 2 0.20 0.40 
    ทริปโตน (tryptone) 2 กรัม 5.2 10.40 20.80 
    น้ํากลั่น 1997.8 มิลลิลิตร 0.001 2.00 4.00 

 รวมคาใชจายสารเคมี    12.62 25.24 
 คาไฟฟา      
    Incubator  0.384 กิโลวัตต*ชม. 2.5 0.96 0.96 

 รวมคาใชคาไฟฟา    0.96 0.96 

 รวมตนทุนขั้นตอนการเตรียมหัวเชื้อ    13.58 26.20 

ขั้นตอนการผลิตแบคทีเรยีสูตรน้ํา สารเคม ี      
   ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 0.261 กรัม 1.6 0.42 0.42 
   โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.475 กรัม 1.6 0.76 0.76 
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ขั้นตอน รายการ ปริมาณ หนวย ตนทุน/หนวย รวมตนทุน (บาท) 

(บาท) ชุดดั้งเดิม ชุดปรับปรุง 

    น้ํากลั่น 999.264 มิลลิลิตร 0.001 1.00 1.00 
   กลีเซอรอล (glycerol) 10 มิลลิลิตร 1.2 12.00 12.00 

 รวมคาใชจายสารเคมี    14.18 14.18 
 คาบรรจุภณัฑ      
   ขวดพลาสติก 25 ขวด 0.9 22.50 22.50 

 รวมคาบรรจุภัณฑ    22.50 22.50 

 รวมตนทุนขั้นตอนการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา    36.68 36.68 
  รวมตนทุน       50.26 62.88 
ที่มา: 2554 
หมายเหตุ  สูตรดั้งเดิม คือแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึง่ประกอบดวยสารละลาย PB 0.05 โมลาร pH 6.5  ที่เติมกลีเซอรอล 1 % และแบคทีเรีย RN402 ความ
เขมขน  109 CFU/มิลลิลิตร 
 สูตรปรับปรุง คือแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งประกอบดวยสารละลาย PB 0.05 โมลาร pH 6.5  ที่เติมกลีเซอรอล 1 % และแบคทีเรีย RN402 ความ
เขมขน  1012 CFU/มิลลิลิตร
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5.4.6 การวิเคราะหสมบติัทางฟสิกสและเคมีของดิน 
จากผลการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดินบริเวณขางสวนผลไม ต. บางเขน อ. 

เมือง จ. นนทบุรี โดยสงตัวอยางดินเพื่อตรวจวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดินที่กลุมงาน
พัฒนาระบบตรวจสอบคุณภาพดินและน้ํา กลุมวิจัยเกษตรเคมี สํานักวิจัยพัฒนาปจจัยการเกษตร 
กรมวิชาการเกษตร ไดผลการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน ดังแสดงในตารางที่ 5.7 
โดยมีอัตราสวนของ C: N: P ของตัวอยางดินนนทบุรี เทากับ 92: 8: 2 จากการตรวจวัดคา pH ของ
ดินเทากับ 4.4 แสดงวาดินมีความเปนกรด ดังนั้นกอนนําดินมาทดลองจึงตองเติมปูนขาวเพื่อปรับ
คา pH ใหเทา 7 นอกจากนี้วิเคราะหการปนเปอนไพรีนของตัวอยางดินดวยเคร่ือง GC-FID ไมพบ
การปนเปอนไพรีนในดินตัวอยาง วิเคราะหจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด เทากับ 4.65 × 108 MPN/กรัม 
ดิน จํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน เทา 1.45 × 105 MPN/กรัม ดิน 

 
ตารางที ่5.7  ผลการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน 

พารามิเตอร ผลการวิเคราะห 
ลักษณะเนื้อดิน ดินรวนเหนียว 
ปริมาณความช้ืน (%) 7.64 
ความจุสูงสุดในการอุมน้ํา (%) 64.75 
ความเปนกรดดาง 4.4 
สภาพการนําไฟฟา (dS/m) 0.100 
อินทรียคารบอน (%) 2.755 
ไนโตรเจน (%) 0.238 
ฟอสฟอรัส (มิลลิกรัม/ลิตร) 6 
โพแทสเซยีม (มิลลิกรัม/ลิตร) 162 

ที่มา: กลุมงานพัฒนาระบบตรวจสอบคุณภาพดินและน้าํ กลุมวิจยัเกษตรเคมี สํานกัวิจัยพัฒนา
ปจจัยการผลิตทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร 

 
5.4.7 การประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีนใน

ระบบนิเวศจําลองดิน 
จากประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีน เพื่อทดสอบ

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในยอยสลายไพรีนที่ปนเปอนในดิน โดยสรางระบบ
นิเวศจําลองดิน จํานวน 6 กรัม เติมไพรีนในอะซิโตนใหมีความเขมขนสุดทายในดินเปน 300 
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มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดิน ในการทดลองนี้ประกอบดวย 4 ชุดทดลอง ไดแก ชุดทดลอง abiotic 
control ชุดทดลอง biostimulation (เติมสารสกัดจากยีสต) ชุดทดลอง bioaugmentation I (เติม
แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402) และ ชุดทดลอง bioaugmentation II (เติมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่
ผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน) จากผลการทดลองพบวา ไมสามารถตรวจพบไพรีนที่เหลืออยู
ในชุดทดลอง bioaugmentation II หลังจากผานการบมเปนเวลา 4 สัปดาห ในขณะที่ชุดทดลอง 
bioaugmentation I มีปริมาณไพรีนที่เหลืออยู 23.75 % จากความเขมขนของไพรีนเร่ิมตน 300 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดิน และไพรีนลดลงเพียงเล็กนอยในชุดทดลอง biostimulation คือมีปริมาณ
ไพรีนที่เหลืออยู 76.47 % และในชุดทดลอง abiotic control มีปริมาณไพรีนที่เหลืออยูมากกวา 90 
% ดังแสดงในรูปที่ 5.7  ดวยเปอรเซ็นตของปริมาณของไพรีนที่ไดจากการสกัด เทากับ 99.37 % ± 
32.18 (ภาคผนวก ค.)จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการลดลงของไพรีนของชุดทดลอง 
bioaugmentation I  และ bioaugmentation II มาจากกิจกรรมการยอยสลายของแบคทีเรีย ซึ่ง
สอดคลองกับผลการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดและแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนตลอดการ

ทดลอง 4 สัปดาห พบวา แบคทีเรียทั้งหมดและแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนของชุดทดลอง 
bioaugmentation I และ II มีแนวโนมเพิ่มข้ึนอยางใกลเคียงกัน เชนเดียวกับชุดทดลอง 
biostimulation มีจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนเพิ่มข้ึนจาก 5 เปน 7 log MPN/กรัม ดิน แสดง
ใหวาแบคทีเรียด้ังเดิมในดินสามารถปรับตัวและมีความสามารถยอยสลายไพรีน ซึ่งสอดคลองกับ
การคอยๆลดลงอยางตอเนื่องของไพรีนในสัปดาหที่ 2 และ 4 ของชุดทดลอง biostimulation 
ในขณะที่ชุดทดลอง abiotic control ไมมีการตรวจพบแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนตลอดทั้ง 4 
สัปดาห ดังแสดงในรูปที่ 5.7  และตารางที่ 5.8 จากผลการทดลองแสดงใหวาแบคทีเรียสูตรน้ํา 
RN402 มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายไพรีนในดิน และมีประสิทธิภาพสูงกวาการใชวิธีกระตุน
การเจริญของจุลินทรียด้ังเดิมที่อยูในดิน 

 
 

รูปที่ 5.7 ปริมาณไพรีนที่เหลือยูจากการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในระบบ
นิเวศจําลองดิน ที่ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดิน 
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ตารางที่ 5.8 แบคทีเรียทั้งหมดและแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน 
ชุดทดลอง แบคทีเรียท้ังหมด 

(log MPN/กรัม ดิน) 
 แบคทีเรียท่ียอยสลายไพรีน 

(log MPN/กรัม ดิน) 
เวลา (สัปดาห) เวลา (สัปดาห) 

0 2 4  0 2 4 

abiotic control 0 ± 0.00 0 ± 0.00 3.72 ± 1.84  0 ± 0.00 0 ± 0.00 0 ± 0.00 

biostimulation 8.67 ± 0.00 7.76 ± 0.34 8.50 ± 0.53  5.10 ± 0.07 6.92 ± 0.68 7.87 ± 0.21 

bioaugmentation I 8.84 ± 0.23 9.18 ± 0.55 9.91 ± 0.21  8.94 ± 0.07 8.83 ± 0.15 9.77 ± 0.27 

bioaugmentation II 8.82 ± 0.76 9.23 ± 0.76 9.85 ± 0.21  8.70 ± 0.12 9.17 ± 0.16 9.66 ± 0.29 

 
5.4.8  การตรวจติดตามการมีอยูของ Pseudoxanthomonas sp. RN402 ในระบบ

นิเวศจําลองดินโดยวิธี PCR-DGGE  
จากการตรวจติดตามการมีอยูของ Pseudoxanthomonas sp. RN402 ในระบบนิเวศ

จําลองดินโดยวิธี PCR-DGGE ซึ่งประกอบดวย 3 ชุดทดลอง ไดแก ชุดทดลอง biostimulation 
เพื่อตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจําลองดิน ชุด
ทดลอง bioaugmentation I และ ชุดทดลอง bioaugmentation II เพื่อตรวจติดตามการมีอยู และ
บทบาทในการยอยสลายไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน โดยนําดีเอ็นเอที่สกัดจากดินจากระบบ
นิเวศจําลองดินในสัปดาหที่ 0 2 และ 4 และนํามาเพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA 
ของแบคทีเรียโดยใชคูไพรเมอร 341F GC clamp  และ 520R (Muyzer และคณะ, 1993) นํามา
ตรวจติดตามโครงสรางประชาคมแบคทีเรียดวยวิธี DGGE โดยพอลิอะคริลาไมดเจลที่มีเกรเดีย
นทของความเขมขน denaturant 30% – 70% จากผลการทดลอง พบวา จากโครงสรางประชาคม
แบคทีเรียที่เกิดข้ึนจากระบบนิเวศจําลองดิน มีแถบดีเอ็นเดนของ RN402 อยูตลอดชวงการทดลอง
ในชุดทดลอง bioaugmentation I และ II  ดังแสดงในรูปที่ 5.8 ซึ่งแสดงใหเห็นวา RN402 เปน
ประชากรหลักในโครงสรางประชาคมแบคทีเรีย และเปนแบคทีเรียที่มีบทบาทตอการยอยสลาย
ไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน ซึ่งสอดคลองกับการเพิ่มข้ึนของจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน
ในชุดทดลอง bioaugmentation I และ II  ดังแสดงในตารางที่ 5.8 นอกจากนี้ในโครงสราง

ประชาคมแบคทีเรียของชุดทดลอง biostimulation ชุดทดลอง bioaugmentation I และ II  ยังพบ
แถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียด้ังเดิมในสัปดาหที่ 2 และ 4 ของทุกชุดทดลอง แสดงใหวาแบคทีเรีย
ด้ังเดิมในดินสามารถปรับตัวและมีความสามารถยอยสลายไพรีนหรือสามารถใชไพรีนเปนแหลง
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คารบอนและแหลงพลังงานได อยางไรก็ตามจากผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวา
การเติมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน 

 

 

รูปที่ 5.8  โครงสรางประชาคมแบคทีเรียโดยวิธี DGGE จากระบบนิเวศจําลองดิน ประกอบดวย  3 
ชุดทดลอง ไดแก ชุดทดลอง biostimulation ชุดทดลอง bioaugmentation I และ ชุดทดลอง 
bioaugmentation II  โดยเก็บตัวอยางในสัปดาหที่ 0 2 และ 4 ชองวิ่งที่ M :   แถบดีเอ็นเอ RN402  

 
5.4.9  การตรวจติดตามการมีอยูของยีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิ

จีเนสในระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี PCR  
 ยีน nidA มีหนาที่ในการประมวลรหัสหนวยยอยของแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิง

ไดออกซิจีเนส ซึ่งเปนเอนไซมเร่ิมตนของวิถีการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรีย จากการตรวจ
ติดตามการมีอยูของยีน nidA ดวยวิธี PCR โดยนําดีเอ็นเอที่สกัดจากดินจากระบบนิเวศจําลองดิน
ในสัปดาหที่ 0 2 และ 4 ของทั้ง 3 ชุดทดลอง ไดแก ชุดทดลอง biostimulation  ชุดทดลอง 
bioaugmentation I และ ชุดทดลอง bioaugmentation II และนํามาเพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอ
บริเวณยีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียโดยใชคูไพรเมอร nidAF และ 
nidAR (Khan และคณะ 2001) จากผลการทดลองพบผลิตภัณฑ PCR ขนาดตามที่คาดหวัง 508 
bp ในสัปดาหที่ 2 และ 4 ของชุดทดลอง biostimulation แตไมมีการตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ใน
สัปดาหที่ 0 เนื่องมาจากแบคทีเรียด้ังเดิมในดินสามารถปรับตัวและมีความสามารถยอยสลาย

ไพรีน ทําใหจํานวนแบคทีเรียด้ังเดิมที่สามารถยอยสลายไพรีนเพิ่มข้ึนมากพอที่จะตรวจพบยีน 
nidA โดยวิธี PCR สอดคลองกับการเพิ่มข้ึนของจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนในชุดทดลอง 



 
 

88 

biostimulation ดังแสดงในตารางที่ 5.8  ในขณะที่ชุดทดลอง bioaugmentation I และ II ตรวจพบ
การมีอยูของยีน nidA ต้ังแตสัปดาหที่ 0 และแถบดีเอ็นเอมีความเขมข้ึนในสัปดาหที่ 2 และ 4   
เนื่องจากการเติมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ต้ังแตสัปดาหที่ 0 และมีการเพิ่มจํานวนของ RN402 
และแบคทีเรียด้ังเดิมในดินที่สามารถยอยสลายไพรีน ดังแสดงในตารางที่ 5.8  และ รูปที่ 5.9  

 
 

1500 bp 
 
500 bp 
 
 
 

รูปที่ 5.9 การมีอยูของยีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสในระบบนิเวศจําลองดินดวย
วิธี PCR ชองวิ่งที่ M: marker 100 bp ชองวิ่งที่ 1-3: ดีเอ็นเอจากชุดทดลอง biostimulation ใน
สัปดาหที่ 0 2 และ 4, ตามลําดับ ชองวิ่งที่ 4-6: ดีเอ็นเอจากชุดทดลอง bioaugmentation I ใน
สัปดาหที่ 0 2 และ 4, ตามลําดับ ชองวิ่งที่ 7-9: ดีเอ็นเอจากชุดทดลอง bioaugmentation II ใน
สัปดาหที่ 0 2 และ 4, ตามลําดับ 

 
5.4.10  การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรสาํหรับ real-time qPCR  

 จากการออกแบบไพรเมอรสําหรับ real-time PCR โดยไพรเมอรที่ออกแบบใหมซึ่งมี

ความจําเพาะตอยีน nidA โดยใชโปรแกรม FastPCR version 5.1.70  โดยออกแบบจากลําดับนิ
วคลีโอไทดของยีน nidA จาก Pseudoxanthomonas sp. RN402 (GenBank accession no. 
FJ032197) คือ คูไพรเมอร nidA402F และ nidA402R การทดสอบความจําเพาะของคูไพรเมอร
ทําโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ซึ่งใชดีเอ็นเอแมแบบจากแบคทีเรียดังนี้ Pseudoxanthomonas 
sp. สายพันธุ RN402 Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 (Kouzuma และคณะ, 2006) 
Novosphingobium aromaticivorans sp. สายพันธุ F199 (Romine และคณะ, 1999) 
Sphingobium sp. สายพันธุ P2 (Pinyakong และคณะ, 2000) และ Acinetobacter sp. สาย
พันธุ R2 (Tathong และคณะ, 2008) จากผลการทดลองพบวา คูไพรเมอร nidA402 มี
ความจําเพาะตอดีเอ็นของ RN402 เทานั้น ซึ่งตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ขนาดตามที่คาดหวัง 222 
bp ในขณะที่คูไพรเมอรนี้ไมมีความจําเพาะตอดีเอ็นเอจากแบคทีเรียตัวอ่ืน ดังแสดงในรูปที่ 5.10 
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นอกจากนี้การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรดวยวิธี in silico โดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอ
ไทดของไพรเมอรกับขอมูลที่มีในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn พบวา คูไพรเมอร
นี้มีความคลายกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nidA  (ไพรีนไดออกซิจีเนส) ของ Mycobacterium 
หลายสายพันธุ เทา 100 % แตไมจําเพาะกับไดออกซิจีเนสชนิดอ่ืน ดังแสดงในตารางที่ 5.9 จาก
ผลการทดลองทั้งหมดยืนยันวาคูไพรเมอร nidA402 มีความจําเพาะสูงตอยีน nidA  ดังนั้นคูไพร
เมอรนี้จึงเหมาะสมที่จะนําไปใชในการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ในระบบนิเวศจําลอง
ดินวิธี real-time qPCR ในหัวขอถัดไป 

 
 
 

 
 
 
 

 
 

รูปที่ 5.10 การทดสอบความจําเพาะของคูไพรเมอร nidA402F และ nidA402R ทําโดยปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรส ชองวิ่งที่ M: marker 100 bp ชองวิ่งที่ 1: water ชองวิ่งที่ 2: Sphingobium 
yanoikuyae สายพันธุ B1ชองวิ่งที่ 3: Novosphingobium aromaticivorans สายพันธุ F199 ชอง
วิ่งที่ 4: Sphingobium sp. สายพันธุ P2 ชองวิ่งที่ 5: Acinetobacter sp. สายพันธุ R2 ชองวิ่งที่  6: 
Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 

 
 

ตารางที่ 5.9 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร nidA402 กับลําดับนิวคลีโอไทด
จากฐานขอมูล (BLASTn) 

No. สายพันธุแบคทีเรีย Accession no. 
Sequencing 
identity (%) 

เอกสารอางอิง 

1 Pseudoxanthomonas sp. สาย
พันธุ RN402 

FJ032197 23/23 
(100%) 

Klankeo และคณะ, 
2009 

2 Mycobacterium sp. สายพันธุ
PY148 

HM049728.1 23/23 
(100%) 

DeBruyn และคณะ, 
2012 

3 Mycobacterium sp. สายพันธุ
PY142 

HM049723.1 23/23 
(100%) 

DeBruyn และคณะ, 
2012 

500 bp 

200 bp 
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No. สายพันธุแบคทีเรีย Accession no. 
Sequencing 
identity (%) 

เอกสารอางอิง 

4 Bacterium sp. สายพันธุ py114 HM049713.1 23/23 
(100%) 

DeBruyn และคณะ, 
2012 

5 Mycobacterium tuberculosis GU586859 23/23 
(100%) 

Zhang และคณะ, 
2010 

6 Diaphorobacter sp. สายพันธุ
KOTLB 

FJ032196 23/23 
(100%) 

Klankeo และคณะ, 
2009 

7 Mycobacterium gilvum EU872100 23/23 
(100%) 

Kim , 2008. ไมตีพิมพ 

8 Mycobacterium sp. สายพันธุ 
6PY1 

AJ494745 23/23 
(100%) 

Krivobok และคณะ, 
2003 

9 Mycobacterium gilvum สายพันธุ 
BB1 

AF548347 
 

23/23 
(100%) 

Brezna และคณะ, 
2002. ไมตีพิมพ 

10 Rhodococcus sp. สายพันธุ HH6 DQ192653 23/23 
(100%) 

Zhou และคณะ, 2006 

 
 

5.4.11 การตรวจนับจํานวนแบคทีเรียท่ีมียีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิ
จีเนสในระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี real-time qPCR 

จากการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ในระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี real-time 
qPCR โดยนําดีเอ็นเอที่สกัดจากดินจากระบบนิเวศจําลองดินในสัปดาหที่ 0 2 และ 4 ของทั้ง 3 ชุด
ทดลอง ไดแก ชุดทดลอง biostimulation  ชุดทดลอง bioaugmentation I และ ชุดทดลอง 
bioaugmentation II และนํามาเพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณยีน nidA โดยใชคูไพรเมอร 
nid402F และ nid402R โดยนําคา Ct ของตัวอยางเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ฉ) 
เพื่อคํานวณเปนจํานวนแบคทีเรีย จากผลการนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ดวยวิธี real-time 
qPCR พบวา แบคทีเรียที่มียีน nidA ในชุดทดลอง biostimulation มีจํานวนนอยกวาในชุดทดลอง 
bioaugmentation ทั้ง 2 ชุด และเมื่อบมเปนระยะเวลานานข้ึนจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ของ
ทุกชุดทดลองก็มีแนวโนมเพิ่มข้ึน ดังแสดงในรูปที่ 5.11 ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวามีการเพิ่ม
จํานวนแบคทีเรียด้ังเดิมที่สามารถยอยสลายไพรีนอยูในดิน และในชุดทดลอง bioaugmentation II 
ในสัปดาหที่ 4 สารมารถตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ไดมากที่สุด เทากับ 11 log CFU/ 
กรัม ดิน ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายไพรีน ดังแสดงในรูปที่ 5.7 จากผลการทดลอง
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แสดงใหเห็นไดอยางชัดเจนวา  RN402 มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายไพรีน สวนชุดทดลอง 
bioaugmentation I และ II มีจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA เร่ิมตนเทากัน ขณะที่ในสัปดาหที่ 4 
พบวา ในชุดทดลอง bioaugmentation II ที่เติมแบคทีเรียสูตรน้ําที่ผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 
วัน มีจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA และมีอัตราการยอยสลายไพรีนมากกวาในชุดทดลอง 
bioaugmentation I ดังแสดงในรูปที่ 5.11 และตารางที่ 5.8  จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา

สถานภาพทางสรีรวิทยาของเซลลมีผลกระทบตอกิจกรรมการยอยสลายของเซลล ดังนั้นการเก็บ
รักษาหัวเช้ือแบคทีเรียพรอมใชในรูปแบบแบคทีเรียสูตรน้ําสามารถรักษาประสิทธิภาพของ

แบคทีเรียที่มียีน nidA ในการยอยสลายไพรีนที่ปนเปอนในดิน 
 
 

 
 

รูปที่ 5.11 ตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสในระบบ
นิเวศจําลองดินดวยวิธี real-time qPCR ประกอบดวย 3 ชุดทดลอง biostimulation  ชุดทดลอง 
bioaugmentation I และ ชุดทดลอง bioaugmentation II โดยเก็บตัวอยางในสัปดาหที่ 0 2 และ 4  
 
5.5 อภิปรายผลการทดลอง 

จากการศึกษาวิธีการเตรียมแบคทีเรียพรอมใชในรูปแบบแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 จาก
หลายหลากสูตร พบวาแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 สามารถรักษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียไดสูง
และคงประสิทธิภาพในการยอยสลายของเซลลตลอดอายุการเก็บรักษา โดยวิธีการเตรียม

แบคทีเรียสูตรน้ําที่เหมาะสมสําหรับการพัฒนาเปนแบคทีเรียสูตรน้ําเชิงพาณิชยนอกประสิทธิภาพ

สูงในการบําบัดแลว ควรมีวิธีการเตรียมอยางงาย ไมซับซอน และมีตนทุนการผลิตตํ่า จากการ
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ทดสอบหาสารละลายที่เหมาะสมเพื่อผลิตแบคทีเรียแขวนลอย พบวาแบคทีเรียที่ถูกแขวนลอยดวย
สารละลายทั้ง 4 ชนิด ไดแก อาหารเหลว CFMM pH 7 อาหารเหลว 0.1xLB อาหารเหลว CFMM 
ที่เติมโซเดียมอะซิเตท 0.25 % (w/v)  และสารละลาย PB ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 6.5 ที่ถูก
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 และ 30 oซ เปนเวลา 30 วัน มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียและ
ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนที่ใกลเคียงกันอยางมีนัยสําคัญ ไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือ
วิเคราะหดวยวิธี Duncan Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (ตารางที่ 5.2) 
เนื่องจากการนําเซลลแบคทีเรียมาแขวนลอยดวยสารละลายที่มีปริมาณแหลงคารบอนและ

พลังงานอยูอยางจํากัด ทําใหเกิดสภาวะการอดอาหาร (starvation-stress response) ซึ่งขนาด
ของเซลลแบคทีเรียจะขนาดเล็กลง นําไปสูการลดอัตราการเกิดกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล
จนหยุดการเจริญ เพื่อรักษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียเปนระยะเวลายาวนาน (Moat และคณะ, 
2002) แบคทีเรียสามารถรอดชีวิตอยูไดเปนระยะเวลาหลายปในสภาวะอดอาหาร (Cunningham 
และคณะ, 2007) สอดคลองกับงานวิจัยของ Kim และคณะ (2001) ศึกษาการรอดชีวิตของเชื้อ 
Lactococcus lactis ที่ผานการเก็บรักษาในสภาวะการอดอาหารเปนระยะเวลายาวนาน พบวา 
การเก็บรักษาเช้ือ L. lactis ในอาหารเหลว M17 ที่ปราศจากกลูโคส ที่อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 
350 วัน มีอัตราการรอดชีวิตสูงกวาแบคทีเรียที่ถูกเก็บในอาหารเหลว M17 ที่มีกลูโคส ดังนั้นการ
ผลิตแบคทีเรียแขวนลอยในสารละลายที่เหมาะสมจึงเปนวิธีที่เหมาะสมในการยืนอายุการเก็บ

รักษาแบคทีเรียที่ยังมีชีวิต  และเนื่องจากจุดประสงคในงานวิจัยนี้ตองการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา
เพื่อเปนตนแบบในการใชในเชิงพาณิชย ผูวิจัยจึงเลือกสารละลาย PB ความเขมขน 0.05 โมลตอ
ลิตร pH 6.5 เปนสารสารละลายที่เหมาะสมเพื่อใชในการผลิตแบคทีเรียแขวนลอยสูตรน้ํา 
เนื่องจากตนทุนในการผลิตสารละลาย PB ตํ่ากวาสารละลายชนิดอ่ืนๆ เชนเดียวกับงานวิจัยของ 
Melin และคณะ (2006) ที่เลือกใชสารละลาย PB ในการผลิตสูตรน้ําของสารควบคุมชีวภาพ 
(biocontrol agent) ของ Pichia anomala เพื่อศึกษาการรอดชีวิตหลังจากเก็บรักษาเปน

ระยะเวลายาวนาน  
 จากการทดสอบการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรียที่เหมาะสมในแบคทีเรียแขวนลอย เพื่อ
เพิ่มเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย และยืดอายุการเก็บรักษาของแบคทีเรียแขวนลอย พบวา 
การเติมซอรบิทอล 1% กลีเซอรอล 1 และ 5%  PEG 1% และ ทรีฮาโลส 1  5  และ 10%  สามารถ
เพิ่มเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งมากกวาเปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตของแบคทีเรียในชุดควบคุมที่ไมมีเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย (ตารางท่ี 5.3) สอดคลอง
กับงานวิจัยของ Torres และคณะ (2003) รายงานวานการเติม กลีเซอรอล PEG และทรีฮาโลส  
ในสารละลาย PB ของสารควบคุมชีวภาพของ Candida sake มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ
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แบคทีเรียสูงกวา 60% เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 4 oซ เปนเวลา 2 เดือน   สารปองกันทําหนาที่ปรับสมดุล
ของแรงดันออสโมติกในเซลล และมีผลตอยับยั้งการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของในกระบวนการเม
ตาบอลิซึม ทําใหสามารถหยุดการเจริญของแบคทีเรียได (Barton และคณะ, 2005) และพบวาการ
เติมกลีเซอรอล 1 % และ PEG 5% ลงในแบคทีเรียแขวนลอย ที่ผานการเก็บรักษาที่ 4 °ซ ทําใหมี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงสุดอยางมีนัยสําคัญ เทากับ 95 และ 94% จากปริมาณ
แบคทีเรียเร่ิมตน 109 MPN/มิลลิลิตรและมีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายไพรีน แตเม่ือพิจารณา
จากราคาตนทุนการผลิต พบวาการเตรียมกลีเซอรอลมีราคาถูกวา PEG และยังใชสารปริมาณนอย
กวา จึงทําให กลีเซอรอล 1 % เปนสารรักษาสภาพจุลินทรียที่ดีที่สุด ดังนั้นวิธีที่เหมาะสมสําหรับ
การเตรียมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งประกอบดวยสารละลาย PB 0.05 โมลาร pH 6.5  ที่เติม
กลีเซอรอล 1 % และแบคทีเรีย RN402 ความเขมขน  109 CFU/มิลลิลิตร  

จากผลการทดลองการเก็บแบคทีเรียสูตรน้ําในระยะยาว หลังผานการเก็บรักษาเปนเวลา 
180 วัน (รูปที่ 5.3) พบวา แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่เติมกลีเซอรอล 1 % มีเปอรเซ็นตการรอด
ชีวิตของแบคทีเรียสูงกวาชุดควบคุมที่ไมมีการเติมกลีเซอรอล ทั้งในการเก็บรักษาที่ 4 และ 30Oซ 
อยางมีนัยสําคัญ และพบวาในชุดทดลงที่เติมกลีเซอรอลซ่ึงถูกเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 30Oซ มี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียใกลเคียงกับชุดควบคุมซึ่งถูกเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4Oซ จาก
ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในสารละลาย PB ที่เติมกลีเซอรอล 1 % 
ไมจําเปนตองเก็บรักษาในที่อุณหภูมิตํ่า และยังมีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูง ดังนั้นจึง
สามารถลดตนทุนการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําโดยลดที่ตนทุนการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา อีกทั้งกลีเซ
อรอลเปนสารพอลิออล (polyol) ที่ราคาไมแพงและเปนสารรักษาสภาพจุลินทรียที่ดี นอกจากนี้กลี
เซอรอลสามารถปกปองเซลลจากสภาวะเครียด รักษาสมดุลของแรงดันออสโมติกในเซลล และ
ควบคุมเขาออกของผนังเซลล (transmembrane transportation) (Gutierrez และคณะ, 1995; Li 
และคณะ, 2009) กลีเซอรอลสามารถเพิ่มความคงตัวของเอนไซมในสภาพความรอนสูง  (stability 
of thermolabile enzymes) และปองกันการหยุดชะงักของเอนไซม (inactivation of enzymes)ใน
สภาวะที่มีความรอนสูง (Zancan และ Sola-Penna, 2005) เชน การเติมกลีเซอรอลความเขมขน 
10 มิลลิโมลาร ในอาหารเหลว nutrient broth สามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของ Pseudomonas 
fluorescens sp. สายพันธุ Pf1 และคงประสิทธิภาพความเปนสารควบคุมชีวอินทรียในการยับยั้ง
โรคในมะเขือเทศ (Manikandan และคณะ, 2010) จากผลการทดลองชี้ใหเห็นวาการเติมกลีเซ
อรอล 1 % ในแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 สามารถยืดอายุการเปนรักษาแบคทีเรียมีชีวิตได แต

เนื่องจากจํานวนแบคทีเรียมีชีวิตของวันที่ 180 มีปริมาณเพียง 106 CFU/มิลลิลิตร จึงตองใช
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แบคทีเรียสูตรน้ําจํานวนมากจึงจะพอเพียงกับการประยุกตใชในการบําบัดสารพิษ ดังนั้นยังตองมี

การพัฒนาปรับปรุงการเตรียมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาและลดตนทุน
การผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา 

การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเปนทางเลือกหนึ่งสําหรับการพัฒนาปรับปรุงการเตรียม

แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เพื่อลดตนทุนในการผลิต ลดปริมาณการใชหัวเช้ือ และยืดอายุการเก็บ
รักษาใหยาวนาน โดยใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่เตรียมจากสารละลาย PB 0.05 โมลาร pH 
6.5  ที่เติมกลีเซอรอล 1 %  โดยใหมีจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนจาก 109 ไปเปน 1012 CFU/มิลลิลิตร 
เม่ือผานการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 180 วัน พบวา มีแบคทีเรียรอดชีวิตประมาณ 74 
% หรือประมาณ 109 CFU/มิลลิลิตร (รูปที่ 5.5) ซึ่งมากกวาการเตรียมแบบเดิมประมาณ 1,000 
เทา  และแบคทีเ รียที่ เก็บในสูตรดังกลาวยังคงมีประสิทธิภาพการยอยสลายปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนที่ดีประมาณ 70 % เนื่องการเพิ่มจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนสามารถเพิ่มการรอดชีวิต
ของแบคทีเรียที่ผานการเก็บรักษา เชน การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียเร่ิมของ Lactococcus lactis Sr. 
3.54 จาก109 เปน 1010 CFU/มิลลิลิตรกอนผานเก็บรักษาแบบ freeze dring  พบวาแบคทีเรียมี
การรอดสูงข้ึนประมาณ 1.7 เทาจากการรอดชีวิตของการเตรียมแบบเดิม (Berner และ 
Viernstein, 2006) ดังนั้นการเตรียมแบคทีเรียสูตรน้ําโดยใชเซลลเร่ิมตนเพิ่มข้ึนนี้จะทําใหมีเซลล
คงเหลืออยูมากกวาเม่ือผานการเก็บรักษาแลว ซึ่งทําใหใชแบคทีเรียสูตรน้ําในปริมาตรที่นอยลงได
ในการประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา (สูตรปรับปรุง) สําหรับบําบัดส่ิงแวดลอมที่ปนเปอนสารพิษ 
เปนการลดตนทุนในการดําเนินการบําบัดสารพิษในระบบบําบัดที่นําเอาแบคทีเรียสูตรน้ําไป

ประยุกตใชตอไป 

จากการประเมินตนทุนเบ้ืองตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําปริมาตร 1 ลิตร เม่ือผานเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ 30 oซ เปนเวลา 30 วัน เทากับ 62 บาท ซึ่งตนทุนเบ้ืองตนในการผลิตแบคทีเรีย
สูตรโดยการเตรียมแบบเดิม เทากับ 50 บาท (ตารางท่ี 5.6) ซึ่งพบวาตนทุนสูงข้ึนเพียงเล็กนอย 
ในขณะที่การเตรียมที่นี้สามารถเพิ่มการรอดชีวิตของแบคทีเรีย ยืดอายุการเก็บรักษา และลด
ปริมาณการใชแบคทีเรียสูตรน้ําในบําบัดสารพิษได เมื่อเปรียบเทียบตนทุนเบ้ืองตนแบคทีเรียสูตร
น้ําที่ผลิตจากงานวิจัยคร้ังนี้กับแบคทีเรียสูตรน้ําที่มีการจําหนาย ยี่หอ SpillRemed ที่ผลิตใน
สหรัฐอเมริกา ซึ่งราคาขายเทากับ 143 บาท/ ลิตร พบวามีราคาที่ถูกกวาถึง 2 เทา และจาก
ประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ทําใหเห็นแนวโนมความ
เปนไปไดในพัฒนาการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําไปสูการผลิตในเชิงพาณิชยตอไปอนาคตได   
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 การประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีน เพื่อทดสอบ
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในยอยสลายไพรีนที่ปนเปอนในดิน โดยสรางระบบ
นิเวศจําลองดิน จํานวน 6 กรัม เติมไพรีนในอะซิโตนใหมีความเขมขนสุดทายในดินเปน 300 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดิน ในการทดลองนี้ประกอบดวย 4 ชุดทดลอง ไดแก ชุดทดลอง abiotic 
control ชุดทดลอง biostimulation (เติมสารสกัดจากยีสต) ชุดทดลอง bioaugmentation I (เติม
แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402) และ ชุดทดลอง bioaugmentation II (เติมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่
ผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน) จากผลการทดลองพบวา ในชุดทดลอง bioaugmentation II มี
ประสิทธิภาพสูงที่สุดในการจํากัดไพรีน เมื่อเทียบกับชุดทดลอง abiotic control ชุดทดลอง 
biostimulation (รูปที่ 5.7) เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 กับ

แบคทีเรียแขวนลอย Mycobacterium sp. สายพันธุ Spyr1 โดยใชเวลา 14 วัน สําหรับยอยสลาย
ไพรีนใหหมดไป ที่ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 100 มิลลิกรัม/ลิตร ในระบบนิเวศจําลองดิน 50 กรัม 
(Karabika และคณะ, 2009) อยางไรก็ตามแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 มีประสิทธิภาพสูงกวา 
Mycobacterium sp. สายพันธุอ่ืนๆ ที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน ซึ่งใชเปนหัวเชื้อ
สําหรับ bioaugmentation ในดิน ไดแก  Mycobacterium sp. สายพันธุ NJS-1, NJS-P สามารถ
ยอยสลายไพรีนไดเพียง 52 และ 48% ที่ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
ตามลําดับ โดยใชเวลา 8 สัปดาห (Zeng และคณะ, 2010) Mycobacterium sp. สายพันธุ LP1 
สามารถยอยสลายไพรีนไดเพียง 65% ที่ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัม โดยใช
เวลา 39 วัน (Pizzul และคณะ, 2007) นอกจากนี้ยังพบวา แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการ
เก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน มีประสิทธิภาพสูงกวาแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ไมผานการเก็บรักษา 
สามารถอธิบายไดดวยสภาวะการอดอาหาร เชน การอดอาหารในหัวเชื้อแบคทีเรียสามารถเพิ่ม
การรอดชีวิตและกระตุนกิจกรรมการยอยสลายสารพิษของแบคทีเรีย (Watanabe และคณะ, 
2000) ดังนั้นแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการเก็บรักษามีประสิทธิภาพสูงกวา อาจเนื่องมาจาก
สภาวะการอดอาหารที่เปนแหลงคารบอนสําหรับแบคทีเรีย  

จากการตรวจติดตามการมีอยูของ Pseudoxanthomonas sp. RN402 ในระบบนิเวศ
จําลองดินโดยวิธี PCR-DGGE จากดีเอ็นเอที่สกัดจากดินจากระบบนิเวศจําลองดินในสัปดาหที่ 0 
2 และ 4 ซึ่งประกอบดวย 3 ชุดทดลอง ไดแก ชุดทดลอง biostimulation ชุดทดลอง 
bioaugmentation I และ ชุดทดลอง bioaugmentation II สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเดนของ 
RN402 อยูตลอดชวงการทดลองในชุดทดลอง bioaugmentation I และ II (รูปที่ 5.8) และ
สอดคลองกับการตรวจพบยีน nidA อยูตลอดชวงการทดลอง (รูปที่ 5.9) แสดงใหเห็นวา RN402 



 
 

96 

เปนประชากรหลักในโครงสรางประชาคมแบคทีเรีย และเปนแบคทีเรียที่มีบทบาทตอการยอย
สลายไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน ซึ่งสอดคลองกับผลการลดลงอยางรวดเร็วของไพรีนในชุด
ทดลอง bioaugmentation I และ II  เมื่อเปรียบเทียบกับชุดทดลอง biostimulation ที่ไมเติม 
RN402 (รูปที่ 5.7) จากผลการทดลองทั้งหมดชี้ใหเห็นวา RN402 เปนแบคทีเรียที่เหมาะสมสําหรับ
การใชเปนหัวเช้ือในการบําบัดดินปนเปอนโดยวิธีชีววิธี และเปนปจจัยสําคัญในการบําบัดสารพิษ
โดยชีววิธีประสบผลสําเร็จได ซึ่งหัวเชื้อแบคทีเรียที่เติมเขาไปในส่ิงแวดลอมตองสามารถแขงขันกับ
แบคทีเรียด้ังเดิมและมีชีวิตอยูรอดในส่ิงแวดลอมได (Robles-Gonzalez และคณะ, 2008; Mrozik 
และ Piotrowska-Seget, 2010) จากผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาการเติม
แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน 

การตรวจพบยีน nidA ในสัปดาหที่ 2 และ 4 ของชุดทดลอง biostimulation (รูปที่ 5.8) 
แสดงใหวาแบคทีเรียด้ังเดิมในดินสามารถปรับตัวและมีความสามารถยอยสลายไพรีนหรือสามารถ

ใชไพรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได ทําใหจํานวนแบคทีเรียด้ังเดิมที่สามารถยอย

สลายไพรีนเพิ่มข้ึนมากพอที่จะสามารถตรวจพบยีน nidA โดยวิธี PCR ดังเชนการเติมสาร
ไฮโดรคารบอนสามารถกระตุนกิจกรรมการยอยสลายไฮโดรคารบอนของแบคทีเรียด้ังเดิมในดิน 
และเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไฮโดรคารบอน (Aleer และคณะ, 2011)  

จากรายงานทีผ่านมาการเติมสารสกัดจากยีสตสามารถกระตุนการยอยสลายไพรีนในการ

บําบัดดินแบบ in situ เนื่องจากสารสกัดจากยีสตสามารถใชเปนสารอาหารที่จําเปนในการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียด้ังเดิมได (Bach และคณะ, 2005) ในขณะที่ผลการทดลองคร้ังนีพ้บการ
ลดลงเพียงเล็กนอยของไพรีนที่เกิดจากการยอยสลายไพรีนในชุดทดลอง biostimulation ที่มีการ
เติมสารสกัดจากยีสต เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดทดลอง bioaugmentation (รูปที่ 5.7) และมีจํานวน
แบคทีเรียยอยสลายไพรีนเพิม่ข้ึนเพยีงเล็กนอยในสัปดาหที ่2 และ 4 ในชุดทดลอง biostimulation 
(ตารางที ่ 5.8) จากผลการทดลองแสดงใหเหน็วา การเติมสารสกัดจากยีสตมีผลเพียงเล็กนอยตอ
การกระตุนการเจริญเติบโตของแบคทีเรียด้ังเดิมที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน แตเมื่อ

พิจารณาปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในชุดทดลอง biostimulation มีแนวโนมที่ลดลงอยางตอเนือ่ง 
หากยืดระยะเวลาในการบมใหเพยีงพอสําหรับการปรับตัวและเพิม่จํานวนของแบคทีเรียด้ังเดิม ทาํ
ใหประสิทธิภาพในการยอยสลายของกระบวนการ biostimulation เพิ่มข้ึน (Lee และคณะ, 2007; 
Venkata Mohan และคณะ, 2008) ดังนัน้หากมกีารประยุกตใชกระบวนการ biostimulation 
รวมกับกระบวนการ bioaugmentation โดยการเติมแบคทีเรียสูตรน้าํ RN402 จะทําใหเกิดการ
บําบัดดินทีม่ีการปนเปอนไพรีนที่มีประสิทธิภาพสูงข้ึน  
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การมีชีวิตรอดของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษเปนปจจัยหนึ่งที่

สําคัญในการบําบัดดินปนเปอนอยางมีประสิทธิภาพโดยชีววิธี การตรวจติดตามจํานวนแบคทีเรีย
เหลานี้ดวยเทคนิคทางชีวโมเลกุลซ่ึงเปนวิธีที่รวดเร็ว ทําใหทราบถึงการเปล่ียนแปลงของจํานวน
แบคทีเรียที่มีบทบาทในการยอยสลาย เพื่อใชเปนขอมูลสําหรับการควบคุมระบบบําบัดให
เหมาะสมตอกิจกรรมการยอยสลายของแบคทีเรีย ทําใหเกิดระบบบําบัดที่มีประสิทธิภาพสูง 
(Phrommanich และคณะ, 2009) ในงานวิจัยคร้ังนี้เลือกใชการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่
สามารถยอยสลายไพรีนในระบบนิเวศจําลองดินดวย 2 วิธี คือ การใช real-time qPCR โดยติด
ตามที่ยีน nidA เปนยีนเปาหมาย และการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนดวยวิธี 
MPN จากการทดลองพบวา การตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนดวยวิธี real-time 
qPCR ซึ่งเปนเทคนิคที่ไมอาศัยการเพาะเล้ียง มีผลการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน
ไดมากกวาการตรวจนับดวยวิธี MPN เล็กนอย (ตารางที่ 5.8 และ รูปที่ 5.11) ซึ่งสามารถอธิบายได
หลายเหตุผล เชน การตรวจนับจํานวนแบคทีเรียดวยวิธี MPN ตองอาศัยการเพาะเล้ียงใน
หองปฏิบัติการ ซึ่งดวยสภาวะที่ใชในการเพาะเล้ียงไมสามารถทําใหแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนที่มี
ทั้งหมดเจริญได (Amann และคณะ, 1995) และยีน nidA บนเมกะพลาสมิดของ RN402 ที่
สามารถเคล่ือนที่ไปสูแบคทีเรียด้ังเดิมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดในหองปฏิบัติการ ซึ่งคลายกับ
งานวิจัยของ Nancharaiah และคณะ (2008) ไดศึกษาพบวา  ยีน TOL บนพลาสมิดของ 
Pseudomonas putida สายพันธุ KT2442 สามารถเคล่ือนที่ไปสูกลุมของแบคทีเรียด้ังเดิม ทําให
เพิ่มอัตราการยอยสลาย benzyl alcohol  นอกจากนี้ยังอาจเกิดจากขอจํากัดของการเพิ่มจํานวน
ชิ้นสวนดีเอ็นเอวิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ซึ่งผลที่ไดจากการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอจาก
เซลลที่มีชีวิตและเซลลตายของแบคทีเรีย (Shannon และคณะ, 2007) การเพิ่มจํานวนช้ินสวนอาร
เอ็นเอดวยวิธี real-time PCR จึงเปนทางเลือกหนึ่งเพื่อแกปญหาขอจํากัดดังกลาวสําหรับการนับ
จํานวนแบคทีเรียที่มีบทบาทในการยอยสลายสารพิษ ในทางกลับกันในงานวิจัยนี้มีการประยุกตใช
การนับจํานวนแบคทีเรียดวยวิธีอาศัยการเพาะเล้ียงและไมอาศัยการเพาะเล้ียง จากทั้งสองเทคนิค
นี้ทําใหไดขอมูลที่มีควบถวน แตอยางไรก็ตามการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนโดย
วิธี MPN ตองใชเวลานานอยางนอย 3 สัปดาห ในการบม (Johnsen และคณะ, 2002) จึงทําให
การตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนโดยวิธี real-time PCR มีความเหมาะสมมากกวา 
เนื่องจากสามารถตรวจวัดไดทันทีจากตัวอยางดินในส่ิงแวดลอมโดยไมใชเวลาในการเพาะเล้ียง

แบคทีเรียเพื่อนับจํานวน จากรายงานวิจัยจํานวนมากเลือกใชเทคนิคนี้สําหรับตรวจนับและ
ประเมินประสิทธิภาพของการบําบัดสารพิษโดยชีววิธีในตัวอยางจากส่ิงแวดลอม ไดแก ดิน 
(Dominguez และคณะ, 2008; Phrommanich และคณะ, 2009), น้ําใตดิน (Nyyssönen และ
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คณะ, 2009; Kao และคณะ, 2010), น้ําเสียและสลัดจจากระบบบําบัดน้ําเสีย (Shannon และ
คณะ, 2007)  ดังนั้นการประยุกตใชการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มี nidA ดวยวิธี real-time PCR 
จึงเปนวิธีตรวจติดตามที่รวดเร็วในการวิเคราะหจํานวนประชากรแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน และ
ไดรับขอมูลอยางรวดเร็ว เพื่อใชขอมูลดังกลาวในการดูแลและควบคุมระบบบําบัดใหดําเนินงาน
อยางมีประสิทธิภาพ 

จากงานวิจัยคร้ังนี้ทําใหไดแบคทีเรียสูตร RN402 ที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลาย

ไพรีนและมีอายุการเก็บรักษาท่ียาวนาน วิธีการเตรียมประกอบดวยสารละลาย PB 0.05 โมลาร 
pH 6.5 ที่เติมกลีเซอรอล 1 % และแบคทีเรีย RN402 ที่ความเขมขนเร่ิม 1012 CFU/มิลลิลิตร โดย
แบคทีเรียสูตรน้ําดังกลาวสามารถเก็บรักษาไดที่ 30°ซ เปนเวลาอยางนอย 6 เดือน และแบคทีเรีย
สูตร RN402 ที่ผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน สามารถใชเปนหัวเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการ
บําบัดดินปนเปอนไพรีนที่ความเขมขนเร่ิม 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดิน โดยใชเวลา 4 สัปดาห ใน
การยอยสลายไพรีนไดอยางสมบูรณ จากประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 และตนทุน
การผลิตชี้ใหเห็นถึงศักยภาพในการพัฒนาตอยอดงานวิจัยไปสูการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําเชิง

พาณิชย และประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เพื่อเปนหัวเช้ือในการบําบัดสารพิษใน
ส่ิงแวดลอม 
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บทที่  6 

 พัฒนาวิธีการใชสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 โดย
การตรึงเซลลสําหรับการบําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามันดีเซล 

6.1 บทนํา 
ปจจุบันน้ํามันดีเซลจัดเปนเช้ือเพลิงพลังงานในภาคคมนาคมขนสง ภาคอุตสาหกรรม ที่มี

ปริมาณการใชสูงที่สุด เม่ือเปรียบเทียบกับน้ํามันปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดอ่ืน (สํานักงาน
นโยบายและแผนพลังงาน, 2555)  ผลจากการใชน้ํามันดีเซลจํานวนมากทําใหมีแนวโนมสูงในการ
กอใหเกิดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจํานวนมาก และการร่ัวไหลของน้ํามันดีเซลจาก
อุบัติเหตุทางคมนาคม นําไปสูการปนเปอนในส่ิงแวดลอมและกอใหเกิดอันตรายตอส่ิงมีชีวิต เชน 
กรณีเรือบรรทุกน้ํามันดีเซลของขบวนการลักลอบขนน้ํามันเถื่อนลมบริเวณทะเล อ.บานฉาง จ.
ระยอง (เทศบาลนครระยอง, 2553)  กรณีเรือบรรทุกน้ํามันดีเซลลมบริเวณเกาะราชาใหญจังหวัด
ภูเก็ตสงผลใหน้ํามันร่ัวออกออกมาในทะเล (คมชัดลึก, 2554)   นอกจากนี้น้ํามันดีเซลยัง
ประกอบดวย PAHs ซึ่งมีความเปนพิษ และเปนสารกอมะเร็ง  ดังนั้นการปนเปอนน้ํามันดีเซลใน
ธรรมชาติอาจเกิดการสะสมในสิ่งมีชีวิตในส่ิงแวดลอมมีความสําคัญและกอใหเกิดผลกระทบตอ

มนุษย เนื่องจากความเกี่ยวของกับหวงโซอาหารของส่ิงมีชีวิต (Lohi และคณะ, 2008; Chandran 
และ Das, 2011)   ดังนั้นเพื่อลดปญหาการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในธรรมชาติ ซึ่งอาจ
เกิดจากการปลอยน้ําเสียจากอุตสาหกรรม หรืออุบัติเหตุการร่ัวไหลของน้ํามันลงสูส่ิงแวดลอม จึง
จําเปนตองมีวิธีการบําบัดน้ําเสียอยางถูกวิธี   

วิธีการบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอนน้ํามันโดยทั่วไปนิยมใชวิธีทางกายภาพ ทางเคมี แต
เนื่องจากวิธีการเหลานี้มีขอดอยในเรื่องคาใชจายที่มีราคาสูง และไมสามารถกําจัดน้ํามันไดอยาง
สมบูรณ (Hong และคณะ, 2005; Vieira และคณะ, 2007) ดังนั้นจึงมีการใชวิธีทางชีววิธีมา
ประยุกตใชในการบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอนน้ํามัน เนื่องจากการบําบัดโดยชีววิธีเปนการใชจุลินทรีย
ในการบําบัดสารพิษจึงไมเปนอันตรายตอมนุษยและส่ิงแวดลอม (EPA, 2001) โดยจุลินทรีย
สามารถใชน้ํามันเปนแหลงคารบอนเปลี่ยนเปนมวลชีวภาพของจุลินทรีย คารบอนไดออกไซด และ
น้ํา ซึ่งกระบวนการดังกลาวทําใหน้ํามันที่ปนเปอนในน้ําเสียถูกกําจัดไดอยางสมบูรณโดยจุลินทรีย 
(Das และ Chandran, 2011; Tyagi และคณะ, 2011) 

ดังนั้นจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายจึงเปนปจจัยสําคัญในการบําบัดน้ําเสียที่

ปนเปอนน้ํามันดีเซลโดยชีววิธี (Tyagi และคณะ, 2011) จากรายงานพบวามีแบคทีเรียหลายชนิดที่
มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดีเซล ไดแก แบคทีเรียในสกุล Aeromonas Acinetobacter 
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Alcaligenes Burkholderia Gordonia Mycobacterium Pseudomonas Serratia และ 
Rhodococcus (Wongsa และคณะ, 2004; Quek และคณะ, 2006; Chavan และคณะ, 2008; Li 
และคณะ, 2008; Kaczorek และคณะ, 2010; Wang Lee และคณะ, 2010) อยางไรก็ตามการใช
แบคทีเรียสูตรน้ําในการบําบัดน้ําเสียยังมีขอจํากัดในดานการเตรียมเซลลแบคทีเ รียที่มี

ประสิทธิภาพ ความคงทนตอสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมตอการเจริญ และการนําแบคทีเรีย
กลับมาใชซ้ํา การแกปญหาดังกลาวอาจทําไดโดยการใชแบคทีเรียที่ถูกตรึงในวัสดุตรึงในการ
บําบัดน้ําเสีย (Obuekwe และ Al-Muttawa, 2001; Rahman และคณะ, 2006) 

การประยุกตใชแบคทีเรียในการบําบัดน้ําเสียสามารถทําไดโดยการใชเทคนิคตรึงเซลล

แบคทีเรียบนวัสดุตรึงที่เหมาะสม ซึ่งจะชวยเปนแหลงคุมกัน อีกทั้งยังทําใหแบคทีเรียสามารถทน
ตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมกับการเจริญ เชน ปริมาณน้ํามันที่มีความเขมขนสูง หรือ
สารอาหารที่มีปริมาณตํ่าในน้ําเสีย ทําใหอัตราการอยูรอดของแบคทีเรียเพิ่มข้ึน และเพิ่ม
ประสิทธิภาพการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนได (Obuekwe และ Al-Muttawa, 2001; 
Gentry และคณะ, 2004; Wu และคณะ, 2009;  Lee และคณะ, 2011) เชน Lee และคณะ 
(2011) ทดสอบการตรึงเซลลแบคทีเรียกลุม (Acinetobacter sp., Gordonia sp. and 
Rhodococcus sp.) บนวัสดุตรึงผสมระหวางพีทมอส (peat moss) เบนโทไนท (bentonite) 
และอัลจิเนต (alginate) พบวาเซลลตรึงสามารถกําจัดน้ํามันดีเซลความเขมขนสูงไดอยางมี
ประสิทธิภาพ และ Lawniczak และคณะ (2011) พบวาเม่ือตรึงเซลลจากแบคทีเรียกลุมบนวัสดุ
ตรึงเซลลูโลส (cellulose-based carrier) มีประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันดีเซลสูงกวาเซลล
อิสระ นอกจากนี้ยังสามารถนําแบคทีเรียที่ถูกตรึงนี้กลับมาใชซ้ําได ทําใหคาใชจายในการ
ดําเนินการบําบัดน้ําเสียในระยะยาวตํ่า การตรึงเซลลทําไดหลายรูปแบบ เชน การจับกลุมของ
เซลล การดูดซับบนผิววัสดุตรึง การสรางพันธะโควาเลนทระหวางเซลลกับวัสดุตรึง การเชื่อมกัน
ของเซลล การบรรจุเซลลในวัสดุตรึง และการทําใหเซลลติดอยูในเมทริกซ (Cassidy และคณะ, 
1996) นอกจากนี้ยังพบวามีวัสดุตรึงหลากหลายชนิด เชน ไคติน ไคโตซาน พอลิยูรีเทน อัลจิเนต 
ตัวกลางแกว ถานกัมมันต กอนหิน กอนกรวด ฟางขาว และตัวกลางพลาสติก เปนตน (Gentili 
และคณะ, 2006; Rodríguez-Martínez และคณะ, 2006; Karabika และคณะ, 2009; Liu และ
คณะ, 2009; Wu และคณะ, 2009;  Das และ Chandran, 2011; Lee และคณะ, 2011) 

งานวิจยันี้จงึมเีปาหมายที่จะมุงหาวธิีการประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้าํ RN402 ที่มี

ประสิทธิภาพจากผลการทดลองในบทท่ี 3 เพื่อใชในการบําบัดน้าํเสียปนเปอนน้าํมนัดีเซลโดยการ
ใชเทคนิคตรึงเซลลแบคทีเรียบนวัสดุตรึงที่เหมาะสม ทัง้นีง้านวิจยันีเ้ร่ิมจากการทดสอบ

ประสิทธิภาพแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ เพือ่
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จะไดทราบขอบเขตความสามารถในการประยุกตใชแบคทีเรียชนิดนี้ตอไป จากนัน้พฒันาวิธกีารใช
แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 สําหรับการบําบัดน้าํเสีย โดยใชวิธีการตรึงแบคทีเรียบนวัสดุตรึงที่

เหมาะสม ทดสอบประสิทธภิาพของเซลลตรึง RN402 ในการกําจัดน้ํามันดีเซล และทดสอบการใช
ซ้ําของเซลลตรึง RN402 นอกจากนี้มีการตรวจติดตามการยึดเกาะของเซลล RN402 ในไบโอฟลม
บนพืน้ผิวของวัสดุตรึงโดยกลองจุลทรรศนคอนโฟคอลเลเซอร (confocal laser scanning 
microscopy, CLSM) ซึ่งใหผลการตรวจติดตามเปนภาพถายที่ชัดเจน และรวดเร็ว โดยผลการ
ทดลองนี้จะทาํใหทราบขอบเขตความสามารถของเซลลตรึง RN402 และเพื่อเปนขอมูลเบ้ืองตนใน
การประยุกตใชเซลลตรึง RN402 สําหรับบําบัดน้าํเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม  

6.2 ขั้นตอนงานวิจยั 
6.2.1 ทดสอบประสิทธภิาพแบคทีเรียสูตรน้าํ RN402 ในการยอยสลายปโตรเลยีม

ไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ 
 1) ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้าํ RN402 ในการยอยสลายน้าํมัน

ปโตรเลียม 
 2) ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้าํ RN402 ในการยอยสลายอัลเคน 
6.2.2  คัดเลือกวสัดุตรึงที่เหมาะสมสาํหรับตรึงเซลลแบคทีเรียสูตรน้ําของ RN402  
 1) ทดสอบการดูดซับน้ํามนัของวัสดุตรึง 
 2) ทดสอบการยอยสลายของวสัดุตรึงที่ลอยอยูในน้าํเสียสังเคราะห 
6.2.3 ทดสอบประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 1) ทดสอบผลของความเขมขนของน้ํามันดีเซลตอประสิทธภิาพการยอยสลาย

โดยเซลลอิสระ และเซลลตรึง RN402 
 2)  ทดสอบประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการกาํจัดน้ํามนัดีเซลที่ความ

เขมขนตางๆ 
 3)  ทดสอบประสิทธิภาพในการใชซ้ําของเซลลตรึง RN402 
 4)  ตรวจสอบการมีอยูของยีนทีป่ระมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสที่คาดวา

เกี่ยวของกับการยอยสลายน้าํมันดีเซล 

6.3 วัสดุอุปกรณและวิธีดําเนินงานวจิยั 
6.3.1 ทดสอบประสิทธภิาพของแบคทีเรียสตูรนํ้า RN402 ในการยอยสลายน้าํมนั

ปโตรเลียม 
ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันปโตรเลียมชนิดตางๆ 10 ชนิด ไดแก กลุมน้ํามัน

ดีเซล PTT Diesel, PTT Diesel B5 กลุมน้ํามันหลอล่ืนเคร่ืองยนตเบนซิน  Performa, Performa 
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Semi-Synthetic, Performa Synthetic, กลุมน้ํามันหลอล่ืนเคร่ืองยนตดีเซล  Dynamic  Super 
Synthetic, Dynamic premier, Dynamic Synthetic, PTT V-120, และกลุมผลิตภัณฑหลอล่ืน
จาระบี  PTT cup grease  ที่มีความเขมขนสุดทายของน้ํามันแตละชนิดเทากับ 100 และ 200 
มิลลิกรัม/ลิตร ในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่เติมแบคทีเรียสูตรน้ําตามขอ 5.3.4 ซึ่งถูกเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน ใหมีปริมาณเช้ือ
เร่ิมตนประมาณ 107 CFU/มิลลิลิตร นํามาบมบนเครื่องเขยาอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน โดยมีชุดควบคุม คือ ไมมีการเติมหัวเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM เพื่อดูการลดลงของน้ํามันที่เกิดจากปจจัยทางกายภาพ ทุกชุดทํา 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางน้ําเสีย
เพื่อนํามาวิเคราะหปริมาณปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่เหลืออยู ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.11 และ
คํานวณประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันของแบคทีเรียสูตรน้ําจากสมการ  

 
ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามัน (%) = 100 – [(ปริมาณนํ้ามันที่เหลืออยูในชุดควบคุม(วันที่3) – ปริมาณ

น้ํามันที่เหลืออยูในชุดทดลอง(วันที่3))/ปริมาณน้ํามันหลอล่ืนในชุด
ควบคุม(วันที่3)) x100]  

 

6.3.2 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการยอยสลายอัลเคน 
นําแบคทีเรียสูตรน้ําจากขอ 4.3.4 ที่มีผลการอยูรอดของแบคทีเรียที่สูงสุดและประสิทธิภาพ

ในการยอยสลายสูง ที่ถูกเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน ใสในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ใหปริมาณของแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 108 CFU/มิลลิลิตร และเติมอัลเคนชนิดตางๆ 
ไดแก เตตระเดคเคน (n-tetradecane)  เฮกซะดีเคน (n-hexadecane) น้าํมันดีเซล และน้ํามนัดิบ 
ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 450 มิลลิกรัม/ลิตร บมบนเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวย
ความเร็ว 200 รอบ/นาท ีระยะเวลา 9 วัน โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา มชีุดควบคุมคือไมเติมเชื้อ เพือ่
ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้าํ RN402 ในการยอยสลายอัลเคน โดยสกัดอัลเคนที่

เหลืออยูและวเิคราะหปริมาณอัลเคนโดยวิธี GC ตามวธิีที่ระบุในขอ 3.12 

6.3.3 คัดเลือกวสัดุตรึงที่เหมาะสมสาํหรับตรึงเซลล RN402  
คัดเลือกวัสดุตรึงที่เหมาะสมโดยวิเคราะหประสิทธิภาพในการดูดซับน้าํมันของวัสดุตรึงแต

ละชนิดในขอ 1)  และสมบัติการยอยสลายของวัสดุตรึงในขอ 2) โดยชนิดของวัสดุตรึงที่ใชทดสอบ
มี 3 ประเภท ไดแก (1) (1) BCN-009 (บริษัท 2H GmbH, Germany) (2) BCN-012 (บริษัท 
บริษัท 2H GmbH, Germany) และ (3) Dazs Bio-Ring S-1320 (บริษัท Sze Sun Aquarium & 
Pets Co., Ltd.)ดังแสดงในรูปที่ 6.1 
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1) 

 

2) 

 

3) 

 

รูปท่ี 6.1 วัสดุตรึง 1) BCN-009  2) BCN-012 และ 3) Dazs Bio-Ring S-1320 

 

1) ทดสอบการดูดซับน้ํามนัของวัสดุตรึง 
การวิเคราะหการดูดซับน้ํามันของวัสดุตรึงทาํโดยใชวธิตีาม ASTM F726-81 (1986) ที่มี

การดัดแปลงบางสวน โดยเติมวัสดุตรึงชนิดแหงปริมาณ 300 มิลลิกรัม ในขวดรูปชมพูขนาด 125 
มิลลิลิตร ที่บรรจุน้ํากล่ัน ปริมาตร 25 มิลลิลิตร วางขวดทดลองบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็วรอบ 140 
รอบ/นาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง เติมน้ํามันที่ทราบปริมาณลงไปในขวดทดลองเพยีงเล็กนอย  นาํขวด
ทดลองไปวางบนเคร่ืองเขยาตอทันทีเปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติมน้าํมันลงไปในขวดทดลอง และ
นําไปวางบนเคร่ืองเขยาอีกคร้ัง ทาํเชนนี้ตอไปจนกระทั่งสังเกตเหน็คราบน้าํมนัลอยอยูบนผิวน้ํา

เสียสังเคราะหภายหลังการใหอากาศ โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา คาการดูดซับน้ํามนัของวัสดุตรึงแต
ละชนิดมหีนวยเปน กรัม/กรัมของวัสดุตรึง โดยคํานวณจากสูตร 

 คาการดูดซับน้ํามนัของวัสดุตรึง   =   ปริมาณน้ํามันทีถู่กดูดซับ / น้าํหนักวัสดุตรึง  

2) ทดสอบการสลายตัวของวัสดุตรึงที่ลอยอยูในน้าํเสียสังเคราะห 
เติมวัสดุตรึงปริมาณ 1 กรัม ในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุน้ําเสีย

สังเคราะหปริมาตร 50 มิลลิลิตร และเติมน้ํามันปริมาณ 2 % ของปริมาณทัง้หมด สังเกตลักษณะ
การเปล่ียนแปลงของวัสดุตรึง  และนาํวัสดุตรึงที่ลอยในนํ้าเสียสังเคราะหมาชัง่เพือ่หาน้ําหนกัที่

ลดลง ทาํการทดลอง 15 วนั 3 ซ้ํา คาการสลายตัวของวัสดุตรึงแตละชนิดมหีนวยเปนเปอรเซ็นต 
(%) โดยคํานวณจากสมการ 

 
คาการสลายตัวของวัสดุตรึง = ((น้ําหนักของวัสดุตรึง(วันที่ 0) - น้ําหนักของวัสดุตรึงกอนใช(วันที่ 15))/

น้ําหนักของวัสดุตรึง (วันที่ 0) x 100) 
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6.3.4 ทดสอบผลของความเขมขนของน้ํามันดีเซลตอประสิทธภิาพการยอยสลาย
โดยเซลลอิสระ และเซลลตรึง RN402 

จากผลการคัดเลือกวัสดุตรึงที่เหมาะสมสําหรับการตรึงเซลลแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ใน
ขอ 6.3.3 และนําวัสดุตรึงดังกลาวผานการตรึงเซลลโดยใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เปนหวัเชือ้
แบคทีเรียโดยวิธีของปริชาติ (2554) ซึ่งมข้ัีนตอนการตรึงดังนี้     วัสดุตรึง 5 กรัม น้ํามันดีเซล 0.5 
% (w/v) ในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 108 MPN/ชุดทดลอง 
และเขยาเปนเวลา 6 วนั นาํเซลลตรึงที่ไดมาทดสอบผลของความเขมขนของน้าํมนัดีเซลตอ

ประสิทธิภาพการยอยสลายโดยเปรียบเทยีบกับเซลลอิสระ โดยเตรียมอาหารเหลว CFMM 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ทําการทดลองแบบก่ึงตอเนื่อง โดยเติม
น้ํามันดีเซลทีค่วามเขมขนเร่ิมตน 200 มิลลิกรัม/ลิตร และเติมน้าํมันดีเซล 200 มลิลิกรัม/ลิตร ทกุ 3 
วัน นาํไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 วัน การทดลองแบง
ออกเปน 3 ชุด ชุดที่ 1 เติมเซลลอิสระ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 108 MPN/ชุดทดลอง  และชุดที่ 2 เติม
เซลลตรึงที่มีอายุ 6 วนั จาํนวน 1 กรัม ซึ่งมีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 108 MPN/ชุดทดลอง ทาํการทดลอง 
3 ซ้ํา ชุดควบคุมแบงออกเปน 2 ชุด คืออาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่เติมน้าํมนั
ดีเซลความเขมขนสุดทายเทากบั 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุกๆ 3 วัน ชดุที่ 1 ไมเติมแบคทีเรีย ชุดที ่ 2 
เติมวัสดุตรึงปลอดเช้ือ จากนั้นวิเคราะหปริมาณแบคทีเรียบนวัสดุตรึงปริมาณแบคทเีรียที่มีชวีิตใน
อาหารเหลว CFMM โดยวธิี MPN และวิเคราะหปริมาณน้ํามนัทีเ่หลืออยูโดยวิธ ีTLC-FID ตามวธิีที่
ระบุในขอ 3.10 และ 3.11 ตามลําดับ 

  
6.3.5 ทดสอบประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการกําจัดน้ํามันดีเซลที่ความ

เขมขนตางๆ 
ทดสอบประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการยอยสลายน้ํามนัดีเซลที่ความเขมขน

ตางๆ เพื่อหาอัตราการกําจดัน้ํามนัดีเซลของเซลลตรึง RN402 โดยข้ันตอนดังนี้เตรียมอาหารเหลว 
CFMM 50 มลิลิลิตร ที่เติมน้ํามนัดีเซลความเขมขนสุดทายเทากับ 100 500 1,000 5,000 10,000 
และ 20,000 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มลิลิลิตร เติมเซลลตรึงจํานวน 5 
กรัม ซึง่ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 109 MPN/ชุดทดลอง และนําไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วนั ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ชุดควบคุมคืออาหารเหลว CFMM ที่เติมน้าํมัน
ดีเซลและวัสดุตรึงปลอดเช้ือ เก็บตัวอยางทุกวนัเพื่อวิเคราะหปริมาณน้ํามนัที่เหลืออยูโดยวิธ ี TLC-
FID ตามวธิีทีร่ะบุในขอ 3.11 และเก็บตัวอยางในวันที ่ 7 เพื่อวเิคราะหปริมาณแบคทีเรียบนวัสดุ
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ตรึงปริมาณแบคทีเรียทีม่ีชีวติในอาหารเหลวโดยวิธี MPN ตามวิธทีีร่ะบุใน 3.10 อัตราการกาํจัด
น้ํามันดีเซล มหีนวยเปน มิลลิกรัม/ลิตร/กรัมเซลลตรึง/วัน โดยคํานวณจากสมการ 

 
อัตราการกําจัดน้ํามันดีเซล  = (ปริมาณนํ้ามันที่เหลืออยู(วันที่ 0) – ปริมาณนํ้ามันที่เหลืออยู(วันท่ี 7))/7/5   

(มิลลิกรัม/ลิตร/กรัมเซลลตรึง/วัน) 

นําขอมูลของอัตราการกําจดัน้ํามนัดีเซลของแตละความเขมขนของน้าํมันดีเซลสรางกราฟ

ระหวางอัตราการกําจัดน้ํามนัดีเซลและความเขมขนของน้ํามนัดีเซล เพื่อหาคาอัตราการกาํจัด

น้ํามันดีเซลสูงสุด 
 
6.3.6 ทดสอบประสิทธภิาพในการใชซํ้าของเซลลตรึง RN402 
ทดสอบประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 เพื่อทดสอบในการใชซ้าํในอาหารเหลวและ

การใชงานในระยะยาว โดยขั้นตอนดังนี้เตรียมอาหารเหลว CFMM 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู
ขนาด 250 มิลลิลิตร และเติมน้ํามนัดีเซลความเขมขนสุดทายเทากับ 200 มิลลิกรัม/ลิตร เติมเซลล
ตรึงจํานวน 1 กรัม ซึง่ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 108 MPN/ชุดทดลอง แลวนาํไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ
ตอนาท ี ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน จากนัน้เก็บเซลลตรึงมาลางดวยสารละลายโพแทสเซียม
ฟอสเฟตบัฟเฟอร และเติมลงไปในอาหารเหลว CFMM ในขวดใหม ที่เติมน้าํมันดีเซล 200 
มิลลิกรัม/ลิตร ทาํซํ้าเปนจาํนวน 70 คร้ัง วิเคราะหปริมาณน้าํมนัที่เหลืออยูโดยวิธ ี TLC-FID ตาม
วิธีที่ระบุในขอ 3.10 นําเซลลตรึงกอนใชงาน และที่ผานการใชงาน 70 คร้ังเพื่อถายภาพการยึด
เกาะของเซลลโดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตอนแบบสองกราด (scanning electron microscopy, 
SEM) (บริษัท JEOL Ltd., Tokyo, Japan) กลองจุลทรรศนคอนโฟคอลเลเซอร (confocal laser 
scanning microscopy, CLSM) (บริษัท Nikon Canada, Mississauga, Canada) และการ
สรางไบไอโอฟลมโดยกลองจุลทรรศนแบบสแกนภาพอะตอม  (scanning probe microscopy, 
SPM) (บริษัท Veeco Instruments, Woodbury, NY, USA) 

สําหรับการตรวจติดตามการยึดเกาะของเซลล RN402 ในไบโอฟลมบนพ้ืนผิวของวสัดุตรึง
โดยกลอง CLSM โดยมีชั้นตอนดังนีน้ําเซลลตรึงที่ผานการใชงาน 70 คร้ัง ลางดวยน้าํกล่ันปลอด
เชื้อที่ผานการกรองดวยกระดาษกรองที่มขีนาดรูกรอง 0.20 ไมโครเมตร ยอมดวยสียอม 
FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit (บริษัท MolecularProbes, Eugene, OR, 
USA) บมในทีม่ืดเปนเวลา 20 นาที จากนัน้ถายภาพการยึดเกาะของเซลลโดยกลอง CLSM 

การมีชีวิตของ RN402 ในไบโอฟลมบนพ้ืนผิวของวัสดุตรึง โดยมีชั้นตอนดังนีน้ําตัวอยาง
เซลลตรึงขางตนแชดวยน้ํากล่ันปลอดเชือ้ที่ผานการกรองปริมาตร 2 มิลลิลิตร และขุดดวยไมจิม้
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ฟนที่ผานการฆาเชื้อเพื่อนาํเอาเซลลออกจากพื้นผิวของวัสดุตรึง นาํเซลลแขวนลอยปนแยกเซลล

ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4๐ซ เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิง้
และเติมดวยน้าํกล่ันปลอดเช้ือที่ผานการกรองปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และยอมดวยสียอม 
FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร บมในที่มดืเปนเวลา 20 
นาที ดูดตัวอยาง 5 ไมโครลิตร และหยดบนสไลด จากนัน้ถายภาพการมีชีวิตของ RN402 ในไบโอ
ฟลมโดยกลอง CLSM นําภาพถายที่ไดนับจํานวนเซลลแบคทเีรียที่ถกูยอมติดสีโดยโปรแกรม

วิเคราะหภาพ ImageJ (Abramoff และคณะ, 2004) การมีชวีติของ RN402 มีหนวยเปน
เปอรเซ็นต (%) โดยคํานวณจากสมการ  

การมีชีวิตของ RN402 (%) = จํานวนเซลลที่ยอมติดสีเขียว/จํานวนเซลลที่ยอมติดสีทั้งหมด x 100 

6.3.7 ตรวจสอบการมีอยูของยนีที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสที่คาดวา
เกี่ยวของกับการยอยสลายน้ํามันดีเซล 

6.3.7.1 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 
นําเซลลตรึงที่ผานการใชงาน 70 คร้ัง ลางดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อที่ผานการกรองดวย

กระดาษกรองที่มีขนาดรูกรอง 0.20 ไมโครเมตร ขุดดวยไมจิ้มฟนที่ผานการฆาเช้ือเพื่อนําเอาเซลล
ออกจากพื้นผิวของวัสดุตรึง และนําเซลลมาสกัดแยกจีโนมิกดีเอ็นเอ วิเคราะหความเขมขนของดี
เอ็นเอ และความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอตามตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2 

6.3.7.2 ตรวจสอบยีนที่เกี่ยวของในการยอยสลายน้ํามันดีเซลโดยวิธี PCR 
 นําดีเอ็นเอจากเซลลตรึงที่สกัดไดไปทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชสวนผสมของสาร
ในปฏิกิริยาและไพรเมอรที่มียีนเปาหมายเปนยีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสของ

แบคทีเรียกลุมตางๆ ที่สามารถยอยสลายอัลเคน ดังในตารางที่ 6.1 
 
ตารางที่ 6.1 ไพรเมอรตรวจสอบยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายน้ํามันดีเซลเบื้องตน 
ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด เปาหมาย อุณหภูมิ (oซ) 

Annealing 
ขนาดคาดหวัง 

(bp) 
เอกสารอางอิง 

ALK-1F 5’-CAT AAT AAA GGG CAT 
CAC CGT-3’ 

alkB 
 

54 
 

185 
Kohno และคณะ, 

2002 

ALK-1R 5’-GAT TTC ATT CTC GAA 
ACT CCA AAC-3’ 

ALK-2F 5’-GAG ACA AAT CGT CTA 
AAA CGT AA-3’ alkM 54 271 

ALK-2R 5’-TTG TTA TTA TTC CAA 
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ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด เปาหมาย อุณหภูมิ (oซ) 
Annealing 

ขนาดคาดหวัง 
(bp) 

เอกสารอางอิง 

CTA TGC TC-3’ 

ALK-3F 5’-TCG AGC ACA TCC 
GCG GCC ACC A-3’ 

alkB1 54 330 
ALK-3R 5’-CCG TAG TGC TCG 

ACG TAG TT-3’ 

alkB-1F 5′-AAY CAN GCN CAY 
GAR CTN GGN CAY AA-3’ 

alkB 55 550 
Kloos และคณะ, 

2006 alkB-1R 5′-GCR TGR TGR TCN 
GAR TGN CGY TG-3’ 

CYP153-
F1 

5’-ATG TTY A 
TY GCN ATG GAY CCN-3’ 

CYP153 54 820 
Wang และคณะ, 

2011 CYP153-
R2 

5’-GCG RTT VCC CAT RCA 
RCG RTG-3’ 

P450fw1 5’-GTS GGC GGC AAC 
GAC ACS AC-3’ 

CYP153 58 Multiband 
Beilen และคณะ, 

2006 P450rv3 5’-GCA SCG GTG GAT 
GCC GAA GCC RAA-3’ 

 
  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสปริมาตรสุทธ ิ 30 ไมโครลิตร ประกอบดวยความเขมขนสุดทาย
ของแตละสารในปฏิกิริยามีดังนี้ Taq DNA polymerase ปริมาณ 0.5 หนวย สารละลายไพรเมอร
ความเขมขน 20 พิโคโมลตอไมโครลิตร (ของแตละตัว) สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) 
ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร  ดีเอ็นเอ ปริมาณ 1    
ไมโครกรัม ปรับปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ หลังจากนั้นดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรสดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler, model 2400) (บริษัท Perkin Elmer, 
MA, USA) โดยใหมีสภาวะที่เหมาะสมกับไพรเมอรกันดังนี ้

ไพรเมอร ALK-1F และ ALK-1R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 54°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
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6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

ไพรเมอร ALK-2F และ ALK-2R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 54°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 5 นาท ี

ไพรเมอร ALK-3F และ ALK-3R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 54°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

ไพรเมอร alkB-1F และ alkB-1R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 55°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 35 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 

ไพรเมอร CYP153-F1 และ CYP153-R1 ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 45 วินาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 54°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
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6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

ไพรเมอร P450fw1 และ P450rv3 ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 95°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 95°ซ  เปนเวลา 45 วินาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 58°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 25 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความ
เขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ PCR โดยการ
เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  

 
6.4 ผลการทดลอง 

6.4.1 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการยอยสลายน้ํามัน
ปโตรเลียม 
 ผลจากการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ําในการยอยสลายปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอน 10 ชนิด ไดแก PTT Diesel, PTT Diesel B5, PTT V-120, Performa, Performa 
Semi-Synthetic, Performa Synthetic, Dynamic  Super Synthetic, Dynamic premier, 
Dynamic Synthetic และ PTT cup grease  ที่มีความเขมขนสุดทายของน้ํามันแตละชนิดใน
อาหารเหลว CFMM เทากับ 100 และ 200 มิลลิกรัม/ลิตร โดยเติมแบคทีเรียสูตรน้ําที่ถูกเก็บรักษา
เปนเวลา 30 วัน เติมลงในน้ําเสียสังเคราะหใหมีปริมาณเชื้อเร่ิมตนประมาณ 107 CFU /มิลลิลิตร 
นํามาบมบนเคร่ืองเขยาอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน พบวา 
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ําในการยอยสลาย PTT Diesel และ PTT Diesel B5 ที่ความ
เขมขน 100 มิลลิกรัม/ลิตร มีประสิทธิภาพสูงประมาณ 90% ข้ึนไป  ทั้งนี้ 80-90% ในน้ํามันดีเซล
ประกอบดวยสารประกอบไฮโดรคารบอนอ่ิมตัวซ่ึงแบคทีเรียสามารถยอยสลายไดงายเมื่ออยูใน

สภาวะที่เหมาะสม ที่เหลืออีก 10 – 20 % เปนอะโรมาติกไฮโดรคารบอน ซึ่งแบคทีเรียสายพันธ 
RN402 สามารถยอยสลายไดเชนกัน ผลสงใหประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันดังกลาวสูง สวน
ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเคร่ืองยนตดีเซลชนิด PTT V-120 สูงถึง 80 % ในขณะที่
ประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันอ่ืนๆในกลุมน้ํามันหลอล่ืนทั้ง 2 กลุมคือน้ํามันหลอล่ืน



 
 
110

เคร่ืองยนตดีเซล และน้ํามันหลอล่ืนจาระบีอยูระหวาง 20 – 60 % ดังแสดงผลการทดลองในตาราง
ที่ 6.2 และรูปที่ 6.2 เนื่องจาก PTT V-120 เปนน้ํามันหลอล่ืนพื้นฐาน (mineral base oil) ในขณะที่
น้ํามันในกลุม Performa และ Dynamic เปนน้ํามันหลอล่ืนที่มีสวนประกอบของสารเคมีที่ถูก
สังเคราะหข้ึนมาเพื่อใชในการเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานและอายุการใชงานของน้ํามันหลอล่ืน 
ซึ่งสารสังเคราะหเหลานี้จะมีโครงสรางโมเลกุลที่ซับซอนทําใหยากตอการยอยสลายโดยเชื้อ

แบคทีเรีย 
 
ตารางที่ 6.2 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ําในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 

ชนิดน้าํมนั ประสิทธิภาพการยอยสลาย (%) 
100 มิลลิกรัม/

ลิตร 
200 มิลลิกรัม/

ลิตร 

 V-120 87.81±2.11 80.22±6.72 

PTT biodiesel 92.93±6.82 65.99±0.93 
PTT Diesel 98.17±0.67 91.00±14.12 

Dynamic Super Synthetic 57.87±7.49 31.63±11.60 

Dynamic premier 31.92±12.95 29.43±0.99 

Dynamic Synthetic 42.47±12.43 38.92±10.68 

Grease 74.15±7.34 35.59±19.79 

Performa 58.28±14.59 52.72±8.52 

Performa Semi-Synthetic 48.08±8.08 42.52±10.31 

Performa Synthetic 28.41±8.97 19.06±13.84 
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รูปที่ 6.2 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ําในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ 
ที่ความเขมขน 100 และ 200 มก/ลิตร ซึ่งมีปริมาณเชื้อเร่ิมตนประมาณ 107CFU/มิลลิลิตร โดย
เขยาที ่200 รอบ/นาท ีที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วนั  

6.4.2 ทดสอบประสิทธภิาพของแบคทีเรียสตูรน้ํา RN402 ในการยอยสลายอัลเคน 
ผลจากการทดสอบประสิทธภิาพของแบคทีเรียสูตรน้าํ RN402 ในการยอยสลายอัลเคน 

ไดแก n-เตตระเดคเคน n-เฮกซะดีเคน น้ํามันดีเซล และน้ํามนัดิบ ที่ความเขมขนเร่ิมตนเทากับ 450 
มิลลิกรัม/ลติร โดยบมบนเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวยความเร็ว 200 รอบ/นาที เปนระยะเวลา 
9 วัน พบวา ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการยอยสลาย เตตระเดคเคน เฮกซะดี
เคน น้ํามนัดีเซล และน้าํมนัดิบ เทากับ 89 83 92 และ 65% ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 6.3  

 
ตารางที ่ 6.3 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการยอยสลายอัลเคน น้ํามันดีเซล 
และน้ํามนัดิบ ที่ความเขมขนเร่ิมตนเทากับ 450 มิลลิกรัม/ลิตร 

ชนิดน้ํามัน ปริมาณแบคทีเรีย (CFU/มิลลิลิตร) เปอรเซ็นตการยอยสลาย 

วันที่ 0 วันที่ 9 
น้ํามันดีเซล 5.6 × 108 ± 0.34 3.20 × 109 ± 0.12 89.02  ± 12.14 
น้ํามันดิบ 

n-เตตระเดคเคน 
5.6 × 108 ± 0.34 
5.6 × 108 ± 0.34 

8.00 × 108 ± 0.12 
2.62 × 109 ± 0.38 

83.24  ± 6.87 
92.56 ± 1.11 

n-เฮกซะดีเคน 5.6 × 108 ± 0.34 1.67 × 109 ± 0.24 65.52 ± 5.90 
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6.4.3 คัดเลือกวสัดุตรึงที่เหมาะสมสาํหรับตรึงเซลล RN402 
ผลจากการคัดเลือกวัสดุตรึงที่จําหนายในทองตลาด โดยพิจารณาจากราคา การหาซ้ือได

งาย ประสิทธิภาพในการดูดซับน้ํามนัของวัสดุตรึงเซลลแตละชนิดและสมบัติการยอยสลาย โดย
ทดสอบวัสดุตรึง 3 ประเภท ไดแก (1) BCN-009 (2) BCN-012  และ (3) Dazs Bio-Ring S-1320  
เพื่อใชตรึงแบคทีเรียสูตรน้ําสําหรับการบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน พบวา คา
การดูดซับน้ํามันดีเซลของวสัดุเซลลทั้ง 3 ประเภท นอยกวา 1 ไมโครลิตร สวนทดสอบการยอย
สลายของวัสดุตรึงที่ลอยอยูในน้าํเสียสังเคราะหที่มนี้ํามนัดีเซล 2 % (w/v) เปนเวลา 15 วัน พบวา
การสลายตัวของวัสดุตรึง BCN-009  BCN-012  และ Dazs Bio-Ring S-1320 เทากบั 0.216 
0.282 และ 0.316 % ของน้ําหนกัวัสดุตรึงเร่ิมตน จากผลการทดลองจะเห็นไดวาวัสดุตรึง BCN-
009 เหมาะสมสําหรับตรึงเซลลเพือ่ประยุกตใชในการบาํบัดน้าํเสียปนเปอนปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอน เนื่องจากคาการดูดซับน้าํมันดีเซลนอยกวา 1 ไมโครลิตร และมีการสลายตัวนอย
ที่สุดในการทดลอง นอกจากนีเ้ปนวัสดุที่หาซ้ือไดงายตามทองตลาด ผลิตจากพลาสติก high-
density polyethylene (HDPE) ซึ่งสามารถทนตอการยอยสลายไดสูง และมีลักษณะใกลกบั

ตัวกลางที่ใชในระบบน้าํเสียขนาดใหญที่จาํหนายในทองตลาด ทําให BCN-009 จึงเปนวัสดุตรึงที่
มีความทนทานสูงที่เหมาะสมสําหรับการนําศึกษาหาสภาวะตรึงเซลลที่เหมาะสมเพื่อประยุกตใช

เปนตัวกลางสําหรับระบบบําบัดจําลองแบบเติมอากาศที่มีตัวกรองชวีภาพในการบําบัดน้ําเสีย

ปนเปอนน้าํมนัดีเซลในข้ันตอนตอไป 

6.4.4 ทดสอบผลของความเขมขนของน้ํามันดีเซลตอประสิทธิภาพการยอยสลาย
โดยเซลลอิสระ และเซลลตรึง RN402 

จากผลงานวิจยัของปาริฉัตร (2553) พบวา วิธีการเตรียมเซลลตรึง RN402 ที่เหมาะสม 
ทํา โดยใชปริมาณแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เร่ิมตน 108 MPN/ชุดทดลอง บนวัสดุตรึง BCN-009 
ปริมาณ 5 กรัม ในอาหารเหลว CFMM 50 มิลลิลิตร ที่เติมน้าํมนัดีเซล 0.5% (w/v) เขยาที่
ความเร็ว 120 รอบตอนาที ที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 6 วัน มีปริมาณแบคทีเรียทีส่ามารถเกาะติด
บนวัสดุตรึงประมาณ 108 MPN/กรัม วสัดุตรึง ดังนั้นผูวิจัยจงึเลือกวิธีการตรึงเซลลขางตนในการ
ผลิตเซลลตรึง RN402 เพื่อใชสําหรับทดสอบประสิทธิภาพในการทดลองตอไป และการประยุกตใช
ในการบาํบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ในการทดสอบผลของความเขมขนของ

น้ํามันดีเซลตอประสิทธิภาพการยอยสลายโดยเซลลอิสระ และเซลลตรึง RN402 โดยใชปริมาณ
แบคทีเรียเร่ิมตน 108 MPN/ชุดทดลอง ในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มลิลิลิตร ในการ
ทดลองแบบกึง่ตอเนื่อง โดยเติมน้ํามันดีเซลความเขมขนสุดทายเทากับ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุกๆ 3 
วัน เปนเวลา 15 วัน เพื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพการยอยสลายน้าํมันดีเซลระหวางเซลลอิสระ



 
 
113

ของแบคทีเรียสูตรน้ําและและเซลลตรึง RN402 จากผลการทดลองพบวา มกีารสะสมของปริมาณ
น้ํามันดีเซลเพิม่ในชุดทดลองเซลลอิสระ ต้ังแตวันที ่ 6 ของการทดลองซ่ึงมีการเติมน้าํมันลงไป

เพิ่มเติม แสดงวาใหเห็นวาเกิดการยอยสลายนอยมาก  ซึ่งสอดคลองกับปริมาณแบคทีเรียที่ลดลง
จาก 1.57×108 ± 1.27 เหลือ 3.37×106± 3.70 MPN/ชุดทดลอง เมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลอง
ของปาริฉัตร (2553) ที่ใชเซลลตรึง ปริมาณน้าํมนัดีเซลลดลงอยางคงที่ตลอดการทดลอง และ
สอดคลองกับปริมาณแบคทเีรียบนวัสดุตรึงทีย่ังคงมีอยูที่ประมาณ 108 MPN/ชุดทดลอง เมื่อส้ินสุด
การทดลอง (รูปที่ 6.3  และตารางที ่6.4) 

ในขณะที่ชุดควบคุมทัง้ทีเ่ปนวัสดุตรึงปลอดเชื้อและเซลลตรึง RN402 ที่ผานการฆาเชื้อ 
พบวา มีการสะสมของปริมาณน้ํามนัดีเซลเพิ่มข้ึน ต้ังแตวันที่ 9 ของการทดลอง และเมื่อส้ินสุดการ
ทดลองความเขมขนของน้าํมันดีเซลที่เหลืออยูใกลเคียงกับปริมาณน้าํมันทีถู่กเติมเขาไป แสดงให

เห็นวา การดูดซับน้ํามนัดีเซลโดยเซลลตายของ RN402 เกิดข้ึนนอยมาก ดังนั้นการลดลงของน้ํา
ดีเซลที่เกิดข้ึนในชุดทดลองที่เติมเซลลตรึงมาจากกิจกรรมการยอยสลายโดย RN402 ซึ่งจากผล

การทดลองชี้ใหเหน็วาเซลลตรึง RN402 มีประสิทธิภาพการยอยสลายน้าํมนัดีเซลที่สูงและดีกวา
เซลลอิสระ  

ตารางที่ 6.4 ผลของความเขมขนของน้ํามันดีเซลตอปริมาณเชื้อหลังการยอยสลายน้ํามันดีเซล ใน
การทดลองแบบกึ่งตอเนื่อง (CFMM 50 มิลลิลิตร) ที่ความเขมขนเร่ิมตนของน้ํามันดีเซล 200 
มิลลิกรัม/ลิตร และเติมน้ํามันดีเซล 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุก 3 วันโดยเซลลอิสระและเซลลตรึง 
RN402  
 
เวลา (วัน) เซลลอิสระ1 เซลลตรึง2 

ปริมาณแบคทีเรียในอาหารเหลว 
CFMM (MPN/ชุดทดลอง) 

ปริมาณแบคทีเรียบนวัสดุตรึง 
(MPN/ชุดทดลอง) 

ปริมาณแบคทีเรียในอาหารเหลว 
CFMM (MPN/ชุดทดลอง) 

3 2.27×108 ± 0.09 2.10×108 ± 0.52 5.3×1010 ± 0.39 
6 1.30×108 ± 0.09 2.64×108 ± 1.85 7.10×1010 ± 0.85 
9 8.33×107± 0.13 3.13×108 ± 1.27 6.55×1010 ± 0.33 
12 1.23×106± 0.02 2.53×108 ± 1.79 1.52×1011 ± 1.37 
15 1.67×106± 0.09 2.00×108 ± 5.32 1.79×1011 ± 1.79 

 
หมายเหตุ  1 ปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตนในวันที่ 0 เทากับ 1.57×108 ± 1.27 MPN/ชุดทดลอง 

2 ผลการทดลองของปาริฉัตร (2553) 
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รูปท่ี 6.3 ประสิทธิภาพในการยอยสลายน้าํมันดีเซลระหวางเซลลตรึงกบัเซลลอิสระ RN402 ใน
การทดลองแบบกึ่งตอเนื่อง (CFMM 50 มิลลิลิตร) ที่ความเขมขนเร่ิมตนของน้าํมนัดีเซล 200 
มิลลิกรัม/ลิตร และเติมน้าํมนัดีเซล 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุก 3 วัน ตามตําแหนงของลูกศร 

 

6.4.5 ทดสอบประสิทธภิาพของเซลลตรึง RN402 ในการกําจัดน้ํามนัดีเซลท่ีความ
เขมขนตางๆ 

จากผลการทดลองขอ 6.4.4 ชี้ใหเห็นวา การตรึงเซลล RN402 บนวัสดุตรึง BCN-009 
สามารถรักษาประสิทธิภาพการยอยสลายของเซลลตรึง RN402 เมื่อความเขมขนน้ํามันดีเซล

เพิ่มข้ึน ซึ่งในการทดลองน้ีทดสอบประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการยอยสลายน้ํามัน

ดีเซลที่ความเขมขนตางๆ เพื่อใหทราบถึงขอบเขตการใชงานของเซลลตรึง RN402 ในการบําบัดน้ํา
เสียปนเปอนน้ํามันดีเซลที่ความเขมขนตางๆ  โดยทดสอบในอาหารเหลว CFMM ปริมาณ 50 
มิลลิลิตร ที่ความเขมขนของน้ํามันดีเซล 100 500 1,000 5,000 10,000 และ 20,000 มิลลิกรัม/
ลิตร ที่ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 109 MPN/ชุดทดลอง จากผลการทดลองพบวา เซลลตรึง RN402 กําจัด
น้ํามันดีเซล 100 มิลลิกรัม/ลิตร (รูปที่ 6.5) ใหหมดไปภายในเวลา 7 วัน  เซลลตรึง RN402 มีอัตรา
การกําจัดน้ํามันดีเซลสูงสุด 165 มิลลิกรัม/ลิตร/กรัมเซลลตรึง/วัน  ที่ความเขมขนน้ํามันดีเซล 
10,000 มิลลิกรัม/ลิตร (รูปที่ 6.6) ในขณะที่อัตราการกําจัดน้ํามันดีเซลเร่ิมลดลงท่ีความเขมขนของ
น้ํามันดีเซล 20,000 มิลลิกรัม/ลิตร ซึ่งสอดคลองกับปริมาณแบคทีเรียบนวัสดุตรึงที่ลดลงสงผลให
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ประสิทธิภาพในการกําจัดลดลง (ภาคผนวก จ) ในขณะที่ชุดควบคุมมีการลดลงของปริมาณน้ํามัน
ดีเซลเกิดข้ึนนอยมาก (รูปที่ 6.4) 

 

  
 

รูปท่ี 6.4 ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามนัดีเซลที่ความเขมขนตางๆ ของชุดควบคุม (วัสดุตรึง
ปลอดเช้ือ) 

 

 
 

รูปท่ี 6.5 ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามนัดีเซลที่ความเขมขนตางๆ ของเซลลตรึง RN402 
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รูปท่ี 6.6 อัตราการกาํจัดน้าํมันดีเซลของเซลลตรึง RN402 ที่ความเขมขนของน้าํมนัดีเซลตางๆ  

 
6.4.6  ทดสอบประสิทธิภาพในการใชซํ้าของเซลลตรึง RN402 
จากการทดสอบประสิทธิภาพการใชซ้ําของเซลลตรึง RN402 ในการยอยสลายน้ํามันดีเซล

ที่ความเขมขน 200 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 3 วัน จํานวน 70 รอบ โดยใชเซลลตรึงจํานวน 1 กรัม 
ซึ่งมีปริมาณเช้ือเร่ิมตนเทากับ 108 MPN/ชุดทดลอง พบวา เซลลตรึง RN402 ยังคงประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายน้ํามันดีเซลสูงตลอดการใชซ้ําเปนจํานวน 70 รอบ เซลลตรึงยังคงประสิทธิภาพใน
การยอยสลายน้ํามันดีเซลซึ่งมากกวา 80 % ดังแสดงในรูปที่ 6.7   

 

รูปท่ี 6.7 ประสิทธิภาพการใชซ้ําของเซลลตรึง RN402 ในการยอยสลายน้ํามันดีเซลที่ความเขมขน 
200 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 3 วัน จํานวน 70 รอบ 
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 จากภาพถายการยึดเกาะของเซลล RN402 บนวัสดุตรึงโดยกลอง SEM และ SPM ทั้ง
กอนใชและหลังการใช 70 รอบ แสดงใหเห็นวา มีการเกาะตัวกันของเซลล RN402 บนพื้นผิวของ
วัสดุตรึงเปนลักษณะของไบโอฟลมหนาข้ึนอยางเห็นไดชัด (รูปที่ 6.8 ก และ ข) โดยไบโอฟลมมี
ความหนาเพิ่มข้ึนประมาณ 4000 นาโนเมตร เมื่อเทียบกับเซลลตรึงที่ยังไมผานการใชงาน (รูปที่ 
6.8 ค และ ง) 

ก ข 

ค 

 
 

ง 

 

รูปที่ 6.8 ภาพถายการยึดเกาะของเซลล RN402 บนวัสดุตรึงโดยกลอง SEM ที่กําลังขยาย 1,000 
เทา รูป ก) จากเซลลตรึงที่ไมผานการใช รูป ข) จากเซลลตรึงที่ผานการใชซ้ําเปนจํานวน 70 รอบ 
ภาพถายการยึดเกาะของเซลล RN402 บนวัสดุตรึงโดยกลอง SPM ค) จากเซลลตรึงที่ไมผานการ
ใช รูป ง) จากเซลลตรึงที่ผานการใชซ้ําเปนจํานวน 70 รอบ 
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6.4.7 ตรวจติดตามการยึดเกาะของเซลลและการมีชีวิตของ RN402 ดวยกลอง 
CLSM  

ผลการตรวจติดตามการยึดเกาะของเซลล RN402 ในไบโอฟลมบนพื้นผิวของเซลลตรึงที่
ผานการใชซ้ําเปนจํานวน 70 คร้ัง ดวยการยอมเซลลแบคทีเรียบนวัสดุตรึงโดยตรงดวยสียอม 
FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit ซึง่ประกอบดวย SYTO®9 fluorescent stain 
และ propidium iodide fluorescent stain และสองดวยกลอง CLSM แสดงใหเห็นการยึดเกาะ
ของเซลลและความมีชวีิตของเซลล RN402 บนพืน้ผิวของวัสดุตรึง โดยเซลลสีเขียวที่ถกูยอมติดสี
ดวย SYTO®9 fluorescent stain คือเซลลที่มีชีวิต สวนเซลลสีแดงทีถู่กยอมติดสีดวย propidium 
iodide fluorescent stain คือเซลลตาย ดังในรูปที ่6.9 แสดงใหเหน็วาเซลลตรึงที่ผานการใชซ้ําเปน
จํานวน 70 คร้ัง ตรวจพบแบคทีเรีย RN402 ที่มีชวีิตจํานวนมากอยูบนไบโอฟลม ซึง่สอดคลองกบั
การคงประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการกาํจัดน้าํมันดีเซลตลอดการทดลอง 70 คร้ัง 

 

 
 

รูปท่ี 6.9 ภาพถายการยึดเกาะของเซลล RN402 ในไบโอฟลมบนพ้ืนผิวของเซลลตรึงที่ผานการใช
ซ้ําเปนจํานวน 70 คร้ัง โดยกลอง CLSM ที่กําลังขยาย 20 เทา 

 
นอกจากนีจ้ากการติดตามการยึดเกาะของเซลลและการมีชีวิตของ RN402 ดวยกลอง 

CLSM สามารถหาคาการมชีีวิตของ RN402 ไดโดยตรงมีข้ันตอนดังนี้ โดยการขูดเซลลที่เกาะบน
พื้นผวิวัสดุตรึง นําเซลลที่ไดยอมดวยสียอม FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit 
จากนั้นนําตัวอยางสองดวยกลอง CLSM จากผลการทดลองพบวา เซลลตรึงที่ผานการใชซ้ําเปน
จํานวน 70 คร้ัง มีคาการมีชวีิตของ RN402 เทากับ 60.09 ± 6.57% ของจํานวนเซลลที่ถูกยอมติด
สีทั้งหมด ดังแสดงในรูปที่ 6.10  ซึ่งวิธีดังกลาวเปนวิธีการที่สะดวก รวดเร็ว แมนยาํ โดยไมอาศัย
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การเพาะเล้ียงแบคทีเรียในหองปฏิบัติการ และสามารถนับจํานวนเซลลไดโดยตรงจากการสอง

กลอง CLSM   
 

 
 

รูปท่ี 6.10 ภาพถายการมีชีวิตของ RN402 ในไบโอฟลมบนพืน้ผิวของเซลลตรึงที่ผานการใชซ้ํา
เปนจํานวน 70 คร้ัง โดยกลอง CLSM ที่กาํลังขยาย 60 เทา 

 
6.4.8 ตรวจสอบการมีอยูของยนีที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสที่คาดวา

เกี่ยวของกับการยอยสลายน้ํามันดีเซล 
จากความสามารถของ RN402 ในการยอยสลายน้ํามนัดีเซล น้ํามันดิบ และอัลเคน (C14 

และ C16) จึงคาดวา RN402 อาจมียนีที่ประมวลรหสัอัลเคนโมโนออกซิจีเนส ในการเพิ่มจาํนวน
ชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณยีนทีร่หัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชดีเอ็น

เอจากเซลลตรึงของ RN402 ที่ผานการใชซ้ําเปนจํานวน 70 คร้ัง เปนดีเอ็นเอแมแบบ และใชไพร
เมอรคูตางๆ ที่จําเพาะตอยนีที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสของแบคทีเรียกลุมตางๆ ไดแก 
alkB alkM และ CYP153 ซึ่งยนีทัง้สามชนิดเปนยีนที่เกีย่วของในการยอยสลายอันเคนชนิดที่เปน
สายส้ันและสายยาวโดยมีจาํนวนคารบอนที่ตางกนั เชน ยีน alkB ซึ่งเกี่ยวของกบัการยอยสลายแอ
ลเคนที่มีคารบอนต้ังแต 5 – 16 อะตอม ยนี alkM เกี่ยวของกับการยอยสลายแอลเคนท่ีมีคารบอน
มากกวา 12 อะตอม และยีน CYP153 ทีเ่กี่ยวของในการสังเคราะหไซโตรโครม พี450 แอลเคนไฮ
ดรอกซิเลส (cytochrome P450 alkane hydroxylase) สามารถยอยสลายแอลเคนท่ีมีคารบอน 
8 – 16 อะตอม (Kohno และคณะ, 2002; Smith และคณะ, 2002; Van และคณะ, 2006)  ผลจาก
การทดลองพบวา ไมพบผลติภัณฑ PCR ของไพรเมอรทุกคู  
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6.5 อภิปรายผลการทดลอง 
แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันปโตรเลียมชนิดตางๆ เชน

น้ํามันดิบ น้ํามันดีเซล (PTT Diesel และ PTT Diesel B5) และน้ํามันเคร่ือง PTT V120    เม่ือ
พิจารณาโครมาโตรแกรมของการยอยสลายน้ํามันดีเซลและน้ํามันดิบโดยแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 
พบวา มีการลดลงอยางมากของอัลเคนที่เปนสวนประกอบของน้ํามันดีเซลและน้ํามันดิบ 
(ภาคผนวก ค) ซึ่งสอดคลองกับประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการยอยสลายอัล
เคน (เตตระเดคเคน (C14) และ เฮกซะดีเคน (C17)) ซึ่งอัลเคนทั้ง  2 ชนิดสามารถพบในน้ํามัน
ดีเซลและน้ํามันดิบ เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดีเซลระหวาง RN402 
และ Rhodococcus erythropolis พบวา  R. erythropolis มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามัน
ดีเซลไดสูงถึง 75% ที่ความเขมขนของน้ํามันดีเซลเร่ิมตน 1% w/v ในน้ําทะเลสังเคราะหปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ภายในเวลา 7 วัน ซึ่งสูงกวาประสิทธิภาพของ RN402 (Huang และคณะ, 2008) 
จากงานวิจัยของ Klankeo (2009) พบวา RN402 มีความสามารถในการยอยสลาย ไพรีน ฟแนนท
รีน และฟลูออแรนทรีน  และจากรายงานจํานวนมากรายงานวา แบคทีเรียสกุล 
Pseudoxanthomonas สามารถยอยสลาย PAHs ไดคลอโรไดฟนิลไตรคลอโรอีเทน

(dichlorodiphenyltrichloroethane, DDT) บีเทค (BTEX)  เฮกซะคลอโรไซโคลเฮกเซน 
(hexachlorocyclohexane)  ไดแก Pseudoxanthomonas sp. PNK-04, Pseudoxanthomonas 
sp. DMVP2, Pseudoxanthomonas indica sp., Pseudoxanthomonas sacheonensis sp. 
and Pseudoxanthomonas jiangsuensis sp. (Lee และคณะ 2008; Kumari และคณะ 2011; 
Nayak และคณะ 2011; Wang และคณะ 2011; Patel และคณะ 2012) ซึ่งงานวิจัยนี้เปนงานวิจัย
แรกที่พบวา แบคทีเรียสกุล Pseudoxanthomonas  มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันดิบ 
น้ํามันดีเซล เตตระเดคเคน และ เฮกซะดีเคนและจากประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนของ RN402 แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 สามารถนําไปประยุกตใชใน
การบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนตอไป 

การพัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 สําหรับการบําบัดน้ําเสียจําเปนตองนํา
วิธีการตรึงเซลลมาประยุกต เพื่อชวยเปนแหลงคุมกัน อีกทั้งยังทําใหแบคทีเรียสามารถทนตอ
สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมกับการเจริญ เชน ปริมาณน้ํามันที่มีความเขมขนสูง หรือสารอาหารที่
มีปริมาณตํ่าในน้ําเสีย ทําใหอัตราการอยูรอดของแบคทีเรียเพิ่มข้ึน เพิ่มประสิทธิภาพการยอย
สลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนได และการนําแบคทีเรียกลับมาใชซ้ําเพื่อลดคาใชจายในการ
บําบัดน้ําเสีย (Obuekwe และ Al-Muttawa, 2001; Gentry และคณะ, 2004; Wu และคณะ, 
2009;  Lee และคณะ, 2011) โดยใชวิธีการตรึงแบคทีเรียบนวัสดุตรึงที่เหมาะสม เร่ิมจากการ
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คัดเลือกวัสดุตรึงซึ่งพบวา BCN-009 ของบริษัท Wassercare Co., Ltd. เปนวัสดุตรึงที่มีเหมาะสม 
เนื่องเปนวัสดุที่หาซื้อไดงายตามทองตลาด ผลิตจาก HDPE ซึ่งสามารถทนตอการยอยสลายไดสูง 
และยังมีลักษณะใกลกับตัวกลางที่ใชในระบบน้ําเสียขนาดใหญที่จําหนายในทองตลาดซ่ึงทําให

งายตอการขยายปริมาตรในของระบบบําบัดตอไปในอนาคต  
จากงานวิจัยของปาริฉัตร (2553) พบวาสภาวะการตรึงเซลลที่เหมาะสมในขวดทดลอง

ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มี CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร วัสดุตรึง 5 กรัม ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 108 
MPN/ชุดทดลอง น้ํามันดีเซล 0.5 % (w/v) เปนเวลา 6 วัน โดยวัสดุตรึง 1 กรัม มีปริมาณแบคทีเรีย
ที่สามารถเกาะติดบนวัสดุตรึงประมาณ 108 MPN/กรัม  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอย
สลายน้ํามันดีเซลระหวางเซลลอิสระและเซลลตรึงในการทดลองแบบกึ่งตอเนื่อง ในอาหารเหลว 
CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยการเติมน้ํามันดีเซล 200 มิลลิกรัม/ลิตรทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 15 
วัน พบวาเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดีเซลมากกวา 80 % ตลอดการทดลอง 
เนื่องมาจากวัสดุที่ใชตรึงเซลลจะปกปองเซลลแบคทีเรียจากน้ํามันที่ความเขมขนสูงๆ (Prieto และ
คณะ, 2002)  ในขณะที่เซลลอิสระไมสามารถทนทานตอความเขมขนที่สูงข้ึนของน้ํามันได 
(Kayode และคณะ, 2008) ทําใหลดประสิทธิภาพการยอยสลายลงอยางมาก จากงานวิจัยของ 
Liu และคณะ (2008) ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายกลุมปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในกลุมฟ
นอล โดยเช้ือ Acinetobacter sp. สายพันธุ XA05 และ Sphingomonas sp. สายพันธุ FG03 
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายระหวางเซลลอิสระและเซลลตรึงในพอลิไวนิลแอลกอฮอล 
(PVA) พบวา เซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลที่ความเขมขน 800 มิลลิกรัม/ลิตร 
เทากับ 95% ภายใน 35 ชั่วโมง สวนในเซลลอิสระที่ความเขมขนของฟนอลที่มากกวา 500 
มิลลิกรัม/ลิตร ประสิทธิภาพในการยอยสลายของเซลลอิสระลดลง เนื่องจากความเขมขนของฟ
นอลที่สูงจะยับยั้งการเจริญของเซลล สวนการใชเซลลตรึงจะมีวัสดุตรึงหุมอยูสําหรับปกปองกัน
เซลลจากความเขมขนของฟนอลที่สูงและมีประสิทธิภาพในการกําจัดฟนอลที่ความขมขนสูงได

ดีกวาเซลลอิสระ ในงานวิจัยของ Chandran และ Das (2011) พบวาการตรึงเซลล Candida 
tropicalis บนรําขาวสาลีสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันดีเซลจาก 80% (เซลล
อิสระ) ไดถึง 98% (เซลลตรึง) ที่ความเขมขนน้ํามันดีเซลเร่ิมตน 2% (v/w) ภายในเวลา 7 วัน 
นอกจากนี้การตรึงเซลลโดยใชหัวเชื้อเปนกลุมแบคทีเรีย ไดแก Achromobacter denitrificans 
Acinetobacter baumannii Aeromonas hydrophila/caviae Pseudomonas fluorescens 
Pseudomonas stutzeri Rahnella aquatilis และ Stenotrophomonas maltophilia บนวัสดุตรึง
เซลลูโลส (cellulose-based carrier) ทําใหประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันดีเซลเพิ่มข้ึน 2 เทา จาก 
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35% (เซลลอิสระ) เปน 80% (เซลลตรึง) ที่ความเขมขนน้ํามันดีเซลเร่ิมตน 10% (v/w) ภายในเวลา 
7 วัน (Lawniczak และคณะ, 2011) 

การทดลองประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการกําจัดน้ํามันดีเซลความเขมขนต้ังแต 100 
500 1,000 5,000 10,000 และ 20,000 มิลลิกรัม/ลิตร เพื่อทําใหทราบถึงขอบเขตการใชงานของ
เซลลตรึง RN402 ในการบําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามันดีเซล พบวา เซลลตรึง RN402 มีอัตราการ
กําจัดน้ํามันดีเซลสูงสุด 165 มิลลิกรัม/ลิตร/กรัมเซลลตรึง/วัน ที่ความเขมขนน้ํามันดีเซล 10,000 
มิลลิกรัม/ลิตร จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาเซลลตรึง RN402 สามารถคงประสิทธิภาพการ
กําจัดน้ํามันดีเซลไดถึง 10,000 มิลลิกรัม/ลิตร ในขณะที่อัตราการกําจัดน้ํามันดีเซลเร่ิมลดลงที่
ความเขมขนของน้ํามันดีเซล 20,000 มิลลิกรัม/ลิตร เนื่องจากน้ํามันดีเซลที่ความเขมขนสูงทําให
เปนพิษตอเซลลและสงผลตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลที่เรียกวา การยับยั้งจาก
สารอาหาร (substrate inhibition) (Agarry และคณะ, 2008) เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการ
กําจัดน้ํามันดีเซลของเซลลตรึง RN402 กับเซลลตรึงของแบคทีเรียกลุม (Acinetobacter sp., 
Gordonia sp. and Rhodococcus sp.) บนวัสดุตรึงผสมระหวางพีทมอส เบนโทไนท และอัลจิ
เนต พบวาเซลลตรึงของแบคทีเรียกลุมสามารถกําจัดน้ํามันดีเซลที่ความเขมขนสูงถึง 59% ที่ความ
เขมขนน้ํามันดีเซลเร่ิมตน 10 กรัม/ลิตร ในอาหารเหลว Bushnell Haas  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ภายในเวลา 7 วัน (Lee และคณะ, 2010) อยางไรก็ตามเซลลตรึง RN402 มีประสิทธิภาพในการ
กําจัดน้ํามันดีเซลไดสูงกวาเซลลตรึง Rhodococcus sp. สายพันธุ F92 บนโพลียูรีเทนโฟม ที่มี
ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันดีเซล 80% ความเขมขนน้ํามันดีเซลเร่ิมตน 0.5 (v/w) ในน้ําทะเล
สังเคราะหปริมาณ 50 มิลลิลิตร ภายในเวลา 14 วัน (Quek และคณะ, 2006) 

การทดสอบประสิทธิภาพในการใชซ้ําของเซลลตรึง RN402 ในการยอยสลายน้ํามันดีเซล
ความเขมขน 200 มิลลิกรัม/ลิตร พบวา เซลลตรึง RN402 สามารถใชซ้ําไดถึง 70 รอบ ผลการ
ทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวาเซลลตรึง RN402 มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายน้ํามันดีเซลใน
อาหารเหลว และสามารถใชซ้ําไดอยางตอเนื่อง ดังนั้นการตรึงเซลลบนวัสดุที่เหมาะสมโดยใช
แบคทีเรียสูตรน้ํา สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา  

การยึดเกาะของเซลล RN402 บนวัสดุตรึงและการสรางไบโอฟลมของเซลลตรึงที่ผานการ
ใชซ้ํา 70 รอบ โดยกลอง SEM และ SPM  พบวาเม่ือเซลลตรึงผานการใชงานทําใหชั้นของไบโอ
ฟลมหนา ในขณะที่การตรวจติดตามดวยกลอง CLSM  รวมกับสียอม FilmTracer™ 
LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit แสดงใหเห็นการมีชีวิตของแบคทีเรียบนพื้นผิววัสดุไดทันที ซึ่ง
วิธีดังกลาวเปนวิธีการที่สะดวก รวดเร็ว แมนยํา โดยไมตองผานการเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติ และ
สามารถนับจํานวนเซลลจากภาพถายไดโดยตรง จากการตรวจติดตามดวยวิธีดังกลาวพบ
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แบคทีเรีย RN402 มีชีวิตจํานวนมากอยูบนไบโอฟลม ซึ่งสอดคลองกับการคงประสิทธิภาพของ
เซลลตรึงในการกําจัดน้ํามันดีเซลตลอดการทดลอง 70 คร้ัง การมีชีวิตของแบคทีเรียมีความสําคัญ
ตอความคงตัวของไบโอฟลมและการรักษาประสิทธิภาพในการยอยสลายของเซลลบนไบโอฟลม 
สอดคลองกับงานวิจัยของ Sivan และคณะ (2006) ศึกษาการมีชีวิตของ Rhodococcus ruber 
บนไบโอฟลมดวยกลอง CLSM พบเซลลมีชีวิตของ R. ruber จํานวนมาก และยังคงประสิทธิภาพ
การยอยสลายโพลีเอทิลีน (polyethylene) เมื่อผานการบมเปนเวลา 60 วัน   

จากรายงานการศึกษาประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการใชซ้ําแสดงใหเห็นวา เซลลตรึงที่
ผานการใชซ้ําสามารถคงประสิทธิภาพการยอยสลาย และเหมาะสําหรับการประยุกตใชในระบบ
บําบัดน้ําเสียทางชีวภาพได (Karabika และคณะ, 2009; Djefal-Kerrar และคณะ, 2011) จากผล
ในงานวิจัยคร้ังนี้พบวา เซลลตรึง RN402 สามารถใชซ้ําไดมากกวาเซลลตรึง Yarrowia lipolytica 
W29 ในแคลเซียมอัลจิเนตซึ่งสามารถใชซ้ําไดเพียง 12 รอบเทานั้น (Wu และคณะ, 2009) 
นอกจากนี้การตรึงเซลล RN402 บนชิ้นพลาสติกมีความคงตัวสูงในระบบบําบัดที่ดําเนินงานเปน
ระยะยาวนานได ในขณะที่เซลลตรึง Acinetobacter sp. สายพันธุ XA05 และ Sphingomonas 
sp. สายพันธุ FG03 บน PVA สามารถใชซ้ําไดเพียง 20 รอบ (Liu และคณะ, 2008) ดังนั้นจาก
ผลการวิจัยทั้งหมดแสดงใหเห็นวา เซลลตรึง RN402 บนชิ้นพลาสติก BCN-009 มีคุณลักษณะที่
หลากหลาย เชน ประสิทธิภาพการยอยสลายสูง ทนทาน การลอยตัวในน้ํา อายุการใชงานยาวนาน 
ทําใหเซลลตรึง RN402 เหมาะสมสําหรับการประยุกตใชในระบบบําบัดน้ําเสียในงานวิจัยตอไป 

นอกจากนี้จากความสามารถของ RN402 ในการยอยสลายน้ํามันดีเซล น้ํามันดิบ และอัล
เคน (C14 และ C16) ดังนั้น RN402 ตองมียีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนส โดย
ประยุกตใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลเพื่อตรวจสอบการมีอยูของยีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิ

จีเนสที่คาดวาเกี่ยวของกับการยอยสลายน้ํามันดีเซลบนดีเอ็นเอของ RN402 พบวา ไมพบ
ผลิตภัณฑ PCR ของไพรเมอรทุกคู ซึ่งอาจเนื่องมาจากยีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนส 
ของ RN402 มีความแตกตางยีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสที่มีรายงานในปจจุบัน ซึ่ง
ไพเมอรสวนใหญออกแบบมาจากลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสของ

แบคทีเรียสกุลตางๆ ที่ไมครอบคลุมกับแบคทีเรียในสกุล Pseudoxanthomonas อีกทั้งยังไม
ปรากฎรายงานวามีการพบยีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสของแบคทีเรียในสกุล 
Pseudoxanthomonas เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยแรกที่พบวาแบคทีเรียในสกุล 
Pseudoxanthomonas มีความสามารถในการยอยสลาย น้ํามันดีเซล น้ํามันดิบ และอัลเคน ดังนั้น
จึงเปนที่นาสนใจในการศึกษายีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสในแบคทีเรียในสกุล 
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Pseudoxanthomonas เพื่อทําใหมีขอมูลความหลากหลายของยีนเพิ่มข้ึน และประโยชนตอการ
ประยุกตในอนาคตตอไป 

จากงานวิจัยคร้ังนี้ทําใหทราบวิธีการใชแบคทีเรียสูตรน้ําของ RN402 สําหรับการบําบัดน้ํา
เสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน โดยตรึงแบคทีเรียบนพลาสติก BCN-009 เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา ลดปริมาณการใชหัวเช้ือแบคทีเรีย และสามารถใชงานในระบบ
บําบัดไดอยางตอเนื่อง ซึ่งพบวาเซลลตรึง RN402 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดีเซลที่
ความเขมขนสูงข้ึนกวาเซลลอิสระ โดยเซลลตรึง RN402 มีอัตราการกําจัดน้ํามันดีเซลสูงสุด 165 
มิลลิกรัม/ลิตร/กรัมเซลลตรึง/วัน ที่ความเขมขนน้ํามันดีเซล 10,000 มิลลิกรัม/ลิตร และสามารถคง
ประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันดีเซลไดถึง 10,000 มิลลิกรัม/ลิตร และจากการใชซ้ําพบวาเซลลตรึง 
RN402 ยังคงมีประสิทธิภาพสูงตลอดการใชซ้ําในการยอยสลายน้ํามันดีเซลความเขมขน 200 
มิลลิกรัม/ลิตร จํานวน 70 รอบ แสดงใหเห็นประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ซึ่งมีอายุการใช
งานในยาวนานมากกวา 210 วัน นอกจากนี้การวิเคราะหการยึดเกาะของเซลล RN402 บนวัสดุ
ตรึง และการสรางไบโอฟลมของเซลลตรึงที่ผานการใชซ้ํา 70 รอบ โดยกลอง SEM และ SPM  ทํา
ใหเห็นช้ันของไบโอฟลมซ่ึงมีความหนาอยางชัดเจนเมื่อเซลลตรึงมีอายุการใชซ้ํามากข้ึน ในขณะที่
การตรวจติดตามดวยกลอง CLSM  รวมกับสียอม FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability 
Kit แสดงใหเห็นวามีแบคทีเรีย RN402 ที่มีชีวิตจํานวนมากอยูบนไบโอฟลม ซึ่งสอดคลองกับการ
คงประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการกําจัดน้ํามันดีเซลตลอดการทดลอง 70 คร้ัง การมีชีวิตของ
แบคทีเรียมีความสําคัญตอความคงตัวของไบโอฟลมและการรักษาประสิทธิภาพในการยอยสลาย

ของเซลลบนไบโอฟลม จากประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันดีเซลของเซลลตรึง RN402 ความ

คงทนตอน้ํามันดีเซลความเขมขน และการคงประสิทธิภาพของการกําจัดน้ํามันดีเซลตลอดอายุ
การใชงานของเซลลตรึง RN402 แสดงใหเห็นถึงศักยภาพของเซลลตรึง RN402 ในการนําไป

ประยุกตใชเปนตัวกรองชีวภาพในระบบบําบัดน้ําเสียแบบตอเนื่องในการทดลองตอไป 
 

 



 
 

 บทที่  7 

 การบําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนโดยเซลลตรึงของแบคทีเรียสูตรน้ํา 
RN402 ในระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลาง 

  
7.1 บทนํา 
 ในปจจุบันประเทศไทยมี อุตสาหกรรมที่หลากหลายที่ เกี่ ยวของกับป โตรเ ลียม

ไฮโดรคารบอน เชน กลุมอุตสาหกรรมโรงกล่ันน้ํามันปโตรเลียม กลุมอุตสาหกรรมปโตรเคมีภัณฑ 
และกลุมอุตสาหกรรมผลิตช้ินสวนและอุปกรณประกอบสําหรับยานยนต ซึ่งในกระบวนการผลิต 
กอใหเกิดน้ําเสียที่ปนเปอนน้ํามันปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ซึ่งน้ําเสียเหลานี้ประกอบดวยของแข็ง

แขวนลอย โลหะ อิมัลสิไฟเออร และน้ํามันซ่ึงมักพบน้ํามันหลอล่ืนชนิดตางๆ น้ํามันไฮดรอ
ลิก  จาระบี น้ํามันคูลแลนทอยูในรูปของอิมัลชันระหวางน้ํามัน สารอิมัลสิไฟเออร และน้ํา และ
เรียกลักษณะแบบนี้วา อิมัลชันเสถียร (stabilized emulsion) (Jang และ Lee, 2000) นอกจากนี้
สวนประกอบขางตนทําใหน้ํามันที่อยูในรูปอิมัลชันยอยสลายไดยาก โดยลักษณะของอิมัลชันที่พบ
ในน้ําเสียเปนแบบ oil-in-water (o/w) หรือเปนแบบ water-in-oil (w/o) การบําบัดน้ําเสียอิมัลชัน
ดวยวิธีทางกายภาพและทางเคมี เชน การทําใหตะกอนลอยดวยการเปาอากาศ (air flotation) การ
เติมสารกอการจับกอน (coagulant) การดูดซับ (adsorption) การแยกดวยเมมแบรน (membrane 
separation process) เปนตน แตเนื่องจากวิธีการเหลานี้มีขอดอยในเร่ืองคาใชจายที่มีราคาสูง 
และไมสามารถกําจัดน้ํามันไดอยางสมบูรณซึ่งอาจทําใหมีน้ํามันจากระบบบําบัดกลับมาปนเปอน

ในน้ําเสียไดอีกคร้ัง รวมถึงมีขอดอยในเร่ืองคาใชจายในการลงทุนและดําเนินการที่มีราคาสูง 
(Amro, 2004; Hong และคณะ, 2005; Vieira และคณะ, 2007; Li และคณะ, 2011; Maiti และ
คณะ, 2011 ) เม่ือระบบบําบัดที่มีอยูไมสามารถกําจัดน้ําเสียในรูปอิมัลชันไดหมดผล  สงผลใหน้ํา
ทิ้งจากระบบเหลานี้มีการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนไปสูส่ิงแวดลอม ถึงแมวาปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในน้ําเสียเหลานี้มีความเขมขนตํ่า แตหากถูกปลอยทิ้งลงแหลงน้ําใน
ธรรมชาติ ทําใหเปนพิษตอสัตวน้ําและเกิดการสะสมสารพิษเหลานี้อยูในส่ิงมีชีวิตในหวงโซอาหาร 
ที่เรียกวา การเพิ่มขยายทางชีวภาพ  (biomagnifications) ซึ่งเปนอันตรายตอมนุษยและส่ิงมีชีวิต
อ่ืนๆ (Lohi และคณะ, 2008; Zhou และคณะ, 2008; Chandran และ Das, 2011)  ดังนั้นเพื่อลด
ปญหาการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในธรรมชาติ ซึ่งอาจเกิดจากการปลอยน้ําเสียจาก
อุตสาหกรรมจึงจําเปนตองมีวิธีการบําบัดน้ําเสียอยางถูกวิธี 

ดังนั้นจึงมีการใชวิธีทางชีวภาพมาประยุกตใชในการบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอนน้ํามัน 
เนื่องจากวิธีทางชีวภาพสวนใหญเปนการใชจุลินทรียในการบําบัดสารพิษจึงไมเปนอันตรายตอ
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มนุษยและส่ิงแวดลอม โดยจุลินทรียสามารถใชน้ํามันเปนแหลงคารบอนเปล่ียนเปนมวลชีวภาพ
ของจุลินทรีย คารบอนไดออกไซด และน้ํา  ซึ่งกระบวนการดังกลาวทําใหน้ํามันที่ปนเปอนในน้ํา
เสียถูกกําจัดไดอยางสมบูรณโดยจุลินทรีย (EPA, 1996; Das และ Chandran, 2011) และ
เนื่องจากน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมมีจํานวนมากจึงจําเปนตองใชระบบบําบัดที่เหมาะสมใน

การบําบัดน้ําเสีย โดยการประยุกตใชระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง (aerobic packed-
bed bioreactor) เปนทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจในการบําบัดน้ําเสีย เนื่องจากประสิทธิภาพในการ
กําจัดสารปนเปอนตางๆ ไดสูง และมีความทนทานตอสภาวะตางๆ ในระหวางการบําบัด เชน 
ความเปนพิษสูงจากในน้ําเสีย นอกจากนี้มีสมบัติที่สําคัญคือการกรองอนุภาคตางๆ ที่ปนเปอนอยู
ในน้ําเสียเปนการชวยข้ันตอนการกําจัดตะกอนจากระบบบําบัด  (Benthack และคณะ, 2001) 
ปจจุบันมีรายงานจํานวนมากไดศึกษาเกี่ยวกับการใชระบบบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอน Ji และคณะ (2009) ไดศึกษาการประยุกตใชระบบบําบัดทางชีวภาพที่มีตัวกลาง
แบบปอนน้ําเสียจากดานลางถังบําบัด (up-flow fixed-bed bioreactor; UFB) เพื่อใชบําบัดน้ํา
เสียสังเคราะหที่ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน  ระบบสามารถกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอน
ไดถึง 90-93% จากความเขมขนเร่ิมตนของปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 48.7 มิลลิกรัม/ลิตร  และ 
Bravo และคณะ (2009) ไดศึกษาการประยุกตใชระบบบําบัดทางชีวภาพที่มีตัวกลางแบบระบบ
โปรยกรอง (trickling-flow fixed-film biological reactor) เพื่อใชในการบําบัดน้ําใตดินที่ปนเปอน
เบนซีนและน้ําดีเซล สามารถลดปริมาณน้ําดีเซลจาก 2000 มิลลิกรัม/ลิตร เหลือ 0.12 มิลลิกรัม/
ลิตร 

นอกจากนี้การบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดยวิธีชีวภาพ จําเปนตอง
ศึกษาตัวแปรตางๆ ที่เกี่ยวของในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ไดแก ปริมาณไนโตรเจน 
ปริมาณฟอสฟอรัส ความเขมขนน้ํามัน pH ระยะเวลาในการบม และ อุณหภูมิในการบม เพื่อหา
สภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายอยางมีประสิทธิภาพ ซึ่งตองใชระยะเวลาและการทดลอง
จํานวนมาก ดังนั้นการประยุกตใชหลักการทางสถิติในการออกแบบการทดลอง ไดแก วิธีการพื้นผิว
ตอบสนอง (response surface methodology: RSM) จะสามารถลดระยะเวลาและจํานวนการ
ทดลองในการหาสภาวะที่เหมาะสม นอกจากนี้ยังสามารถทํานายผลการทดลองไดอีกดวย 
(Mohajeri และคณะ, 2010; Zahed และคณะ, 2010) รายงานการประยุกตใชวิธีทางสถิติเพื่อหา
สภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ไดแก Zahed และคณะ (2010)  
ศึกษาการประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะในการยอยสลายน้ํามันดิบที่

ปนเปอนในน้ําทะเล โดยทดลองในขวดรูปชมพูที่บรรจุน้ําทะเล 250 มิลลิลิตร ที่ความเขมขนของ
น้ํามันดิบเทากับ 100 มก./ล.  ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน 107 CFU/มิลลิลิตร และศึกษาตัวแปรที่
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เกี่ยวของไดแก ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส และเวลาในการยอยสลาย พบวา สภาวะที่
เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันดิบไดแก ปริมาณไนโตรเจน 13.62 มิลลิกรัม/ลิตร  ปริมาณ
ฟอสฟอรัส 1.39 มิลลิกรัม/ลิตร  ในเวลา 20 วัน โดยประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดิบจาก
การทํานายเทากับ 98 % ในขณะที่ผลจากการทดลองเทากับ 95% 

งานวิจัยนี้จึงมีเปาหมายงานวิจัยโดยมุงศึกษาการประยุกตใชเซลลตรึงในระบบบําบัดแบบ

เติมอากาศท่ีมีตัวกลางสําหรับบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม ในงานวิจัยนี้ใชน้ําเสียจาก
โรงงานผลิตช้ินสวนและอุปกรณประกอบสําหรับยานยนต บริษัท สยามเลมเมอรซ จํากัด 42 หมูที่ 
5 ถนนหนองปลากระด่ี ตําบลหนองปลาหมอ อําเภอหนองแค จังหวัดสระบุรี โดยใชน้ําเสียจาก
แผนก chip yard โดยน้ําเสียในรูปแบบอิมัลชันระหวางน้ํามันสไลดเวยและน้ํา โดยมีน้ํามันคูล
แลนทเปนตัวอิมัลซิไฟลเออร โดยน้ํามันสไลดเวยเปนน้ํามันหลอล่ืน (รูปที่ 7.1) ซึ่งใชในสายพาน
การผลิตและใชสําหรับเคลือบผิวลออัลลอยสําหรับรถยนต น้ําเสียดังกลาวผานการบําบัดน้ําเสีย
ดังนี้ ข้ันตอนแรกรวบรวมน้ําเสียสูถังปรับสภาพ (equalization tank) ข้ันตอนที่ 2 เปนถังบําบัดน้ํา
เสียดวยวิธีทางเคมี (chemical reaction tank) ซึ่งเติมสารพอลิเมอรและสารเคมีเพื่อปรับสภาวะที่
เหมาะสําหรับแยกน้ํามันออกจากน้ํา และเกิดการรวมตัวเปนตะกอนของน้ํามันแยกออกจากน้ําได
อยางชัดเจนและลอยสูดานบน ข้ันตอนที่ 3 ตกตะกอนจากการบําบัดทางเคมีดวยถังตกตะกอน 
(sedimentation tank) ข้ันตอนที่ 4 กรองตะกอนดวยถังกรอง (filter tank) และปลอยสูระบบบําบัด
น้ําเสียของนิคมอุตสาหกรรมโดยไมมีการใชวิธีการบําบัดทางชีวภาพ ดังแสดงในรูปที่ 7.2 

 
 

 
 
รูปท่ี 7.1 พีททีี สไลดเวย ออยล  
ที่มา: ปตท (2554)  
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รูปที่ 7.2  ระบบบําบัดน้าํเสียของแผนก chip yard บริษัท สยามเลมเมอรซ จํากัด 
ที่มา: สยามเลมเมอรซ (2554) 
 
อยางไรก็ตามระบบบําบัดของโรงงานดังกลาวประสบปญหาที่บางคร้ังที่มียอดการผลิต

จํานวนมาก พบวาน้ําทิ้งจากระบบดังกลาว น้ําขุน ไมใส มีคา FOG, BOD, COD และ SS เกิน
มาตรฐานที่เขตประกอบอุตสาหกรรม เอส ไอ แอล สระบุรี ปรับปรุงฉบับลาสุด พ.ศ. 2551 กําหนด
คือ ไมมากกวา 10 มิลลิกรัม/ลิตร ทําใหโรงงานตองเสียคาปรับใหแกนิคมอุตสาหกรรมเพื่อ
คาใชจายบําบัดน้ําเสียในวันที่มีปญหา นอกจากนี้ยังมีผลกระทบตอชื่อเสียงของโรงงานเนื่องทาง
บริษัทผลิตชิ้นรถยนตใหกับบริษัทผลิตรถยนตหลากหลายยี่หอไดแก โตโยตา ฮอนดา อิซูซุ วอลโว 
และ เมอรเซเดส-เบนซ เปนตน ซึ่งทางบริษัทและบริษัทคูคาเหลานี้ไดผานการรับรองมาตรฐาน
ระบบการจัดการสิ่งแวดลอม ISO 14000 หากมีการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจํานวนมาก
ในน้ําเสียจนทําใหคาไขมันและน้ํามัน (fat oil and grease, FOG) เกินคามาตรฐาน สงผลให
โรงงานถูกปรับจากนิคมขอมูลดังกลาวจะถูกบันทึกและแจงตอบริษัทผลิตรถยนตเหลานี้ทราบ ทํา
ใหมีผลตอการพิจารณาการตอสัญญาการดําเนินธุรกิจระหวางบริษัทผลิตรถยนตและโรงงาน  
ดังนั้นการเพิ่มระบบบําบัดทางชีวภาพเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของระบบบําบัดน้ําเสียที่มีอยูเดิมใน

การกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนและลดคา FOG จึงนาจะเปนทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจเปน

อยางยิ่ง 
ทั้งนี้งานวิจัยนี้เร่ิมจากศึกษาลักษณะสมบัติของน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน

จากโรงงานอุตสาหกรรม สรางระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ และ
ทดสอบประสิทธิภาพของระบบบําบัดในการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนเพื่อหาสภาวะในการบําบัดอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้ไดศึกษาการออกแบบ
การทดลองดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นที่ผิวตอบสนองเพื่อประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันของ

เซลลตรึง RN402 โดยประโยชนที่จะไดรับจากงานวิจัยคร้ังนี้คือสามารถใชเปนขอมูลในการสราง
ระบบบําบัดตนแบบและขอมูลสําหรับควบคุมระบบบําบัดใหทํางานอยางประสิทธิภาพสําหรับการ

ประยุกตใหในการบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงานอุตสาหกรรมตอไป  
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7.2 ขั้นตอนงานวิจยั 
7.2.1 การศึกษาลกัษณะสมบัติของน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจาก

โรงงานอุตสาหกรรม 
7.2.2 การสรางระบบบาํบดัแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ 
7.2.3 การทดสอบประสทิธิภาพการบําบัดน้ําเสยีสังเคราะหปนเปอนปโตรเลยีม

ไฮโดรคารบอนโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบติัการ 
1) การทดสอบระยะเวลากกัเกบ็น้ําเสียในการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอน

น้ํามันสไลดเวยโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง 
2) การทดสอบประสิทธิภาพการบําบัดน้าํเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย

โดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง 
7.2.4 การทดสอบประสทิธิภาพการบําบัดน้ําเสยีจากโรงงานอุตสาหกรรมที่

ปนเปอนน้ํามันโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบติัการ 
7.2.5 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการกําจัดน้าํมันในนํ้าเสียจากโรงงาน

อุตสาหกรรมของเซลลตรึง RN402 ดวยวิธพีื้นผิวตอบสนอง 
 

7.3 วัสดุอุปกรณและวิธีดําเนินงานวจิยั 
 7.3.1 การศึกษาลกัษณะสมบัติของน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจาก
โรงงานอุตสาหกรรม 

นําน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงานผลิตชิ้นสวนและอุปกรณประกอบ

สําหรับยานยนตและเคร่ืองยนต บริษัท สยามเลมเมอรซ จํากัด โดยใชน้ําเสียจากแผนก chip yard 
ที่ผานกระบวนการบําบัดทางกายภาพและทางเคมี นํามาวิเคราะหคุณภาพน้ําทิ้งตามวิธีมาตรฐาน 
เพื่อหาคาพารามิเตอรตางๆ ในตารางที่ 7.1 

ตารางที่ 7.1  วิธีวิเคราะหลักษณะสมบัติตางๆ ของน้ําเสีย 
พารามิเตอร วิธีวิเคราะห 

pH pH Meter 
FOG สกัดดวยตัวทําละลาย แลวแยกหาน้ําหนักของน้ํามันและไขมัน 
TPH เคร่ืองวัดปริมาณปโตรเลียมไฮโดรคารบอน (TLC-FID) 
TSS ระเหยแหงที่อุณหภูมิ 103 -105๐C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
COD Potassium Dichromate Digestion 
Total N Macro Kjedahl 
Total P Ascorbic acid method 
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7.3.2 การสรางระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางระดับหองปฏบิัติการ  
สรางระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง โดยดัดแปลงจากระบบบําบัดแบบเติม

อากาศที่มีตัวกลางของ Juneson และคณะ (2002) ประกอบดวยทออะคริลิกเสนผานศูนยกลาง
ภายใน 120 มิลลิเมตร ความสูง 500 มิลลิเมตร ความจุ 5.5 ลิตร โดยตอเขากับปมน้ําและปมลม
เพื่อปอนน้ําเขาและอากาศทางดานลางระบบบําบัด ซึ่งทิศทางการไหลของนํ้าไหลจากดานลางสู
ดานบน แสดงดังรูปที่ 7.3 โดยนําระบบบําบัดนี้ไปประยุกตใชในการบําบัดน้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม บริษัท สยามเลมเมอรซ ซึ่งน้ําเสียดังกลาวผานการบําบัดทางกายภาพและทางเคมี 
แตยังคงพบวาปญหาการปนเปอนของคา FOG เกินมาตรฐานน้ําทิ้งของนิคมอุตสาหกรรม 

 

 

รูปท่ี 7.3  ระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มตัีวกลาง (aerobic packed-bed bioreactor) 
   

7.3.3 การทดสอบประสิทธิภาพการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ 

7.3.3.1 การทดสอบระยะเวลากักเก็บน้ําเสียในการบําบัดนํ้าเสียสังเคราะห
ปนเปอนน้ํามันสไลดเวยโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ 

นําระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางจากขอ 7.3.2  ปริมาตรในการบําบัดน้ําเสีย
เทากับ 3 ลิตร ซึ่งบรรจุดวยเซลลตรึง RN402 ที่เตรียมจากแบคทีเรียสูตรน้ําจํานวน 200 กรัม เพื่อ
บําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ซึ่งเตรียมจากอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 800 
มิลลิลิตร เติมดวย 0.1% (v/v) tween80 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ที่มีความเขมขนของน้ํามันเทากับ 

วัสดุตรึง 

น้ําออก ความจุ 3 ลิตร 

น้ํา
เข
า 

อา
กา

ศ 
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50 มิลลิกรัม/ลิตร ผสมโดยเคร่ืองปนผสมเปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นจึงนําไปกวนโดยใชเคร่ือง
กวนสารเปนเวลา 30 นาที เพื่อกําจัดฟองที่เกิดข้ึนจากการปนและทําใหน้ําเสียอยูในรูปอิมัลชันมี
ความเสถียรมากข้ึน จากนั้นปริมาตรใหเปน 1,000 มิลลิลิตร (Panpanit และ Visvanathan, 2001) 
โดยแปรผันระยะเวลากักเก็บน้ําเสียเทากับ 5 10 และ 15 ชั่วโมง ตามลําดับ  และใหอากาศ 2 
vvm. โดยชุดควบคุมคือระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางที่ไมผานการตรึงเซลล เก็บ

ตัวอยางน้ําเขาและออกเพื่อวิเคราะหปริมาณน้ํามันที่เหลืออยูโดยวิธี TLC-FID ตามวิธีที่ระบุในขอ 
3.11  

 
7.3.3.2 การทดสอบประสิทธิภาพการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนนํ้ามันสไลด

เวยโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ 
นําระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางจากขอ 7.3.2 ปริมาตรในการบําบัดน้ําเสีย 3 

ลิตร ซึ่งบรรจุดวยเซลลตรึง RN402 ที่เตรียมจากแบคทีเรียสูตรน้ําจํานวน 200 กรัม เพื่อบําบัดน้ํา
เสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย โดยแปรผันความเขมขนของน้ํามัน 50, 100, 150 และ 200 
มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง และการใหอากาศ 2 vvm. เก็บ
ตัวอยางน้ําเขาและออกเพื่อวิเคราะหปริมาณน้ํามันที่เหลืออยูโดยวิธี TLC-FID ตามวิธีที่ระบุในขอ 
3.11 

 
 7.3.4 การทดสอบประสิทธิภาพการบาํบัดนํ้าเสยีจากโรงงานอุตสาหกรรมท่ี
ปนเปอนน้ํามันโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบติัการ 

นําระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางจากขอ 7.3.2 ปริมาตรในการบําบัดน้ําเสีย 3 
ลิตร ซึ่งบรรจุดวยเซลลตรึง RN402 จํานวน 200 กรัม เพื่อบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนจากโรงงานอุตสาหกรรม บริษัท สยามเลมเมอรซ จํากัด ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 
ชั่วโมง และการใหอากาศ 2 vvm. โดยแบงการทดลอง 2 กลุม คือ กลุมที่ 1 กลุมที่ไมเติม

สารอาหาร กลุมที่ 2 กลุมที่เติมสารอาหารโดยเติมสารอาหารเหลว CFMM ในอัตราสวนระหวางน้ํา
เสียและอาหารเหลว CFMM เทากับ 1:1 เก็บตัวอยางน้ําเขาและออกเพื่อวิเคราะหปริมาณน้ํามันที่
เหลืออยูโดยวิธี TLC-FID ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.11 ปริมาณ COD และปริมาณ FOG 

 
7.3.5 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอยสลายนํ้ามันหลอลื่นในนํ้าเสียจาก

โรงงานอุตสาหกรรมดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง 
การหาสภาวะที่เหมาะสมในการกําจัดน้ํามันหลอล่ืนในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม

เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการกําจัดน้ํามัน โดยการออกแบบการทดลองดวย
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วิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นที่ ผิวตอบสนอง ซึ่งการออกแบบการทดลองแบบสวนผสมกลาง 
ประกอบดวย 3 ตัวแปร โดยแตละปจจัยเปล่ียนแปลงได 5 ระดับ ดังแสดงในตารางที่ 7.2 และ 7.3 
โดยตัวแปรที่ใชศึกษาไดแก ปริมาณไนโตรเจน (แอมโมเนียมไนเตรต; NH4NO3) ปริมาณ

ฟอสฟอรัส (ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต; Na2HPO412H2O) และความเขมขนของ
น้ํามัน (น้ํามันสไลดเวย) และทดลองในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ประกอบดวยน้ําเสีย
จากโรงงานอุตสาหกรรมปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่เติม tween80 ความเขมขนสุดทาย 0.01%(v/v) 
ปริมาณเช้ือเร่ิมตนของเซลลตรึงเทากับ 109 MPN/ชุดทดลอง  เติมสารอาหารตางๆ ตามสภาวะที่
กําหนดไวในตารางท่ี 7.3 และปรับคา pH ใหเทากับ  7 จากนั้นนําไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/
นาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน ทําการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางน้ําเพื่อวิเคราะหปริมาณ
น้ํามันที่เหลืออยูโดยวิธี TLC-FID ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.11 นําขอมูลที่ไดวิเคราะหความถดถอย
เชิงซอนหรือพหุคูณ (multiple regression analysis) โดยโปรแกรม Statistica เวอรชั่น 8 (บริษัท 
StatSoft, สหรัฐอเมริกา) และหาปฏิสัมพันธระหวางการกําจัดน้ํามันกับตัวแปรตางๆ ในรูปแบบ
ของการวิเคราะหหาพื้นผิวการตอบสนอง (response surface plot) และรูปแบบเสนโครงราง 
(contour plot) สําหรับหาสภาวะเหมาะสมตอประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 
 
ตารางที่ 7.2 ตัวแปรและระดับตัวแปรที่ศึกษา 

ตัวแปร  ระดับ  
-1.682 -1 0 +1 1.682 

ไนโตรเจน (กรัม/ลิตร) 0.795 2.5 5 7.5 9.205 
ฟอสฟอรัส (กรัม/ลิตร) 0.636 2 4 6 7.364 
น้ํามัน (มิลลิกรัม/ลิตร) 46 2000 5000 8000 10046 

 
ตารางที่ 7.3 ชุดทดลองโดยการออกแบบการทดลองแบบสวนผสมกลาง  

ชุดทดลองที ่ ไนโตรเจน (กรัม/ลิตร) ฟอสฟอรัส (กรัม/ลิตร) น้ํามัน (มิลลิกรัม/ลิตร) 
1 2.5 2 2000 

2 7.5 2 2000 

3 2.5 6 2000 

4 7.5 6 2000 

5 2.5 2 8000 
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ชุดทดลองที ่ ไนโตรเจน (กรัม/ลิตร) ฟอสฟอรัส (กรัม/ลิตร) น้ํามัน (มิลลิกรัม/ลิตร) 
6 7.5 2 8000 

7 2.5 6 8000 

8 7.5 6 8000 

9 0.795 4 5000 

10 9.205 4 5000 

11 5 0.636 5000 

12 5 7.364 5000 

13 5 4 46 

14 5 4 10046 

15 5 4 5000 

16 0 0 46 

17 0 0 2000 

18 0 0 5000 

19 0 0 8000 

20 0 0 10046 

หมายเหตุ ชดุการทดลองที่ 16-20 เปนชุดควบคุม โดยเตรียมจากน้าํเสียจริงที่ผานการฆาเชื้อ 
ที่เติมน้าํมนัทีค่วามเขมขนตางๆ และเติมวสัดุตรึงปลอดเช้ือ 

 
 
7.4 ผลการทดลอง 

7.4.1 ลักษณะสมบัติของน้ําเสยีปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงาน
อุตสาหกรรม 

ผลการวิเคราะหคุณภาพน้ําเสียที่ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงานผลิต

ชิ้นสวนและอุปกรณประกอบสําหรับยานยนตและเคร่ืองยนต บริษัท สยามเลมเมอรซ ตามวิธี

มาตรฐาน เพื่อหาคาพารามิเตอรตางๆ ไดแก pH, FOG,  COD, TSS, total phosphorus, total 
nitrogen และ TPH ดังแสดงในตารางที่ 7.3 โดยเก็บตัวอยางน้ําเสียจํานวน 4 คร้ัง ไดแก ในวันที่ 3 
สิงหาคม 2553 วันที่ 14 มกราคม 2554  วันที่ 4 เมษายน 2554 และ วันที่ 28 มิถุนายน 2554 
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ตารางที่ 7.4 ผลการวิเคราะหน้ําเสียตัวอยาง 
ดัชนีคุณภาพน้ํา ผลการวิเคราะห(1) มาตรฐานของนิคมฯ(2) มาตรฐานคุณภาพ

น้ําทิ้ง(3) 
ลักษณะทั่วไป ขุนเล็กนอยถึงขุนมาก  

มีกล่ินเล็กนอย 
- - 

pH 7 -14 5.5-9.0 5.5-9.0 
FOG (มิลลิกรัม/ลิตร) 28-177 ไมเกิน 10 5-15 
COD (มิลลิกรัม/ลิตร) 83-1,553 ไมเกิน 1,250 120-400 
TSS (มิลลิกรัม/ลิตร) 32 - 50-150 
Total N (มิลลิกรัม/ลิตร) 1.1-2.2 - - 
Total P (มิลลิกรัม/ลิตร) 0.4-0.65 - - 
TPH  (มิลลิกรัม/ลิตร) 43-161 - - 

ที่มา: 2554 
หมายเหตุ  (1) ขอมูลผลการวิเคราะหน้ําเสียแสดงเปนชวงระหวางคาตํ่าสุดถึงสูงสุด จาก 4 
ตัวอยาง ที่ถูกเก็บเมื่อวันที่ 3 สิงหาคม 2553 วันที่ 14 มกราคม 2554  วันที่ 4 เมษายน 2554 และ 
วันที่ 28 มิถุนายน 2554  
 (2) มาตรฐานที่เขตประกอบอุตสาหกรรม เอส ไอ แอล สระบุรี ปรับปรุงฉบับลาสุด พ.ศ. 
2551  
 (3) มาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม ประกาศ
กระทรวงวิทยาศาสตร เทคโนโลยีและส่ิงแวดลอม ฉบับที่ 3 (พ.ศ. 2539) เร่ือง กําหนดมาตรฐาน
ควบคุมการระบายน้ําทิ้งจากแหลงกําเนิดประเภทโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม ลง
วันที่ 3 มกราคม 2539 ตีพิมพในราชกิจจานุเบกษา เลมที่ 113 ตอนที่ 13ง ลงวันที่ 13 กุมภาพันธ 
2539 
 โดยนํ้าเสียในรูปแบบอิมัลชันระหวางน้ํามันสไลดเวยและนํ้าโดยมีน้ํามันคูลแลนทเปน

ตัวอิมัลซิไฟลเออร น้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงานผลิตช้ินสวนและอุปกรณ
ประกอบสําหรับยานยนตและเคร่ืองยนตจากแผนก chip yard เปนน้ําเสียมาจากการลาง
เคร่ืองจักรในการข้ึนรูปลอแมกซโดยมีการปนเปอนน้ํามันสไลดเวยซึ่งเปนน้ํามันหลอล่ืนซึ่งใชใน

สายพานการผลิตและใชสําหรับเคลือบผิวลออัลลอยสําหรับรถแมกซรถยนต โดยน้ําเสียในรูปแบบ
อิมัลชันระหวางน้ํามันสไลดเวยและน้ําโดยมีน้ํามันคูลแลนทเปนตัวอิมัลซิไฟลเออร ซึ่งน้ําเสีย
ดังกลาวเมื่อผานกระบวนการบําบัดทางกายภาพและทางเคมี ผลจากการวิเคราะหพบวาน้ําเสีย
ดังกลาวมีคา FOG อยูในชวง 43-177  มิลลิกรัม/ลิตร ซึ่งเกินมาตรฐานที่เขตประกอบอุตสาหกรรม 
เอส ไอ แอล สระบุรี ปรับปรุงฉบับลาสุด พ.ศ. 2551 กําหนดคือ ไมมากกวา 10 มิลลิกรัม/ลิตร เม่ือ
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วิเคราะหปริมาณน้ํามันในน้ําเสียตัวอยางโดยเคร่ือง TLC-FID พบวาคา TPH อยูในชวง 50 -  161 
มิลลิกรัม/ลิตร จากผลวิเคราะหคุณภาพน้ําเสียดังกลาวนี้แสดงใหเห็นวาวิธีการบําบัดทางกายภาพ
และทางเคมีไมสามารถลดคา FOG ใหตํ่าผานคามาตรฐาน ดังนั้นการบําบัดทางชีวภาพจึงเปน
วิธีการหนึ่งที่จะนํามาใชบําบัดน้ําเสียจากโรงงานน้ี โดยใชระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง
เปนเซลลตรึง RN402 ในการบําบัดน้ําเสียจากระบบบําบัดทางกายภาพและทางเคมีเพื่อชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันที่ปนเปอนในน้ําเสียมากยิ่งข้ึน 
  

7.4.2 การทดสอบระยะเวลากักเก็บน้ําเสียในระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมี
ตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ 

นําระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางดังแสดงในรูปที่ 7.4 ปริมาตรในการบําบัดน้ํา
เสีย 3 ลิตร ซึ่งบรรจุดวยเซลลตรึง RN402 ที่เตรียมจากแบคทีเรียสูตรน้ําจํานวน 200 กรัม เพื่อ
บําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ความเขมขนของน้ํามัน 50 มิลลิกรัม/ลิตร โดย
แปรผันระยะเวลากักเก็บน้ําเสียเทากับ 5 10 และ 15 ชั่วโมง ตามลําดับ และการใหอากาศ 2 vvm. 
จากผลการทดลองพบวา ระยะเวลาการกักเก็บ 15 ชั่วโมง มีประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามัน
มากกวา 95 % แตเม่ือพิจารณาถึงการประยุกตใชในระบบบําบัดจริง พบวา ระยะเวลาการกักเก็บ 
10 ชั่วโมง มีประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันที่ใกลเคียงกันซ่ึงมีประสิทธิภาพมากกวา 90 % ดัง
แสดงในรูปที่ 7.5 และ 7.6 และยังทําใหอัตราการบําบัดน้ําเสียของระบบสูงข้ึน ทําใหระบบบําบัด
สามารถบําบัดน้ําเสียไดมากข้ึนกวาการใชระยะเวลาการกักเก็บ 15 ชั่วโมง ดังนั้นในงานวิจัยคร้ังนี้
พบวา ระยะเวลาการกักเก็บ 10 ชั่วโมง จึงเหมาะสมสําหรับการบําบัดน้ําเสียในระบบบําบัดแบบ
เติมอากาศที่มีตัวกลาง  

 
 

รูปท่ี 7.4 ระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง ปริมาตรในการบําบัดน้ําเสีย 3 ลิตร 
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รูปท่ี 7.5 ปริมาณ TPH ในน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัม/
ลิตร โดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง  ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 5 10 และ 15 
ชั่วโมง ตามลําดับ และการใหอากาศ 2 vvm. 

 

 
รูปที่ 7.6 ประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ที่ความ
เขมขน 50, มิลลิกรัม/ลิตร โดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง  ที่ระยะเวลาเก็บกัก
น้ํา 5 10 และ 15 ชั่วโมง ตามลําดับ และการใหอากาศ 2 vvm. 
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7.4.4 การทดสอบประสิทธิภาพการบําบัดนํ้าเสียสังเคราะหปนเปอนนํ้ามันสไลด
เวยโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ 

ประสิทธิภาพการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวยโดยระบบบําบัดแบบ

เติมอากาศที่มีตัวกลาง ปริมาตรในการบําบัดน้ําเสีย 3 ลิตร ซึ่งบรรจุดวยเซลลตรึง RN402 จํานวน 
200 กรัม เพื่อบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ที่ความเขมขนของน้ํามันเทากับ 50, 
100, 150 และ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง และการใหอากาศ 
2 vvm. พบวา ปริมาณ TPH ในน้ําเสียสังเคราะหหลังจากผานระบบบําบัด อยูในชวง 0.94 – 
11.75 มิลลิกรัม/ลิตร ดังแสดงในรูปที่ 7.7 และประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันของระบบบําบัด 
อยูในชวง 90-98 % ดังแสดงในรูปที่ 7.8 จากผลการทดลองแสดงเห็นไดวา ระบบบําบัดแบบเติม
อากาศที่มีตัวกลางมีประสิทธิภาพสูงในการกําจัดน้ํามันที่ปนเปอนในน้ําเสีย และประสิทธิภาพของ
เซลลตรึง RN402 ยังเพิ่มข้ึนเมื่อผานการใชงานเปนเวลานาน โดยสังเกตจากประสิทธิภาพในการ
กําจัดน้ํามันของระบบบําบัดที่คอยๆ เพิ่มข้ึน และความหนาของช้ันไบโอฟลมที่เกาะอยูบนวัสดุตรึง 
นอกจากนี้ยังไมพบปญหาการอุดตันของระบบหลังจากดําเนินการบําบัด ซึ่งในการทดลองตอไป
ระบบบําบัดนี้จะถูกนําไปใชในการบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงาน

อุตสาหกรรม 
 

 
 

รูปท่ี 7.7 ปริมาณ TPH ในน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ที่ความเขมขน 50, 100, 150 
และ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ โดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง  ที่
ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง และการใหอากาศ 2 vvm.  
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รูปที่ 7.8 ประสิทธิภาพของการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ที่ความ
เขมขน 50, 100, 150 และ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ  โดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มี
ตัวกลาง ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง และการใหอากาศ 2 vvm.  

 
7.4.6 ทดสอบประสิทธภิาพการบําบดัน้ําเสยีจากโรงงานอุตสาหกรรมท่ีปนเปอน

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงานอุตสาหกรรมโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมี
ตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ 

ประสิทธิภาพการบําบัดน้ํ า เ สียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ปนเปอนป โตรเลียม

ไฮโดรคารบอนจากโรงงานอุตสาหกรรม บริษัท สยามเลมเมอรซ จํากัด ดวยระบบบําบัดแบบเติม
อากาศที่มีตัวกลาง ปริมาตรในการบําบัด 3 ลิตร ซึ่งบรรจุดวยเซลลตรึง RN402 จํานวน 200 กรัม 
ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง และการใหอากาศ 2 vvm. จากการวิเคราะหคุณภาพน้ําเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรมดังกลาวที่เก็บตัวอยางเมื่อวันที่ 28 มิถุนายน 2554 ดังแสดงในตารางที่ 7.5  
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ตารางที่ 7.5 วิเคราะหคุณภาพน้าํเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมบริษทั สยามเลมเมอรซ จํากัด 

พารามเิตอร หนวย (มิลลกิรัม/ลิตร) 

TPH 43.4-63.2 
COD 463-1,553 
FOG 17.9-28 

ไนโตรเจนทั้งหมด 2.2 
ฟอสฟอรัสทัง้หมด 0.4 

ของแข็งแขวนลอยทั้งหมด 33 
ที่มา: 2554 
 จากผลการวิเคราะห พบวา ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดและฟอสฟอรัสทั้งหมดในน้ําเสียมี
ปริมาณนอย อาจกอใหเกิดสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย จากผลการวิเคราะหนี้
เพื่อกอใหเกิดประสิทธิภาพสูงสุดของเซลลในการยอยสลาย น้ํามัน การทดลองจึงแบงการทดลอง
ออกเปน 2 กลุมคือ น้ําเสียที่ไมผานการเติมสารอาหาร และน้ําเสียที่ผานการเติมสารอาหารที่
อัตราสวนระหวางน้ําเสียและอาหารเหลว CFMM เทากับ 1:1 จากผลการทดลองพบวา 
ประสิทธิภาพของบําบัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในน้ําเสียของระบบบําบัดลดลงอยางเห็นไดชัด

ในกลุมของน้ําเสียที่ไมเติมสารอาหาร เมื่อเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพในการบําบัดน้ําเสีย
สังเคราะห และยังไมสามารถลด COD ได ในขณะที่ระบบบําบัดน้ําเสียที่เติมสารอาหารมี
ประสิทธิภาพในการลด TPH สูงถึง 99 % และประสิทธิภาพของการลด COD อยูในชวง 50-70 % 
ดังแสดงในรูปที่ 7.9 – 7.11 และ ตารางที่ 7.6 - 7.7 จากผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นวา 
ระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางเปนเซลลตรึง RN402 ที่เตรียมจากแบคทีเรียสูตรน้ํามี

ประสิทธิภาพสูงในการบําบัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม

บริษัท สยามเลมเมอรซ จํากัด ในสภาวะที่มีการเติมสารอาหาร ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง 
และการใหอากาศ 2 vvm. โดยทําใหคาพารามิเตอรตางๆ ผานคามาตรฐานได นอกจากนี้ยังไมพบ
ปญหาการอุดตันของระบบท่ีเกิดจากตะกอนของน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมและมีอายุการใช

งานที่ยาวนาน ซึ่งจากผลการทดลองเหลาสามารถนําไปประยุกตเพื่อในการสรางระบบบําบัดน้ํา
เสียขนาดใหญในอนาคตตอไป 
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ก) 

 
 
ข) 

 
 
 
รูปที่ 7.9 ก) ปริมาณ COD ข) ปริมาณ TPH ในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมไมผานการเติม
สารอาหาร โดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง  ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง 
และการใหอากาศ 2 vvm.  
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ก) 

 
 
ข) 

  
 
รูปที่ 7.10 ก) ปริมาณ COD ข) ปริมาณ TPH ในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผานการเติม
สารอาหาร โดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง   
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ก) ข) 

  
รูปท่ี 7.11 ประสิทธิภาพของการบําบัด COD และ TPH ในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมโดย
ระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง ก) น้ําเสียที่ไมผานการเติมสารอาหาร และ ข) น้ํา
เสียที่ผานการเติมสารอาหาร 
 
ตารางที่ 7.6 ปริมาณ COD FOG และ TPH ในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ไมเติม

สารอาหาร โดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง  
วันที่ ปริมาณ COD  

(มิลลิกรัม/ลิตร) 
ปริมาณ FOG  

(มิลลิกรัม/ลิตร) 
ปริมาณ TPH  

(มิลลิกรัม/ลิตร) 
น้ําเขา น้ําออก น้ําเขา น้ําออก น้ําเขา น้ําออก 

0 1553.0 ± 
325.78 

1553.0± 
325.78 

28.0 28.0 57.5 ± 7.91 57.5 ± 7.91 

1 833.3 ±228.10 280.0 ± 25.58 - - 57.4 ± 4.25 56.9 ± 0.81 

2 473.3 ± 41.63 286.7 ± 64.29 - - 46.6 ± 1.25 46.0 ± 1.95 

3 806.7 ± 20.81 680.0 ± 75.01 - - 56.8 ± 5.42 56.7 ± 7.51 

4 463.0 ± 24.06 460.0 ± 5.77 - - 44.2 ± 1.98 42.2 ± 1.55 

5 - - 17.6 16.0 43.4 ± 2.09 42.9 ± 1.34 

6 740.0 ± 36.05 700.0 ± 45.00 22.0 20.8 63.2 ± 1.68 61.1 ± 4.52 

หมายเหตุ  น้ําเสียถูกเติมวนัละ 1 คร้ัง ลงในถงัรวบรวมน้าํเสียกอนเขาระบบบําบัด 
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ตารางที่ 7.7 ปริมาณ COD FOG และ TPH ในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ผานการเติม
สารอาหาร โดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง  
วันที่ ปริมาณ COD  

(มิลลิกรัม/ลิตร) 
ปริมาณ FOG  

(มิลลิกรัม/ลิตร) 
ปริมาณ TPH  

(มิลลิกรัม/ลิตร) 
น้ําเขา น้ําออก น้ําเขา น้ําออก น้ําเขา น้ําออก 

0 130.3 ± 22.23 130.3 ± 22.23 26.0 26.0 30.8 ± 1.05 30.8 ± 1.05 

1 116.0 ± 13.22 50.0 ± 8.72 11.4 0.8 34.9 ± 2.35 0.7 ± 0.44 

2 158.3 ± 4.93 76.7 ± 1.53 12.9 2.8 26.6 ± 1.25 0.4 ± 0.60 

3 117.7 ± 9.71 57.3 ± 20.60 12.9 4.3 31.6 ± 3.65 0.3 ± 0.15 

4 113.7 ± 3.51 45.7 ± 1.15 16.8 3.9 27.5 ± 4.64 0.7 ± 0.20 

5 117.3 ± 8.14 44.0 ± 2.65 - - 22.0 ± 1.85 0.3 ± 0.06 

6 170.0 ± 7.93 46.3 ± 3.51 - - 33.5 ± 2.98 0.5 ± 0.15 

7 117.3 ± 7.81 44.0 ± 2.64 13.9 3.6 30.7 ± 3.05 0.3 ± 0.25 

หมายเหตุ  น้ําเสียถูกเติมวนัละ 1 คร้ัง ลงในถงัรวบรวมน้าํเสียกอนเขาระบบบําบัด  
  
 นอกจากนี้จากภาพถายการยึดเกาะของเซลล RN402 บนพื้นผิวของวัสดุตรึงในระบบ
บําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางที่ผานการบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมโดยกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด แสดงใหเห็นวา มีการเกาะตัวกันของเซลล RN402 และ
จุลินทรียอ่ืนๆ บนพื้นผิวของวัสดุตรึงเปนลักษณะของไบโอฟลมหนาข้ึนอยางเห็นไดชัดเมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลลตรึงที่ยังไมผานการใชงานดังแสดงในรูปที่  7.12 
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ก) ข) 

 
รูปที่ 7.12 ภาพถายการยึดเกาะของเซลล RN402 บนพื้นผิววัสดุตรึงโดยกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด ที่กําลังขยาย 1,000 เทา ก) จากเซลลตรึงที่ไมผานการใช ข) จากเซลล
ตรึงที่ผานการใชงานในระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง 
 
 7.4.6 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายนํ้ามันหลอลื่นในน้ําเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรมดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง 
 จากผลการทดลองในขอ 7.4.5 แสดงใหเห็นวาการปรับสภาพน้ําเสียกอนเขาระบบบําบัด
โดยการเติมสารอาหารทําใหเพิ่มประสิทธิภาพของระบบบําบัด แตเนื่องจากการเติมสารอาหารใน
การทดลองนี้ทําโดยการเติมอาหารเหลว CFMM ซึ่งมีสวนประกอบของสารเคมีหลายชนิดทําให
เกิดความยุงยากในการเตรียมและทําใหตนทุนในการบําบัดสูงข้ึน  นอกจากนี้ยังพบวา
ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมของเซลลตรึง RN402 มี

ประสิทธิภาพลดลงอยางชัดเจนเม่ือเปรียบเทียบกับผลการทดลองในนํ้าเสียสังเคราะห ดังนั้นเพื่อ
เปนการเพิ่มประสิทธิภาพเซลลตรึงในการบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมจึงนําไปสูทดลอง

การหาสภาวะที่เหมาะสม ไดแก ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส และ ความเขมขนน้ํามัน
สไลดเวยในการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมดวยวิธีพื้นผิวตอบสนองรวมกับการ

ออกแบบการทดลองแบบสวนกลางและทดลองในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่มีปริมาณ
เชื้อเร่ิมตน 109 MPN/ชุดทดลอง ซึ่งผลการทดลองแสดงในตารางที่ 7.8 ดังนี้ 
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ตารางที่ 7.8 ประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการกําจัดน้ํามันของชุดทดลองโดยการ

ออกแบบการทดลองแบบสวนกลาง 

ชุดทดลองที่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส น้ํามัน การกําจัดนํ้ามันที่

ไดจากการทดลอง 
การกําจัดนํ้ามันที่ได

จากการทํานาย 
 (กรัม/ลิตร) (กรัม/ลิตร) (มิลลิกรัม/ลิตร) (มิลลิกรัม/ลิตร) (มิลลิกรัม/ลิตร) 

1 2.5 2 2000 1679 ± 151 1445.27 

2 7.5 2 2000 1655 ± 197 1738.80 

3 2.5 6 2000 1719 ± 64 2151.69 

4 7.5 6 2000 1688 ± 39 750.31 

5 2.5 2 8000 154 ± 3014 1539.79 

6 7.5 2 8000 4853 ± 1217 4867.72 

7 2.5 6 8000 2891 ± 560 3254.82 

8 7.5 6 8000 4206 ± 315 4887.84 

9 0.795 4 5000 3581 ± 262 2637.92 

10 9.205 4 5000 3949 ± 160 4258.15 

11 5 0.636 5000 2463 ± 336 1935.76 

12 5 7.364 5000 2653 ± 426 2546.79 

13 5 4 46 28 ± 7 649.88 

14 5 4 10046 5341 ± 2587 4108.42 

15 5 4 5000 4152 ± 459 4215.57 

16 5 4 5000 4194 ± 137 4215.57 

 
 
และนําขอมูลจากตารางที่ 7.8 นํามาวิเคราะหดวยวิธีทางสถิติโดยใชการวิเคราะหความ

ถดถอยเชิงซอนหรือพหุคูณ (multiple regression analysis) โดยโปรแกรม Statistica เวอรชั่น 8 
(บริษัท StatSoft, สหรัฐอเมริกา) เพื่อหาสัมพันธของตัวแปรตางๆ ไดแก x1 (ปริมาณไนโตรเจน) x2 
(ปริมาณฟอสฟอรัส) และ x3 (ความเขมขนน้ํามันสไลดเวย) ที่มีผลตอคาการตอบสนองของปจจัย 
คือ ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามัน (มิลลิกรัม/ลิตร) โดยพิจารณาท่ีคา p-value นอยกวาระดับ
นัยสําคัญ 0.10 ดังแสดงในตารางที่ 7.9  
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ตารางที่ 7.9 คาการวิเคราะหสัมประสิทธิ์ของสมการถดถอยของการกําจัดน้ํามัน 

ตัวแปร คาสัมประสิทธ์ิ คาคลาดเคล่ือนมาตรฐาน p-value 

constant -2929.11 3406.203 0.422848 

x1 459.98 693.444 0.531768 

x2 1700.11 866.805 0.097512a 

x3 0.42 0.541 0.467505 

x1x2 -84.75 75.435 0.304192 

x1x3 0.10 0.050 0.090996a 

x2x3 0.04 0.063 0.528665 

x1
2 -43.41 55.969 0.467467 

x2
2 -174.46 87.452 0.093077a 

x3
2 0.00 0.000 0.109624 

หมายเหตุ a หมายถึง มีนัยสําคัญ (significant) ที่ระดับนัยสําคัญนอยกวา 0.05 
  

จากคาการวิเคราะหสัมประสิทธิ์ของสมการถดถอยในตารางที่ 7.6 พบวาตัวแปรที่มีผลตอ
การกําจัดน้ํามัน ไดแก ฟอสฟอรัส พจนระหวางไนโตรเจนและความเขมขนน้ํามันสไลดเวย และ 
กําลังสองของฟอสฟอรัส ซึ่งแสดงในรูปสมการการถดถอยที่เหมาะสมเปนสมการประสิทธิภาพใน
การกําจัดน้ํามัน มีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เทากับ 0.8209 ดังนี ้
 

ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามัน (มิลลิกรัม/ลิตร) = -2929.11+ 459.98x1 + 1700.11x2 + 0.42x3 
-84.75x1x2 + 0.01x1x3 + 0.04x2x3 – 43.41x1

2 – 174.46x2
2  

 
จากความสัมพันธในสมการถดถอยดังกลาว สามารถนํามาใชทํานายการเปล่ียนแปลง

ของประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามัน ซึ่งสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงของปริมาณไนโตรเจน 
ปริมาณฟอสฟอรัส และความเขมขนน้ํามันสไลดเวยในการกําจัดน้ํามันโดยเซลลตรึง RN402 โดย
เปรียบเทียบคาที่ไดจากการทดลองกับคาที่ไดจากการทํานายพบวาคาที่ไดจากการทํานาย

สอดคลองกับคาที่ไดจากการทดลองดังแสดงในรูปที่ 7.13 
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รูปท่ี 7.13 ความสัมพันธระหวางประสิทธิการกําจัดน้ํามันที่ไดจากการการทดลองและทํานาย 

 
และจากสมการถดถอยดังกลาว สามารถแสดงความสัมพันธระหวางการกําจัดน้ํามันกับ

ตัวแปรตางๆ ในรูปแบบของการวิเคราะหหาพื้นผิวการตอบสนอง (ภาพ 3 มิติ) และรูปแบบเสน
โครงราง (ภาพ 2 มิติ) สําหรับหาสภาวะเหมาะสมตอประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง 
RN402 โดยกราฟจะแสดงอิทธิพลของแตละตัวแปรตอประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง 
RN402 ดังแสดงในรูปที่ 7.14 - 7.16 

จากคาการวิเคราะหสัมประสิทธิ์ของสมการถดถอยในตารางที่ 7.8 พบวาฟอสฟอรัสและ
น้ํามันมีผลตอประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 อยางมีนัยสําคัญ จึงนํากราฟ
พื้นผิวตอบสนองระหวางปริมาณฟอสฟอรัสและความเขมขนน้ํามันสไลดเวยมาพิจารณาเปน

อันดับแรก จากรูปที่ 7.14 พบวา ปริมาณไนโตรเจนและความเขมขนน้ํามันสไลดเวยเทากับ 0.231 
กรัม/ลิตร และ 3413 มิลลิกรัม/ลิตร มีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 
จากรูปที่ 7.15 พบวา ปริมาณไนโตรเจนและปริมาณฟอสฟอรัสเทากับ 0.33 และ 6.27  กรัม/ลิตร 
มีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 และจากรูปที่ 7.16 พบวา ปริมาณ
ปริมาณฟอสฟอรัสและความเขมขนน้ํามันสไลดเวยเทากับ 4.762 กรัม/ลิตร และ 8133 มิลลิกรัม/
ลิตร มีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 จากนั้นคาสภาวะตางๆของทั้ง 
3 ตัวแปร โดยมีสภาวะดังนี้ ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส และความเขมขนน้ํามันสไลด

  Predicted vs. Observed Values
Dependent variable: removal (%)
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เวยเร่ิมตน เทากับ 0.33 กรัม/ลิตร 6.27 กรัม/ลิตร และ 3414 มิลลิกรัม/ลิตร เมื่อแทนคาลงใน
สมการถดถอยพบวาสามารถคํานวณประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 
ไดเทากับ 2426.88 มิลลิกรัม/ลิตร 

 
ก) 

ข) 
 

 
รูปที่ 7.14 กราฟพื้นผิวการตอบสนอง ก) และรูปแบบเสนโครงราง ข) แสดงปฏิสัมพันธระหวาง
ปริมาณไนโตรเจนและความเขมขนน้ํามันสไลดเวยตอประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง 
RN402 
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ก) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ข)  

 

 
 

รูปที่ 7.15 กราฟพื้นผิวการตอบสนอง ก) และรูปแบบเสนโครงราง ข) แสดงปฏิสัมพันธระหวาง
ปริมาณไนโตรเจนและปริมาณฟอสฟอรัสตอประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 
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รูปที่ 7.16 กราฟพื้นผิวการตอบสนอง ก) และรูปแบบเสนโครงราง ข) แสดงปฏิสัมพันธระหวาง
ปริมาณฟอสฟอรัสและความเขมขนน้ํามันสไลดเวยตอประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง 
RN402 

 
จากการออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นผิวตอบสนองและจากสมการ

ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามัน พบวา สภาวะที่เหมาะสมในการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมของเซลลตรึง RN402 มีดังนี้ ปริมาณไนโตรเจน  ปริมาณฟอสฟอรัส และความเขมขน
น้ํามันสไลดเวยเร่ิมตน เทากับ 0.33 กรัม/ลิตร 6.27 กรัม/ลิตร และ 3414 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ
ในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่ 
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pH 7 มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 109 MPN/ชุดทดลอง ซึ่งผานการบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เขยา
ที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที จะมีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 ได
เทากับ 2426.88 มิลลิกรัม/ลิตร  เม่ือนําสภาวะท่ีเหมาะน้ีไปทดสอบการกําจัดน้ํามันพบวา มี
ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันไดถึง 3019.42 ± 310 มิลลิกรัม/ลิตร  และมีประสิทธิภาพในการ
กําจัดสูง 2.65 ± 0.279 เทา โดยเปรียบเทียบกับการทดสอบในนํ้าเสียที่ไมไดปรับสารอาหาร 

 

7.5 อภิปรายผลการทดลอง 
จากการศึกษาประยุกตใชเซลลตรึง RN402 ในระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มี

ตัวกลาง ปริมาตร 3 ลิตร ในการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม เร่ิมจากการ
ประยุกตใชระบบบําบัดกับน้ําเสียสังเคราะหเพื่อศึกษาหาสภาวะเบ้ืองตนในการดําเนนิระบบบาํบัด

อยางมีประสิทธิภาพ ระยะเวลากักเก็บน้ําเสียเปนปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอประสิทธิภาพใน
การกําจัดมลพิษตางๆ ของระบบบําบัด และระยะเวลากักเก็บน้ําเสียเปนชวงเวลาในการสัมผัส

ระหวางน้ําเสีย อากาศ และจุลินทรียในระบบบําบัด เมื่อระยะเวลากักเก็บน้ําเสียเพิ่มข้ึนทําให
ประสิทธิภาพในการบําบัดน้ําเสียเพิ่มสูงข้ึน และระยะเวลาการกักเก็บที่เหมาะสมควรคํานึงถึง
คาใชจายในการดําเนินการบําบัด (Ghosh และ Gopal, 2010; Rodríguez และคณะ, 2011;  
Shariati และคณะ, 2011)  ในงานวิจัยนี้การศึกษาระยะเวลากักเก็บน้ําเสียที่เหมาะสมในการ
บําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ความเขมขนของน้ํามัน 50 มิลลิกรัม/ลิตร พบวา 
ระยะเวลาการกักเก็บ 10 และ 15 ชั่วโมง ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันที่ใกลเคียงกันซึ่งมี
ประสิทธิภาพมากกวา 90 % ดังนั้นจึงเลือกระยะเวลาการกักเก็บน้ําเสีย 10 ชั่วโมง สําหรับการ
ประยุกตใชในการทดลองตอไป เนื่องจากมีระยะเวลาการกักเก็บน้ําเสียที่นอยกวา ทําใหอัตราการ
บําบัดน้ําเสียของระบบสูงและสามารถบําบัดน้ําเสียไดมากข้ึนกวาการใชระยะเวลาการกักเก็บ 15 
ชั่วโมง ในขณะที่ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันลดลงเมื่อลดระยะเวลากักเก็บน้ําเสียเปน 5 
ชั่วโมง สอดคลองกับงานวิจัยของ Kim และคณะ (2008) พบวา ประสิทธิภาพในการกําจัดไซยา
ไนทของระบบบัดน้ําเสียลดลงจาก 74 % เปน 10% ที่ความเขมขนไซยาไนทเร่ิมตน 6 % เม่ือลด
ระยะเวลากักเก็บน้ําเสียจาก 27.8 ชั่วโมง เปน 11.5 ชั่วโมง 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวยโดย

ระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลาง ปริมาตรในการบําบัดน้ําเสีย 3 ลิตร ซึ่งบรรจุดวย
เซลลตรึง RN402 จํานวน 200 กรัม เพื่อบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ที่ความ
เขมขนของน้ํามันเทากับ 50, 100, 150 และ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 
10 ชั่วโมง และการใหอากาศ 2 vvm. พบวา ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันของระบบบําบัด อยู
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ในชวง 90-98 % ดังแสดงในรูปที่ 7.7 - 7.8 และสามารถบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่
ความเขมขนของ TPH อยูในชวง 22 - 35 มิลลิกรัม/ลิตร โดยมีประสิทธิภาพบําบัดไดมากกวา 99 
% ในสภาวะน้ําเสียกอนเขาระบบบําบัดผานการเติมสารอาหาร ที่อัตราสวนระหวางน้ําเสียและ
อาหารเหลว CFMM เทากับ 1:1 ในขณะที่การไมเติมสารอาหารน้ําเสียกอนเขาระบบบําบัดทําให
ประสิทธิภาพการบําบัดลดลงอยางเห็นไดชัด เนื่องการจากเติมสารอาหารเปนปรับคา N: P ให
เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียและเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย TPH (Chavan และ 
Mukherji, 2008) จากงานวิจัยของ Huang และคณะ (2008) ในการหาสภาวะของสารอาหารที่
เหมาะสมสําหรับการยอยสลายน้ํามันดีเซลโดย Rhodococcus erythropolis พบวา เมื่อเติม
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) และ สารสกัดจาก
ยีสต (yeast extract) จํานวน 2.53, 2.75 และ 0.1 กรัม/ลิตร ตามลําดับ ลงในน้ําทะเลสังเคราะหที่
ปนเปอนน้ํามันดีเซล พบวา  ประสิทธิภาพในการยอยสลาย TPH เพิ่มสูงข้ึนจาก 12.61% เปน 
75%  นอกจากนี้ยังพบวาระบบบําบัดในงานวิจัยนี้สามารถใชงานอยางตอเนื่องไดอยางนอย 90 
วัน โดยยังไมพบปญหาการอุดตันของระบบที่เกิดจากตะกอนของน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม
และมีอายุการใชงานที่ยาวนาน จากผลการทดลองแสดงเห็นไดวา ระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มี
ตัวกลางมีประสิทธิภาพสูงในการกําจัดน้ํามันที่ปนเปอนในน้ําเสีย และประสิทธิภาพของเซลลตรึง 
RN402 ยังเพิ่มข้ึนเมื่อผานการใชงานเปนเวลานาน โดยสังเกตจากประสิทธิภาพในการกําจัด
น้ํามันของระบบบําบัดที่คอยๆ เพิ่มข้ึน และความหนาของช้ันไบโอฟลมที่เกาะอยูบนวัสดุตรึง 
นอกจากนี้ยังไมพบปญหาการอุดตันของระบบหลังจากดําเนินการบําบัด  

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันของระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่

มีตัวกลางของงานวิจัยนี้กับระบบบําบัดน้ําเสียที่มีตัวกลางชีวภาพแบบอ่ืนๆ พบวา ระบบบําบัดน้ํา
เสียที่มีเซลล RN402 เปนตัวกลางมีประสิทธิภาพการบําบัดไดใกลเคียงกับระบบบําบัดน้ําเสียแบบ
อ่ืน ไดแก งานวิจัยของ Zhao และคณะ (2006) พบวา ไดศึกษาการประยุกตใชระบบบําบัดน้ําเสีย
ที่มีตัวกรองชีวภาพเคล่ือนที่ ซึ่งสรางจากทออะคริลิกเสนผานศูนยกลางภายใน 100 มิลลิเมตร 
ความสูง 200 มิลลิเมตร ปริมาตรในการบําบัด 1.57 ลิตร โดยตอเขากับปมน้ําและปมลมเพื่อปอน
น้ําเขาและอากาศทางดานลางระบบบําบัด ซึ่งทิศทางการไหลของน้ําจากดานลางสูดานบน ที่

ระยะเวลากักเก็บ 4 ชั่วโมง โดยใชจุลินทรียกลุม B350M ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม พบวา ระบบมี
ประสิทธิภาพระบบในการกําจัดน้ํามันปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในน้ําเสียจากการขุดเจาะน้ํามันได

ถึง 94% จากความเขมขนเร่ิมตนของน้ํามัน 20 มิลลิกรัม/ลิตร  
Ji และคณะ (2009) ไดศึกษาการประยุกตใชระบบบําบัดทางชีวภาพที่มีตัวกลางแบบปอน

น้ําเสียจากดานลางถังบําบัด ซึ่งสรางจากทออะคริลิกเสนผานศูนยกลางภายใน 70 มิลลิเมตร 
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ความสูง 750 มิลลิเมตร ปริมาตรในการบําบัด 2.1 ลิตร ซึ่งทิศทางการไหลของนํ้าและอากาศจาก
ดานลางสูดานบน ที่ระยะเวลากักเก็บ 1.5 ชั่วโมง โดยใชหัวเชื้อจุลินทรียจากตะกอนสลัดจของ
ระบบบําบัดน้ําเสียจากหลุมฝงกลบขยะที่ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม พบวา ระบบสามารถกําจัด
ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในน้ําเสียสังเคราะหไดถึง 90-93% จากความเขมขนเร่ิมตนของ

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 48.7 มิลลิกรัม/ลิตร  
Khondee และคณะ (2012) ไดศึกษาการประยุกตใชระบบบําบัดน้ําเสียแบบอากาศยกที่

มีตัวกรองชีวภาพ ซึ่งสรางจากแกวทรงกระบอกเสนผานศูนยกลางภายใน 150 มิลลิเมตร ความสูง 
500 มิลลิเมตร ปริมาตรในการบําบัด 2.5 ลิตร โดยตอเขากับปมน้ําและปมลมเพื่อปอนน้ําเขาและ
อากาศทางดานลางระบบบําบัด ซึ่งทิศทางการไหลของน้ําจากดานลางสูดานบน ที่ระยะเวลากัก
เก็บ 2 ชั่วโมง โดยใช Sphingobium sp. สายพันธุ P2 ตรึงบนไคโตรซาน พบวา ระบบมี
ประสิทธิภาพระบบในการกําจัดน้ํามันหลอล่ืนในน้ําเสียจากการลางรถในสถานีบริการน้ํามันไดถึง 
96% จากความเขมขนเร่ิมตนของน้ํามันน้ํามันหลอล่ืน 50 มิลลิกรัม/ลิตร  

นอกจากนี้ไดสรุปเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันปโตรเลียมไฮโดรคารบอน

ของระบบบําบัดน้ําเสียที่มีตัวกลางชีวภาพแบบอ่ืนๆ แสดงในตารางที่ 7.10 
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ตารางที่ 7.10 ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามนัปโตรเลียมไฮโดรคารบอนของระบบบําบัดน้าํเสียที่มีตัวกลางชีวภาพแบบอื่นๆ 
ระบบบําบัด ขนาด ชนิดของตัวกลาง/หัว

เชื้อจุลินทรีย 
ชนิดของน้ําเสีย ระยะเวลา

กักเก็บ 
ประสิทธิภาพในการบําบัด เอกสาร 

อางอิง 
ระบบบําบัดที่มีตัวกลางชีวภาพ  
(fixed film biological aerated 
filter reactor) 

ทอแกว/เสนผานศูนยกลาง:
ความสูง 1500:200 
มิลลิเมตร/ ปริมาตรในการ
บําบัด 4.4 ลิตร 

ตัวกลางเซรามิค/หัวเชื้อจาก
น้ําเสีย 

น้ําเสียปนเปอนน้ํามัน

จากโรงงานกลั่นน้ํามัน

ปโตรเลียมที่ผานการ

บําบัดทางกายภาพ 

1 ชั่วโมง 94%จากความเขมขนเริ่มตน
ของน้ํามัน 10 มิลลิกรัม/ลิตร 

Xie และคณะ 
(2007) 

       

submerged membrane 
bioreactor (SMBR) 

ทออะคริลิก/ ปริมาตรในการ
บําบัด 4.4 ลิตร 

Hollow fibre membranes /
หัวเชื้อจากตะกอนสลัดจ

จากระบบบําบัดน้ําเสีย

โรงงานกลั่นน้ํามัน

ปโตรเลียม 

น้ําเสียปนเปอนฟนอล

จากโรงงานกลั่นน้ํามัน

ปโตรเลียมที่ผานการ

บําบัดทางกายภาพ 

10 ชั่วโมง 99% จากความเขมขนเริ่มตน
ของฟนอล 15 มิลลิกรัม/ลิตร 

Viero และคณะ 
(2008) 

       

ระบบบําบัดที่มีตัวกลางชีวภาพ  
(biological aerated filter 
reactor) 

ถังบําบัดซีเมนต/ปริมาตรใน
การบําบัด 2.1ลูกบาศกเมตร  

วงแหวนพลาสติกที่บรรจุ

เสนใยสังเคราะห/หัวเชื้อ
กลุมที่คัดแยกมาจากดิน

ปนเปอนน้ํามันดิบ 

น้ําเสียปนเปอน

ปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนจากการ

ขุดเจาะน้ํามันที่ผาน

การบําบัดทางกายภาพ 

32 ชั่วโมง 68% จากความเขมขนเริ่มตน
ของปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอน 23มิลลิกรัม/
ลิตร 

Lu และคณะ 
(2009) 

       

ระบบบําบัดที่มีตัวกลางชีวภาพ

แบบระบบที่มีการโปรยกรอง 
(trickling-fixed-film bioreactor) 

ทอแกว/เสนผานศูนยกลาง:
ความสูง 550:120 มิลลิเมตร/ 
ปริมาตรการบําบัด 5.5 ลิตร 

หินไซนไลด/หัวเชื้อกลุมที่คัด
แยกมาจากน้ําใตดินบริเวณ

แหลงขุดเจาะน้ํามัน 

น้ําใตดินที่ปนเปอนน้ํา

ดีเซล 
- สามารถลดปริมาณน้ําดีเซล

จาก 2000 มิลลิกรัม/ลิตร 
เหลือ 0.12 มิลลิกรัม/ลิตร 

Bravo และ
คณะ (2009) 
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ระบบบําบัด ขนาด ชนิดของตัวกลาง/หัว
เชื้อจุลินทรีย 

ชนิดของน้ําเสีย ระยะเวลา
กักเก็บ 

ประสิทธิภาพในการบําบัด เอกสาร 
อางอิง 

       

ระบบถังกวนสมบูรณเเบบตอ

เนื่อง (continuous stirred tank 
reactor (CSTR)) 

ถังสแตนเลส/ปริมาตรในการ
บําบัด 9 ลิตร 

หัวเชื้อจากตะกอนสลัดจ

จากระบบบําบัดน้ําเสีย

โรงงานผลิตภัณฑปโตรเคมี 

น้ําเสียปนเปอน PAHs 
จากโรงงาน

ผลิตภัณฑปโตรเคมี 

2 วัน 87% จากความเขมขนเริ่มตน
ของPAHs 65 นาโนกรัม/ลิตร 

Sponza และ
คณะ (2009) 

       

ระบบบําบัดที่มีตัวกลางชีวภาพ

แบบหมุนเวียน (recycled 
packed bed reactor) 

ทอแกว/เสนผานศูนยกลาง:
ความสูง 12:10 มิลลิเมตร 
ปริมาตรในการบําบัด 46.5 
มิลลิลิตร 

หินภูไมทและทราย/ หัวเชื้อ
Pleurotus ostreatus 

น้ําเสียสังเคราะห

ปนเปอนฟลูออรีน 
8 วัน 68% จากความเขมขนเริ่มตน

ของฟลูออรีน 30 มิลลิกรัม/
ลิตร 

Akdogan และ 
Pazarlioglu 
(2011) 

       

ระบบบําบัดน้ําเสียที่มีตัวกรอง

ชีวภาพเคลื่อนที่ (moving bed 
biofilm reactor) 

ถังแกว/ ปริมาตรในการ
บําบัด 5 ลิตร 

ตัวกลางเซรามิค/หัวเชื้อจาก
ตะกอนสลัดจจากระบบ

บําบัดน้ําเสียโรงงานกลั่น

น้ํามันปโตรเลียม 

น้ําเสียปนเปอน

ปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนจากการ

ขุดเจาะน้ํามันที่ผาน

การบําบัดทางกายภาพ 

10 ชั่วโมง 65% จากความเขมขนเริ่มตน
ของPAHs  1,022 
ไมโครกรัม/ลิตร 

Dong และคณะ 
(2011) 

       

ระบบบําบัดน้ําเสียที่มีตัวกรอง ทออะคริลิก/ ปริมาตรในการ
บําบัด 3 ลิตร 

ตัวกลางพลาสติก/หัวเชื้อ
จาก RN402 

น้ําเสียสังเคราะห

ปนเปอนน้ํามันหลอลื่น 
10 ชั่วโมง 90% จากความเขมขนเริ่มตน

ของน้ํามันหลอลื่น  200 
มิลลิกรัม/ลิตร 

งานวิจัยครั้งนี้ 
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จากผลการปรับสภาพของน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมกอนเขาระบบบําบัดโดยการ

เติมสารอาหาร ทําใหระบบบําบัดสามารถดําเนินงานอยางมีประสิทธิภาพเพิ่มข้ึน แตเนื่องจากการ
เติมสารอาหารในทดลองนี้ใชอาหารเหลว CFMM ซึ่งมีสวนประกอบของสารเคมีหลายชนิดทําให
เกิดความยุงยากในการเตรียมและทําใหตนทุนในการบําบัดสูงข้ึน  นอกจากนี้ยังพบวา
ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมของเซลลตรึง RN402 มี

ประสิทธิภาพลดลงอยางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองในน้ําเสียสังเคราะห ดังนั้นเพื่อ
การเพิ่มประสิทธิภาพเซลลตรึงในการบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม การออกแบบการ
ทดลองดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นผิวตอบสนองจึงนํามาประยุกตใชในงานวิจัยคร้ังนี้ เนื่องจาก
วิธีพื้นผิวตอบสนองสามารถลดระยะเวลาการทดลองและสามารถอธิบายความสัมพันธระหวาง

ดวยแปรตางๆ ไดอยางถูกตอง (Montgomery, 2008; Irani, 2011) 
จากการออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นผิวตอบสนองเพื่อหาสภาวะที่

เหมาะในการกําจัดน้ํามันของเซลล RN402 เปนสมการประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามัน ซึ่งเปน
สมการการถดถอยที่เหมาะสม โดยพิจารณาจากคา p-value <0.5 และมีคาสัมประสิทธิ์การ
ตัดสินใจ 0.8209 ซึ่งมากกวา 0.7 จึงแสดงใหวาสมการที่ไดมีความแมนยําสูง (Hu, 1999) สมการ
นี้จึงเหมาะสมสําหรับประยุกตใชทํานายการเปล่ียนแปลงของประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามัน  

เมื่อวิเคราะหหาความสัมพันธของตัวแปรที่ศึกษาคือ ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณ
ฟอสฟอรัส และความเขมขนน้ํามันสไลดเวย กับคาการตอบสนองคือประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามัน
ของเซลลตรึง RN402 พบวา ปริมาณฟอสฟอรัสมีผลตอประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันของเซลล
ตรึง RN402 อยางมีนัยสําคัญ สอดคลองกับงานวิจัยของ Su และคณะ (2011) ศึกษาการ
ประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะในการยอยสลายน้ํามันเคร่ือง พบวา 
ปริมาณฟอสฟอรัสเปนตัวแปรที่มีบทบาทมากที่สุดตอประสิทธิภาพการยอยสลายของน้ํามันเคร่ือง

โดย Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ  SU-1 และงานวิจัยของ Zahed และคณะ (2010)  
ศึกษาการประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะในการยอยสลายน้ํามันดิบที่

ปนเปอนในน้ําทะเล พบวา ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส และเวลาในการยอยสลาย เปน
ตัวแปรที่บทบาทมากที่สุดตอประสิทธิภาพการยอยสลายของน้ํามันดิบโดยจุลินทรียด้ังเดิมในน้ํา

ทะเล 
นอกจากนี้การประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองและการออกแบบการทดลองดวยวิธีทาง

สถิติเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 ทําใหประสิทธิภาพการ
กําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 เพิ่มเปน 1.7 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพการกําจัดน้ํา
เสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ไมผานการปรับสภาวะ และสอดคลองกับงานวิจัยจํานวนมากที่มี
การประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสารสารปโตรเลียม
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ไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของจุลินทรียที่ใชในการบําบัดโดยชีววิธีที่มี
ศักยภาพยิ่งข้ึน ไดแก Castorena-Cortés และคณะ (2009) ประยุกตใชการออกแบบการทดลอง
ดวยวิธีทางสถิติเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายสลัดจน้ํามันจากโรงงานกล่ันน้ํามัน 
พบวา ความช้ืน สารลดแรงตึงผิว และอัตราสวนคารบอน:ไนโตรเจน เปนตัวแปรสําคัญตอการยอย
สลายน้ํามันของจุลินทรียด้ังเดิม โดยมีสภาวะที่เหมาะสมดังนี้ ความชื้น 70% ปริมาณสารลดแรง
ตึงผิว 0.5% และอัตราสวนคารบอน:ไนโตรเจน 15 ทําใหประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันเพิ่มข้ึน 
20 % 

Mohajeri และคณะ (2010) ประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองและการออกแบบการ
ทดลองดวยวิธีทางสถิติ เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันดิบที่ปนเปอนในดิน 
พบวา ที่ความเขมขนน้ํามันดิบ 2 กรัม/กิโลกรัม ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 4.8×106 เซลล ไนโตรเจน 
0.680 กรัม/กิโลกรัม ฟอสฟอรัส 0.14 กรัม/กิโลกรัม ทําใหทําใหประสิทธิภาพการยอยสลาย

น้ํามันดิบเพิ่มข้ึนจาก 12 เปน 83%   
Ghevariya และคณะ (2011) ประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองและการออกแบบการ

ทดลองดวยวิธีทางสถิติ โดยดัดแปลงสูตรอาหารเหลว Bushnell–Haas เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม
ในการยอยสลายไครซีนโดย Achromobacter xylosoxidans พบวา เฟอริกคลอไรด (FeCl3) 
แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) และแอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) เปนตัวแปรสําคัญตอการยอย
สลายไครซีน โดยมีสภาวะที่เหมาะสมดังนี้  เฟอริกคลอไรด 0.02 กรัม/ลิตร  แคลเซียมคลอไรด 
0.01 กรัม/ลิตร  และแอมโมเนียมไนเตรต 0.525 กรัม/ลิตร ทําใหประสิทธิภาพการยอยสลายไค
รซีนของ Achromobacter xylosoxidans เพิ่มข้ึนถึง 6 เทา  

จากงานวิจัยคร้ังนี้ทําใหทราบขอมูลเกี่ยวกับการประยุกตใชเซลลตรึง RN402 ในระบบ

บําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง ปริมาตร 3 ลิตร ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง และการ
ใหอากาศ 2 vvm. สามารถบําบัดน้ําเสียสังเคราะหที่ปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนสไลดเวยที่ความ
เขมขนเทากับ 50 - 200 มก./ลิตร และสามารถบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ความ

เขมขนของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนทั้งหมดอยูในชวง 22 – 34 มก./ลิตร โดยมีประสิทธิภาพ
บําบัดไดมากกวา 90 %  และจากการออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นผิว

ตอบสนอง พบวา จากการปรับสภาวะที่เหมาะสมทําใหเซลลตรึง RN402 สามารถประยุกตใชใน
น้ําเสียที่มีการปนเปอนของน้ํามันที่ความเขมขนสูงไดสงผลใหเพิ่มขอบเขตของความเขมขนน้ํามัน

ที่เซลลตรึงสามารถกําจัดได โดยสภาวะที่เหมาะสมในการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมของเซลลตรึง RN402 มีดังนี้ ปริมาณไนโตรเจน  ปริมาณฟอสฟอรัส และความเขมขน
น้ํามันสไลดเวยเร่ิมตน เทากับ 0.33 กรัม/ลิตร 6.27 กรัม/ลิตร และ 3414 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ
ในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่ 
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pH 7 มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 109 MPN/ชุดทดลอง ซึ่งผานการบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เขยา
ที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที จะมีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 ได
เทากับ 2426.88 มิลลิกรัม/ลิตร  เม่ือนําสภาวะท่ีเหมาะน้ีไปทดสอบการกําจัดน้ํามันพบวา มี
ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันไดถึง 3019.42 ± 310 มิลลิกรัม/ลิตร  และมีประสิทธิภาพในการ
กําจัดสูง 2.65 ± 0.279 เทา โดยเปรียบเทียบกับการทดสอบในน้ําเสียที่ไมไดปรับสารอาหาร จาก
ประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการบําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามัน ทําใหเห็นศักยภาพของ
เซลลตรึง RN402 ในการประยุกตในระบบบําบัดน้ําเสียขนาดใหญตอไป  
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บทที่  8 
ขอสรุปและขอเสนอแนะ 

8.1 ขอสรุป 
การกระบวนการผลิตและใชประโยชนจากปโตรเลียมไฮโดรคารบอนทําใหการปนเปอน

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอมจัดเปนปญหาทางส่ิงแวดลอมที่สําคัญที่ตองไดรับการ

แกไขอยางถูกตองและยั่งยืน วิธีการหนึ่งที่มีประสิทธิภาพในการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
คือ การบําบัดโดยชีววิธี (bioremediation) โดยการประยุกตใชจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการ

ยอยสลายสารพิษ แตเนื่องจากจุลินทรียพรอมใชที่มีการจําหนายอยูในประเทศไทยเปนหัว
เช้ือจุลินทรียที่นําเขามาจากตางประเทศจึงมีราคาแพง งานวิจัยนี้จึงมีจุดมุงหมายที่จะศึกษา
วิธีการผลิตจุลินทรียพรอมใชสูตรน้ําที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน มี
อายุการเก็บรักษาที่ยาวนาน และคงประสิทธิภาพตลอดอายุการเก็บรักษา เพื่อลดตนทุนและลด
การนําเขาหัวเชื้อจุลินทรียจากตางประเทศ อีกทั้งวิธีการเตรียมจุลินทรียสูตรน้ํามีข้ันตอนการผลิตที่
ไมซับซอน ทําไดงาย และตนทุนตํ่าเมื่อเปรียบเทียบกับการเตรียมจุลินทรียแบบผง ทําใหเห็นความ
เปนไปไดในการพัฒนาการผลิตในเชิงธุรกิจ นอกจากนี้ไดพัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรน้ําในการ
บําบัดดินปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในระบบนิเวศจําลอง  และพัฒนาวิธีการใชแบคทีเรีย
สูตรน้ําสําหรับการบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนดวยระบบบําบัดในระดับ

หองปฏิบัติการ ซึ่งสามารถสรุปผลการศึกษาไดดังนี้ 
 
8.1.1 ศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402             

เพื่อผลิตแบคทีเรียสูตรนํ้า 
Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 มียีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสซึ่งเปน

เอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายไพรีน อยูบนบนเมกะพลาสมิด ซึ่งเปนคุณลักษณะสําคัญของ
หัวเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการบําบัดสารพิษโดยชีววิธี เนื่องจากแบคทีเรีย RN402 
สามารถถายโอนยีนไปสูแบคทีเรียด้ังเดิมที่อยูในส่ิงแวดลอม ซึ่งสามารถอยูรอดและชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการยอยสลายพิษในส่ิงแวดลอมนั้นได และมีจํานวนชุดยีน nidA เทากับ 1 ชุดยีน 
ดังนั้นสามารถใชเปนขอมูลเบ้ืองตนสําหรับใชนับจํานวนของ RN402 โดยวิธีทางชีวโมเลกุล  โดย 1 
ชุดยีน เทากับจํานวนของ RN402  1 เซลล และนอกจากนี้ RN402 เจริญไดในสภาวะที่มีคาเค็มที่
ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 1 และ 2 % และสามารถเจริญไดในสภาวะที่เปนดางที่คา pH 9 
จากคุณลักษณะทั้งหมดทําใหเห็นศักยภาพในการนํา RN402 ไปประยุกตใชสําหรับการผลิต
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แบคทีเรียสูตรน้ําเพื่อใชในการบําบัดสารปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในส่ิงแวดลอมตางๆ 
ตอไป ซึ่งสามารถชวยลดมลพิษที่เกิดข้ึนไดอยางยั่งยืน 

 
 8.1.2 พัฒนาวิธีการผลิตสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 

ที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน และการประยุกตใชบําบัด
ดินปนเปอนไพรีน 

งานวิจัยคร้ังนี้ไดพัฒนาการแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลาย
ไพรีนและมีอายุการเก็บรักษาท่ียาวนาน วิธีการเตรียมประกอบดวยสารละลาย PB 0.05 โมลาร 
pH 6.5 ที่เติมกลีเซอรอล 1 % และแบคทีเรีย RN402 ที่ความเขมขนเร่ิมตน 1012 CFU/มิลลิลิตร 
โดยแบคทีเรียสูตรน้ําดังกลาวสามารถเก็บรักษาไดที่ 30°ซ เปนเวลาอยางนอย 6 เดือน และ
แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน สามารถใชเปนหัวเช้ือที่มี
ประสิทธิภาพในการบําบัดดินปนเปอนไพรีนที่ความเขมขนเร่ิม 300 ppm โดยใชเวลา 4 สัปดาห 
ในการยอยสลายไพรีนไดอยางสมบูรณ นอกจากน้ีการประยุกตใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลในการ
ตรวจติดตามการมีอยูของแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน ไดแก ตรวจติดตามการมีอยูของ RN402 ใน
ระบบนิเวศจําลองดินโดยวิธี PCR-DGGE ตรวจติดตามยีน nidA ที่เกี่ยวของในการยอยสลาย

ไพรีนในระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี PCR และตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ในระบบ
นิเวศจําลองดินดวยวิธี real-time qPCR ซึ่งวิธีการเหลานี้จัดเปนวิธีเหมาะสมในการประยุกตใชใน
ส่ิงแวดลอม เนื่องจากเปนวิธีที่รวดเร็ว ทําใหทราบถึงการเปล่ียนแปลงของจํานวนแบคทีเรียที่มี
บทบาทในการยอยสลาย เพื่อใชเปนขอมูลสําหรับการควบคุมระบบบําบัดใหเหมาะสมตอกิจกรรม
การยอยสลายของแบคทีเรีย ทําใหเกิดระบบบําบัดที่มีประสิทธิภาพสูง จากประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 และจากประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ําและตนทุนการผลิตที่ถูกกวา
แบคทีเรียสูตรน้ําที่มีจําหนายในทองตลาดจึงชี้ใหเห็นถึงศักยภาพในการพัฒนาตอยอดงานวิจัย

ไปสูการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําเชิงพาณิชย และประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เพื่อเปนหัว
เชื้อในการบําบัดสารพิษในส่ิงแวดลอม 
 

8.1.3 พัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 โดยการตรึงเซลลสําหรับการ
บําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามันดีเซล 

งานวิจัยคร้ังนี้ไดพัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรน้ําของ RN402 สําหรับการบําบัดน้ําเสีย
ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน โดยตรึงแบคทีเรียบนพลาสติก BCN-009 เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา ลดปริมาณการใชหัวเช้ือแบคทีเรีย และสามารถใชงานในระบบ
บําบัดไดอยางตอเนื่อง ซึ่งพบวาเซลลตรึง RN402 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดีเซลที่
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ความเขมขนสูงข้ึนกวาเซลลอิสระ โดยเซลลตรึง RN402 มีอัตราการกําจัดน้ํามันดีเซลสูงสุด 165 
มิลลิกรัม/ลิตร/กรัมเซลลตรึง/วัน ที่ความเขมขนน้ํามันดีเซล 10,000 มิลลิกรัม/ลิตร และสามารถคง
ประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันดีเซลไดถึง 10,000 มิลลิกรัม/ลิตร และจากการใชซ้ําพบวาเซลลตรึง 
RN402 ยังคงมีประสิทธิภาพสูงตลอดการใชซ้ําในการยอยสลายน้ํามันดีเซลความเขมขน 200 
มิลลิกรัม/ลิตร จํานวน 70 รอบ แสดงใหเห็นประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ซึ่งมีอายุการใช
งานในยาวนานมากกวา 210 วัน นอกจากนี้การวิเคราะหการยึดเกาะของเซลล RN402 บนวัสดุ
ตรึง และการสรางไบโอฟลมของเซลลตรึงที่ผานการใชซ้ํา 70 รอบ โดยกลอง SEM และ SPM  ทํา
ใหเห็นช้ันของไบโอฟลมซ่ึงมีความหนาอยางชัดเจนเมื่อเซลลตรึงมีอายุการใชซ้ํามากข้ึน ในขณะที่
การตรวจติดตามดวยกลอง CLSM  รวมกับสียอม FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability 
Kit แสดงใหเห็นวามีแบคทีเรีย RN402 ที่มีชีวิตจํานวนมากอยูบนไบโอฟลม ซึ่งสอดคลองกับการ
คงประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการกําจัดน้ํามันดีเซลตลอดการทดลอง 70 คร้ัง การมีชีวิตของ
แบคทีเรียมีความสําคัญตอความคงตัวของไบโอฟลมและการรักษาประสิทธิภาพในการยอยสลาย

ของเซลลบนไบโอฟลม จากประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันดีเซลของเซลลตรึง RN402 ความ

คงทนตอน้ํามันดีเซลความเขมขน และการคงประสิทธิภาพของการกําจัดน้ํามันดีเซลตลอดอายุ
การใชงานของเซลลตรึง RN402 แสดงใหเห็นถึงศักยภาพของเซลลตรึง RN402 ในการนําไป

ประยุกตใชเปนตัวกรองชีวภาพในระบบบําบัดน้ําเสียแบบตอเนื่องในการทดลองตอไป 
 
8.1.4  การบําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามันหลอลื่นโดยเซลลตรึงของแบคทีเรียสูตรน้ํา 

RN402 ในระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลาง 
จากงานวิจัยคร้ังนี้ทําใหทราบขอมูลเกี่ยวกับการประยุกตใชเซลลตรึง RN402 ในระบบ

บําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง ปริมาตร 3 ลิตร ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง และการ
ใหอากาศ 2 vvm. สามารถบําบัดน้ําเสียสังเคราะหที่ปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนสไลดเวยที่ความ

เขมขนเทากับ 50 - 200 มก./ลิตร และสามารถบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ความ
เขมขนของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนทั้งหมดอยูในชวง 22 – 34 มก./ลิตร โดยมีประสิทธิภาพ
บําบัดไดมากกวา 90 %  และระบบบําบัดที่พัฒนาข้ึนสามารถลดคา FOG ของน้ําเสียที่ผานระบบ
บําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางระดับหองปฏิบัติการใหตํ่ากวาคามาตรฐานของนิคม

อุตสาหกรรมกําหนดไว และจากการออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นผิว
ตอบสนอง พบวา สภาวะที่เหมาะสมในการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมของ
เซลลตรึง RN402 มีดังนี้ ปริมาณไนโตรเจน  ปริมาณฟอสฟอรัส และความเขมขนน้ํามันสไลดเวย
เร่ิมตน เทากับ 7.262 กรัม/ลิตร 0.565 กรัม/ลิตร และ 6536.119 มิลลิกรัม/ลิตร ในน้ําเสียจาก
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โรงงานอุตสาหกรรมปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่ pH 7 มี
ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 109 MPN/ชุดทดลอง ซึ่งผานการบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เขยาที่
ความเร็ว 200 รอบ/นาที มีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 ไดเทากับ 
3261.248 มิลลิกรัม/ลิตร นอกจากน้ีการประยุกตใชการออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติ
รวมกับวิธีพื้นผิวตอบสนองเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 ยัง
สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการกําจัดน้ํามันไดถึง 2.6 เทา จาก
ประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการบําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามันที่ไมผานการปรับสภาวะที่
เหมาะสม จากผลงานวิจัยทั้งหมดแสดงใหเห็นศักยภาพของเซลลตรึง RN402 ในการประยุกตใน
ระบบบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพในโรงงานอุตสาหกรรม โดยใชเปนระบบบําบัดที่ตอเนื่องมาจาก
ระบบบําบัดทางกายภาพและทางเคมีที่มีอยู เดิมของโรงงานอุตสาหกรรม และทําใหเพิ่ม
ประสิทธิภาพใหแกระบบบําบัดของโรงงานอุตสาหกรรมใหสามารถกําจัดน้ํามันที่ปนเปอนในน้ํา

เสียไดมากข้ึน ทําใหลดปริมาณการปนเปอนของน้ํามันในน้ําทิ้งจากระบบบําบัดน้ําเสียอัน
เนื่องมาจากระบบบําบัดที่ไมมีประสิทธิภาพ และสามารถลดการปนเปอนน้ํามันในส่ิงแวดลอมได
อยางยั่งยืน 

จากผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เปนหัวเช้ือจุลินทรีย

พรอมใชที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอม นอกจากนี้
งานวิจัยนี้ถือเปนรายงานทางวิชาการฉบับแรกที่นําเสนอการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําสําหรับ

ประยุกตใชในการบําบัดดินและน้ําเสียที่ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน และดวยวิธีการผลิต
แบคทีเรียสูตรน้ําที่ไมซับซอนและมีตนทุนตํ่า ทําใหเห็นถึงศักยภาพในการตอยอดเพื่อผลิตในเชิง
พาณิชยและสามารถ ถายทอดความรูดังกลาวแกประชาชนทั่วไปเพื่อนําประยุกตใชในส่ิงแวดลอม
และกอใหเกิดการมีสวนรวมของประชาชนในการดูแลและรักษาส่ิงแวดลอมตอไปในอนาคต 

 
8.2 ขอเสนอแนะ 

เนื่องจากแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 มีประสิทธิภาพในการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
ไดแก เตตระเดคเคน เฮกซะดีเคน ฟแนนทรีน ไพรีน น้ํามันดีเซล น้ํามันดิบ น้ํามันหลอล่ืนบางชนิด 
ซึ่งจากการทดลองพบวา แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 มีขอจํากัดของในดานเวลาที่ใชในการยอย

สลายที่ตองใชระยะเวลานานเพื่อกําจัดสารพิษดังกลาวใหหมดไป ดังนั้นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียสูตร RN402 จึงอาจเพิ่มแบคทีเรียกลุมที่มีประสิทธิภาพในการสลายสารพิษลงไปพรอม
กับแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่มีอยูเดิม โดยอาศัยวิธีการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําที่ไดจากงานวิจัย
คร้ังนี้ ทําใหไดแบคทีเรียสูตรน้ําในรูปแบบของหัวเช้ือกลุมซ่ึงมีประสิทธิภาพในการกําจัดสารพิษได
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สูงข้ึน มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ ที่มีความหลากหลาย
มากข้ึน ดังเชนงานวิจัยของ Kim และคณะ (2009)ประยุกตใชหัวเชื้อแบคทีเรียกลุมของ 
Acinetobacter baumannii Klebsiella oxytoca และ Stenotrophomonas maltophilia  ซึ่งคัด
แยกจากตะกอนสลัดจจากระบบบําบัดนํ้าเสีย สามารถยอยฟแนททรีนความเขมขน 20 มิลลิกรัม/ลิตร 
ใหหมดไปภายใน 36 ชั่วโมง Zhong และคณะ (2011) ประยุกตใชหัวเชื้อแบคทีเรียกลุมระหวาง  
Mycobacterium sp. สายพันธุ A1-PYR และ Sphingomonas sp. สายพันธุ PheB4 สามารถ
ยอยสลายฟแนนทรีนนความเขมขน 10 มิลลิกรัม/ลิตร ใหหมดไปภายใน 3 วัน Lawniczak และ
คณะ (2011) ประยุกตใชหัวเช้ือเปนกลุมแบคทีเรีย ไดแก Achromobacter denitrificans 
Acinetobacter baumannii Aeromonas hydrophila/caviae Pseudomonas fluorescens 
Pseudomonas stutzeri Rahnella aquatilis และ Stenotrophomonas maltophilia สามารถ
กําจัดน้ํามันดีเซลที่ความเขมขนน้ํามันเร่ิมตน 10% (v/w)  ไดถึง 80% ภายในเวลา 7 วัน  Bao และ
คณะ (2012) ประยุกตใชหัวเช้ือแบคทีเรียกลุมของ Ochrobactrum sp. สายพันธุ 
N1 Brevibacillus parabrevis สายพันธุ N2 B. parabrevis สายพันธุ N3 และ B. parabrevis 
สายพันธุ N4 ซึ่งคัดแยกจากน้ําทะเลปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนเพื่อใชในการยอยสลาย

น้ํามันดิบที่ปนเปอนในน้ําเสียทะเลสังเคราะห 

การพัฒนาการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําไปสูการผลิตในเชิงการคาจําเปนตองคํานึงถึงตนทุน

ในการผลิต เม่ือพิจารณาที่ตนทุนเบ้ืองตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 พบวา ตนทุนสวน
ใหญถูกใชในข้ันตอนการเตรียมหัวเชื้อในสวนอาหารเพาะเล้ียงเชื้อ ดังนั้นในการลดตนทุนการผลิต
ควรศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการพัฒนาสูตรอาหารเล้ียงเชื้อที่มีตนทุนตํ่าและยังคงประสิทธิภาพของ

แบคทีเรียสูตรน้ําไวได โดยเลือกวัตถุดิบที่มีราคาถูกและที่มีจําหนายทั่วไปรวมกับการใชเคร่ืองมือ
ทางสถิติในการออกแบบการทดลองและวิเคราะหผลทดลองเพื่อพัฒนาสูตรอาหารที่มีคุณภาพ

และตนทุนตํ่า ดังเชนงานวิจัยของ Pereira และคณะ (2010) ประยุกตใชการออกแบบการทดลอง
ดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นผิวตอบสนองแบบ Box-Behnken design เพื่อพัฒนาสูตรอาหาร
สูตรอาหารตนทุนตํ่าในการเพาะเล้ียงเชื้อ Saccharomyces cerevisiae เพื่อเพิ่มผลผลิตเอทานอล 
Tomas และคณะ (2010) ประยุกตใชการออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นผิว
ตอบสนองดวยการออกแบบสวนประสมกลาง เพื่อพัฒนาสูตรอาหารตนทุนตํ่าและมีประสิทธิภาพ
ในการเพิ่มผลผลิตของชีวมวลและแบคทีริโอซินของ Lactobacillus salivarius สายพันธุ CRL 
1328 
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จากการพัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 โดยการตรึงเซลลสําหรับการบําบัดน้ํา
เสีย ควรศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการยอยสลายน้ํามันชนิดอ่ืนๆ จะทํา
ใหทราบขอบเขตการประยุกตใชงานที่หลากหลายมากข้ึน นอกจากนี้อาจศึกษาผลของสารลดแรง
ตึงผิวเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย จากรายงานวิจัยของ Sarma และ Pakshirajan (2011) 
ประยุกตใช tween80 เพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของเซลลตรึงของ Mycobacterium 
frederiksbergense บนแคลเซียมอัลจิเนต โดยสามารถยอยสลายไพรีนความเขมขน 1000 
มิลลิกรัม ในอาหารเหลว Bushnell Hass ใหหมดไปภายในเวลา 10 วัน Thavasi และคณะ 
(2011) พบวาการเติมสารลดแรงตรึงผิวชีวภาพชนิด glycolipopetide และ lipopeptide ลงใน
อาหารเหลว mineral salt medium มีผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดิบของ 
Pseudomonas aeruginosa และจากงานวิจัยของ Schreiberová และคณะ (2012) พบวาการ
เติมสารลดแรงตรึงผิวชีวภาพชนิด Novanik และ rhamnolipid สงผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพใน
การยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง Rhodococcus erythropolis 

จากการประยุกตใชเซลลตรึง RN402 ในระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง
อาจศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับตัวแปรตางๆ ที่เกี่ยวของในระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มี
ตัวกลาง เชน ปริมาณของเซลลตรึง ปริมาณการใหอากาศ ปริมาณสารอาหาร คา pH เปนตน  
รวมกับการใชเคร่ืองมือทางสถิติในการออกแบบการทดลองและวิเคราะหผลทดลอง เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนของระบบบําบัดน้ําเสีย ทําใหไดขอมูลพื้นฐาน
สําหรับการนําไปประยุกตในการปรับปรุงประสิทธิภาพและขยายขนาดของระบบบําบัดเพื่อใชใน

โรงงานอุตสาหกรรมตอไป  
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 
 

 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Medium (CFMM broth) 
 ก. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)   3.0       กรัม 

 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO412H2O)   5.5       กรัม 
  โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.8       กรัม 

 ข. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO47H2O)   0.1     กรัม 

  เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl36H2O)   0.05   กรัม 

  แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl22H2O)   0.05   กรัม 
 ชั่งสารสวน ก. ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคา pH ดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 7 นึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว
ที่อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที เติมสารละลายในสวน ข. ที่ทําการเตรียมแยกแตละชนิดและ
ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร ลงใน
อาหารสวน ก.  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM (CFMM agar) 
 เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM และละลายผง
วุน 15 กรัมตออาหารเล้ียงเชื้อ 1,000 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว จากนั้นนึ่งฆาเช้ือดวย
ความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้วที่อุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 ทริปโตน (tryptone)   10.0  กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (yeast extract)  5.0  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)   5.0  กรัม 
 ชั่งสวนผสมทั้งหมดและละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-
ดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.0 ปรับปริมาตรใหเปน 
1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้วที่อุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 
15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

สารละลายไพรีนในไดเมทธิลฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
ฟแนนทรีน     0.1 กรัม 
ไดเมทธิลฟอรมาไมด    10 มิลลิลิตร 
ทําใหปราศจากเช้ือดวยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดรูกรอง 0.2 

ไมโครเมตร 
 
สารละลายไพรีนในอะซิโตน ความเขมขน 12,000 ppm 

ฟแนนทรีน 0.12   กรัม 

อะซิโตน 10   มิลลิลิตร 
ทําใหปราศจากเช้ือดวยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดรูกรอง 0.2 

ไมโครเมตร 
 
สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 

 ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้าํกล่ัน 100 มลิลิลตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนด ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 120๐ซ เปนเวลา 20 นาท ี
 
80% กลีเซอรอล 

    นาํกลีเซอรอลมานึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนด ตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121๐ซ 
เปนเวลา 20 นาที ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชัว่โมง แลวนาํมานึ่งฆาเชื้อใหมอีก 2-3 คร้ัง 
 
สารละลาย Triton x-100  15% 

Triton x-100 15 มิลลิลิตร 
น้ํากล่ัน      85 มิลลิลิตร 

 
70% เอธานอล  
 99% เอธานอล     700 มิลลิลิตร 
 น้ํากล่ันปลอดประจุ    300 มิลลิลิตร 
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20% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS)  
 Sodium dodecyl sulfate   20 กรัม 
 น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูม ิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาท ี เติม SDS ในขณะที่น้าํปลอดประจุอุณหภูมิ
ประมาณ 80๐ซ ละลายใหเขากัน 
 
20% สารละลายโปรตีนเนสเค (proteinase K) 
 โปรตีนเนสเค (proteinase K)  20 มิลลิกรัม 
 น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ  1 มิลลิลิตร  
 
สารละลาย Tris-HCl pH 8 เขมขน 10 มิลลโิมลาร 

Tris-base (C4H11NO3)   1.2  กรัม 
ละลายในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคาความเปนกรดดางเปน 

8.0 ดวย กรดไฮโดรคลอริก เติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเช้ือดวยความ
ดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร 

EDTA (C10H14O8Na2•2H2O)  186.1     กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaCl)    20   กรัม 
ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียม  ไฮด

รอกไซด คนใหเขากัน รอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรดดางเปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุให
เปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปน
เวลา 15 นาที 

 
บัฟเฟอร TE 

Tris-HCl pH 8 เขมขน 10 มิลลิโมลาร  10 มิลลิลิตร 
EDTA pH 8.0 เขมขน 0.1 มิลลิโมลาร   0.2 มิลลิลิตร 
เติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
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สารละลาย CTAB/NaCl 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)    4.1  กรัม 
CTAB      10  กรัม 
ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุอุณหภูมิ 65 ๐ซ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากนั้นเติม

โซเดียมคลอไรดเขมขน 0.7 โมลาร เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตร 100 
มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
DNA extraction buffer 

Tris-HCl, pH 8.0    100 มิลลิโมลาร 
สารละลายโซเดียมฟอสเฟต, pH 8.0  100 มิลลิโมลาร 
สารละลาย EDTA, pH 8.0   100 มิลลิโมลาร 
สารละลายโซเดียมคลอไรด   1.5 โมลาร 
CTAB     1% (w/v) 
 

สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
ผสมคลอโรฟอรมกับไอโซเอมิลแอกอฮอล ในอัตราสวน 24:1 (v/v) เก็บที่อุณหภูมิ 4๐ซ 

 

สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 

 ผสมสารละลายฟนอลกับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอ ปริมาตร) เติม
สารละลาย Tris-HCl  pH 8.0 เขมขนเปน 0.5 โมลาร ปริมาตร 1 เทา คนดวยแทงแมเหล็กเปน
เวลา 30 นาที ทิ้งใหแยกช้ัน เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ 
 
 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา  

Tris-base     242 กรัม 
EDTA      18.6 กรัม 
กรดอะซิติกเขมขน    57.1 มิลลิลิตร 
ละลาย EDTA และ Tris-base ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร คนดวยแทง

แมเหล็กจนสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน แลวเติมกรดอะซิติกเขมขนและน้ําปลอดประจุใหเปน
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ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางน้ิว อุณหภูมิ     121๐ซ เปน
เวลา 15 นาที 
 
อะกาโรสเจลเขมขน 0.9% 

อะกาโรสเจล     0.9 กรัม 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา   100 มิลลิลิตร 
หลอมใหเขากนัดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 

 
อะกาโรสเจลเขมขน 2% 

อะกาโรสเจล     2 กรัม 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา   100 มิลลิลิตร 
หลอมใหเขากนัดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 

 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร 

เอธิเดียมโบรไมด     0.1 มิลลิกรัม 
น้ํากล่ัน      10 มิลลิลิตร 
ละลายใหเขากันเก็บในภาชนะปดสนิทในที่มืด (ขณะเตรียมควรสวมถุงมือปองกัน 

เนื่องจากเอธิเดียมโบรไมดเปนสารกอมะเร็ง) 
 
ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA labeling and detection 
starter kit (Roche, Germany) 
ประกอบดวย 
 หลอดหมายเลข 1   DIG-High Prime, 5× conc. 
 หลอดหมายเลข 2  DIG-labeled control DNA 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 หลอดหมายเลข 3  DNA dilution buffer 
 หลอดหมายเลข 4  Anti-Digoxygenin-AP Conjugate 750 ยูนิต/ 

มิลลิลตร 
 หลอดหมายเลข 5  NBT/BCIP, 50× conc. 
 หลอดหมายเลข 6  Blocking solution, 10× 
 หลอดหมายเลข 7  DIG Easy Hyb Granules  
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สารละลาย Buffer1 (Maleic acid buffer) 
กรดมาเลอิก        0.1 โมลาร 
โซเดียมคลอไรด        0.15 โมลาร 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-
ดางดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15นาที 
 
Buffer2  

สารละลาย 10× blocking solution ใน Buffer1 ที่นึ่งฆาเช้ือแลวดวยอัตราสวน 1 ตอ 9 
(ปริมาตรตอปริมาตร)  
 
Buffer3 (Detection buffer) 

Tris-base        0.1 โมลาร 
โซเดียมคลอไรด        0.1 โมลาร 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-
ดางดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 9.5 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
Denaturation buffer 

โซเดียมไฮดรอกไซด       0.5 โมลาร 
โซเดียมคลอไรด        1.5 โมลาร 

 ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จนหมดแลวจึงละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือความดัน
ไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

 
Neutralization buffer 

Tris-base        0.5 โมลาร 
โซเดียมคลอไรด        3.0 โมลาร 
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 ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-
ดางเปน 7.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
นําไปนึ่งฆาเชื้อความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย 20×SSC 

โซเดียมคลอไรด        3.0 โมลาร 
โซเดียมซิเตรท          0.3 โมลาร 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-
ดางเปน 7.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 
15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย 2×SSC 
 ละลาย 20×SSC ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว ที 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

 
สารละลาย 0.5×SSC/0.1%SDS 
 ละลาย 20×SSC ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ในน้ําปลอดประจุ 96.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
นําไปนึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที จากนั้น

เติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
 
สารละลาย 2×SSC/0.1%SDS 
 ละลาย 20×SSC ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในน้ําปลอดประจุ 89 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
นําไปนึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที จากนั้น

เติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
 
สารละลายโซเดียมอะซีเตทเขมขน 3 โมลาร 
 ละลายโซเดียมอะซีเตทน้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตร 400 มิลลิลิตร 
นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มิลลิลิตร เติม
น้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
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Lysis solution สําหรับสกัดเมกะพลาสมิด 

 ผสม Tris-base ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร กับสารละลาย 
10%SDS ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และเติมน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ 2 มิลลิลิตร 
 
สารเคมีทีใ่ชในการวิเคราะห DGGE 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% (Ammonium persulfate: ASP) 

แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต    0.1 กรัม 
น้ําปลอดประจุ     1 มิลลิลิตร 

 
30% denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 

40% อะคริลาไมด/บิส 37.5:1    3.25 มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา      0.3 มิลลิลิตร 
น้ําปลอดประจุ      8.25 มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล      0.3 มิลลิลิตร 
ฟอรมาไมด (formamide)      1.8 มิลลิลิตร 
ยูเรีย เขมขน 7 โมลาร     1.9 มิลลิลิตร 
TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine) 15 ไมโครลิตร 
10% ASP      0.15     มิลลิลิตร 
 

40% denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 
40% อะคริลาไมด/บิส 37.5:1    3.25 มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา      0.3 มิลลิลิตร 
น้ําปลอดประจุ      7.25 มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล      0.3 มิลลิลิตร 
ฟอรมาไมด (formamide)      2.4 มิลลิลิตร 
ยูเรีย เขมขน 7 โมลาร     2.5 มิลลิลิตร 
TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine) 15 ไมโครลิตร 
10% ASP      0.15     มิลลิลิตร 
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70% denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 
40% อะคริลาไมด/บิส 37.5:1    3.25 มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา      0.3 มิลลิลิตร 
น้ําปลอดประจุ      4.25 มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล      0.3 มิลลิลิตร 
ฟอรมาไมด (formamide)      4.3 มิลลิลิตร 
ยูเรีย เขมขน 7 โมลาร     4.4 มิลลิลิตร 
TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine) 15 ไมโครลิตร 
10% ASP      0.15     มิลลิลิตร 
 

80% denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 
40% อะคริลาไมด/บิส 37.5:1    3.25 มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา      0.3 มิลลิลิตร 
น้ําปลอดประจุ      3.55 มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล      0.3 มิลลิลิตร 
ฟอรมาไมด (formamide)      4.6 มิลลิลิตร 
ยูเรีย เขมขน 7 โมลาร     4.7 มิลลิลิตร 
TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine) 15 ไมโครลิตร 
10% ASP      0.15     มิลลิลิตร 

 
 

สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร 
เอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 10 ไมโครลิตร 
น้ํากล่ัน      200 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐานของน้ํามันชนิดตางๆ 
 
กราฟมาตรฐานของน้ํามันดีเซล 

 
 

รูปท่ี ค.1 กราฟมาตรฐานระหวางคาอัตราสวนพื้นที่และคาอัตราสวนความเขมขนของ

น้ํามันดีเซล 
 
กราฟมาตรฐานของน้าํมนัดีเซลสรางจากคาอัตราสวนพืน้ที่ (พื้นที่ใตกราฟของน้ํามนั

ดีเซล/พื้นที่ใตกราฟของสเตียริลแอลกอฮอล) และคาอัตราสวนความเขมขน (ความเขมขนของ
น้ํามันดีเซล/ความเขมขนของสเตียริลแอลกอฮอล) 

หาปริมาณน้าํมันดีเซลโดยการนําคาพืน้ที่ใตกราฟที่ไดจากการวเิคราะหดวยเคร่ือง   TLC-
FID มาหาอัตราสวนพืน้ที ่แลวแทนคาในสมการ 

 
อัตราสวนพื้นที่ (y) = 0.422 อัตราสวนความเขมขน (x)  

 
จากนั้นหาคาปริมาณน้าํมันดีเซลดวยการแทนคาอัตราสวนความเขมขนในสมการ

ดานลาง 
ปริมาณของน้ํามัน (มิลลิกรัม) = อัตราสวนความเขมขน x ปริมาณของสเตียริลแอลกอฮอล(มิลลิกรัม)        

y = 0.4229x
R² = 0.9984
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รูปที่ ค.2 แสดง TLC-FID โครมาโตแกรมของน้ํามันดีเซลของชุดควบคุม 0 วัน ในการยอย

สลายน้ํามันดีเซลที่ความเขมขนของน้ํามันดีเซล 100 มิลลิกรัม/ลิตร 1  2 และ 3 คือแซททูเรท อะโร
มาติก และสเตียริลแอลกอฮอล ตามลําดับ 

 

 
 
รูปที่ ค.3 แสดง TLC-FID โครมาโตแกรมของนํ้ามันดีเซลชุดทดลอง 3 วัน ในการยอย

สลายน้ํามันดีเซลที่ความเขมขนของน้ํามันดีเซล 100 มิลลิกรัม/ลิตร 1  2 และ 3 คือแซททูเรท อะโร
มาติก และสเตียริลแอลกอฮอล ตามลําดับ 

 

1 2 

1 2 

3 

3 
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กราฟมาตรฐานของน้ํามันสไลดเวย 
 

 
 

รูปท่ี ค.4 กราฟมาตรฐานระหวางคาอัตราสวนพื้นที่และคาอัตราสวนความเขมขนของ

น้ํามันสไลดเวย 
 

หาปริมาณน้ํามันสไลดเวยโดยการนําคาพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยเคร่ือง   
TLC-FID มาหาอัตราสวนพื้นที่ แลวแทนคาในสมการจากกราฟมาตรฐานและสมการปริมาณของ
น้ํามันเชนเดียวกับการหาคาปริมาณน้ํามันดีเซล 
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รูปที่ ค.5 โครมาโตแกรมของน้ํามันสไลดเวยจากชุดควบคุมวันที่ 0 ในการยอยสลาย
น้ํามันสไลดเวยความเขมขน 200 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใชเซลลอิสระ RN402  ที่มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 
109 MPN/ทรีตเมนต ในอาหารเหลว CFMM (50 มิลลิลิตร) เปนเวลา 7 วัน พีคที่ 1  2 และ 3 คือ
แซททูเรท อะโรมาติก และสเตียริลแอลกอฮอล ตามลําดับ 

 
 

รูปที่ ค.6 โครมาโตแกรมของน้ํามันสไลดเวยจากชุดทดลองวันที่ 7 ในการยอยสลาย

น้ํามันสไลดเวยความเขมขน  200 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใชเซลลอิสระ RN402 ที่มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 
109 MPN/ชุดทดลอง ในอาหารเหลว CFMM (50 มิลลิลิตร) เปนเวลา 7 วันพีคที่ 1  2 และ 3 คือ
แซททูเรท อะโรมาติก และสเตียริลแอลกอฮอล ตามลําดับ 

 

3 

1 2 

3 
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GC โครมาโตรแกรม 
 

กราฟมาตรฐานของไพรีน 
 

 
รูปท่ี ค.7 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไพรีนกับพืน้ที่ใตกราฟ  ที่ไดจากการวิเคราะหโดย GC-
FID 

 
จากกราฟสามารถคํานวณเปอรเซนตของปริมาณของไพรีนที่ไดจากการสกัด โดยดิน

ตัวอยางเติมดวยไพรีนที่ความเขมขนสุดทายเทากับ 300 มิลลิกรัม/ลิตร ในดินจํานวน 6 กรัม 
จากนั้นการสกัดและวิเคราะหปริมาณไพรีนที่สกัดไดดวยเคร่ือง GC-FID แลวจึงนําคาพื้นใตกราฟ
ของตัวอยางที่สกัดไดเมื่อเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน ทําใหความเขมขนที่แนนอนจึงคํานวณ
เปนเปอรเซนตของปริมาณของไพรีนที่ไดจากการสกัด จากผลการวิเคราะหพบวา มีเปอรเซ็นตของ
ปริมาณของไพรีนที่ไดจากการสกัด เทากับ 99.37 % ± 32.18 
 
 

y = 2.0819x
R² = 0.9927
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รูปที่ ค.8 โครมาโตแกรมของน้าํมนัดีเซล ก) ชุดควบคุม ข) ชุดทดลอง ในวนัที่ 9 การยอยสลาย
น้ํามนัดีเซลความเขมขน  450 มิลลิกรัม/ลติร โดยใชเซลลอิสระ RN402 ที่มีปริมาณเช้ือเร่ิมตน 108 
CFU/มิลลิลิตร 
 

 

 

ก 

ข 
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รูปที่ ค.9 โครมาโตแกรมของน้าํมนัดิบ ก) ชุดควบคุม ข) ชุดทดลอง ในวันที่ 9 การยอยสลาย
น้ํามนัดีเซลความเขมขน  450 มิลลิกรัม/ลติร โดยใชเซลลอิสระ RN402 ที่มีปริมาณเช้ือเร่ิมตน 108 
CFU/มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ง 

ขอมูลดิบ 

 
ตารางที่ ง.1 ปริมาณฟแนนทรีนที่เหลือในอาหารเหลว CFMM ที่มีฟแนนทรีนความเขมขนสุดทาย 
100 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากเพาะเล้ียง RN402 เวลาตางๆ 

วัน 

ปริมาณฟแนนทรีนที่เหลือ (%) 

ชุดควบคุมที่ไมเติม RN402  ชุดทดลองที่เติม RN402  

คาเฉล่ีย SD คาเฉล่ีย SD 

0 100.00 0.00 100.00 0.00 

4 97.24 4.64 76.03 1.05 

8 87.24 2.04 4.76 1.22 

12 95.12 6.47 0.42 0.01 

16 100.00 0.00 100.00 0.00 

20 97.24 4.64 76.03 1.05 

 
ตารางที่ ง.2 จํานวนแบคทีเรีย RN402 ในอาหารเหลว CFMM ที่มีฟแนนทรีน ความเขมขน
สุดทายเทากับ 100 มิลลิกรัมตอลิตร โดยการวิเคราะหดวยวิธี Viable plate count  

วัน 

จํานวนของแบคทีเรีย (log CFM/มิลลิลิตร) 

ชุดควมคุมที่ไมเติมฟแนนทรีน  ชุดทดลองที่เติมฟแนนทรีน 

คาเฉล่ีย SD คาเฉล่ีย SD. 

0 6.32 0.08 6.60 0.11 

4 7.36 0.05 7.11 0.14 

8 7.99 0.07 7.87 0.09 

12 7.09 0.02 8.01 0.06 

16 6.32 0.08 6.60 0.11 

20 7.36 0.05 7.11 0.14 
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ตารางที่ ง.3 ปริมาณไพรีนที่เหลือในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีนความเขมขนสุดทาย 100 
มิลลิกรัม/ลิตร หลังจากเพาะเล้ียง RN402 เวลาตางๆ 

วัน 

ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) 

ชุดควบคุมที่ไมเติม RN402  ชุดทดลองที่เติม RN402  

คาเฉล่ีย SD คาเฉล่ีย SD 

0 100.00 0.00 100.00 0.00 

4 98.40 3.01 96.39 6.87 

8 97.84 1.20 15.07 0.94 

12 94.21 4.47 7.19 1.33 

16 92.24 4.62 0.91 0.40 

20 84.66 6.73 0.03 0.00 

 
ตารางที่ ง.4 จํานวนแบคทีเรีย RN402 ในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีน ความเขมขนสุดทาย
เทากับ 100 มิลลิกรัม/ลิตร โดยการวิเคราะหดวยวิธี Viable plate count  
 

วัน 

จํานวนของแบคทีเรีย (log CFM/มิลลิลิตร) 

ชุดควมคุมที่ไมเติมไพรีน  ชุดทดลองที่เติมไพรีน  

คาเฉล่ีย SD คาเฉล่ีย SD. 

0 6.32 0.08 6.52 0.02 

4 7.36 0.05 7.76 0.30 

8 7.99 0.07 7.95 0.08 

12 7.09 0.02 8.05 0.07 

16 7.05 0.13 7.92 0.13 
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ตารางที่ ง.5 การรอดชีวิตของแบคทีเรียของแบคทีเรียแขวนลอยที่ผานการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน (log CFM/มิลลิลิตร) 
 
สารละลาย เวลา 

(วัน) 
อุณหภุมิ 4°ซ อุณหภุมิ 30°ซ 

จํานวน

แบคทีเรีย 
คาเฉล่ีย SD จํานวน

แบคทีเรีย 
คาเฉล่ีย SD 

CFMM 0 9.97 9.894 0.133 9.288 9.262 0.024 
 9.97   9.241   
 9.74   9.258   

10 9.45 9.466 0.020 8.991 9.010 0.017 
 9.49   9.013   
 9.45   9.025   

20 9.59 9.551 0.079 8.188 8.135 0.048 
 9.46   8.124   
 9.61   8.093   

30 8.64 8.781 0.123 7.978 7.985 0.025 
 8.88   7.964   
 8.82   8.013   

CFMM+0.25
%(w/v) ของ
โซเดียมอะซิ

เตท 

0 9.771 9.742 0.088 9.556 9.594 0.100 
 9.643   9.519   
 9.813   9.708   

10 9.531 9.559 0.024 7.978 7.894 0.114 
 9.571   7.940   
 9.575   7.763   

20 9.233 9.289 0.232 7.785 7.784 0.043 
 9.090   7.826   
 9.544   7.740   

30 8.775 8.618 0.168 7.771 7.717 0.050 
 8.637   7.672   
 8.441   7.708   

0.1xLB 0 9.839 9.808 0.028 9.262 9.258 0.026 
 9.785   9.230   
 9.799   9.281   
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สารละลาย เวลา 
(วัน) 

อุณหภุมิ 4°ซ อุณหภุมิ 30°ซ 
จํานวน

แบคทีเรีย 
คาเฉล่ีย SD จํานวน

แบคทีเรีย 
คาเฉล่ีย SD 

10 9.598 9.550 0.079 8.892 8.899 0.103 
 9.459   8.799   
 9.593   9.004   

20 9.531 9.408 0.174 8.149 8.143 0.054 
 9.483   8.086   
 9.210   8.193   

30 8.556 8.622 0.060 7.326 7.232 0.095 
 8.635   7.137   
 8.674   7.233   

PB 0 9.362 9.421 0.067 9.185 9.155 0.094 
 9.408   9.230   
 9.494   9.049   

10 9.176 9.171 0.055 8.699 8.589 0.295 
 9.223   8.813   
 9.114   8.255   

20 9.279 9.161 0.102 8.230 8.118 0.115 
 9.104   8.124   
 9.100   8.000   

30 8.623 8.605 0.032 8.230 8.276 0.059 
 8.623   8.255   
 8.568   8.342   

 
ตารางที่ ง.6 ประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียแขวนลอยที่ผานการเก็บรักษาที่

อุณหภูมิ 4 °ซ เปนเวลา 30 วัน  
สารละลาย เวลา 

(วัน) 
ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) ประสิทธิภาพการ

ยอยสลาย (%) 
คาเฉล่ีย SD 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

CFMM 0 94.57 16.37 82.69 87.13 8.743 

 91.10 2.54 97.21   

 85.31 15.77 81.52   
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30 94.57 0.04 99.96 99.90 0.11 

 91.10 0.21 99.77   

 85.31 0.02 99.98   
CFMM+0.25
% (w/v) ของ
โซเดียมอะซิ

เตท 

0 94.57 28.58 69.78 73.01 3.04 

 91.10 22.03 75.81   

 85.31 22.64 73.46   
30 94.57 0.14 94.57 88.38 19.81 

 91.10 0.19 99.79   

 85.31 29.43 65.51   
10xLB 0 94.57 44.26 53.19 69.80 14.38 

 91.10 19.89 78.17   

 85.31 18.73 78.05   

30 94.57 5.59 94.08 97.48 2.94 

 91.10 0.27 99.7   

 85.31 1.13 98.68   

PB 0 94.57 22.82 75.87 75.12 0.64 

 91.10 23.01 74.74   

 85.31 21.53 74.76   

30 94.57 3.71 96.07 91.89 10.60 

 91.10 18.37 79.83   

 85.31 0.19 99.78   

 
ตารางที่ ง.7 ประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียแขวนลอยที่ผานการเก็บรักษาที่

อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน 
สารละลาย เวลา 

(วัน) 
ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) ประสิทธิภาพการ

ยอยสลาย (%) 
คาเฉล่ีย SD 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง  
CFMM 94.57 78.91 19.94 74.48 4.56 94.57 

91.10 69.81 27.50   91.10 

85.31 74.71 21.58   85.31 
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94.57 99.98 0.02 99.97 0.02 94.57 

91.10 99.94 0.05   91.10 

85.31 99.98 0.02   85.31 
CFMM+0.25% 

(w/v) ของ
โซเดียมอะซิเตท 

94.57 83.27 15.82 79.94 3.54 94.57 

91.10 80.32 17.93   91.10 

85.31 76.22 20.29   85.31 
94.57 99.93 0.07 99.86 0.11 94.57 

91.10 99.74 0.24   91.10 

85.31 99.93 0.06   85.31 
10xLB 94.57 84.25 14.89 78.99 6.79 94.57 

91.10 71.33 26.12   91.10 

85.31 81.40 15.87   85.31 

94.57 99.38 0.59 99.46 0.12 94.57 

91.10 99.41 0.54   91.10 

85.31 99.60 0.34   85.31 

PB 94.57 80.13 18.79 74.24 6.59 94.57 

91.10 67.13 29.94   91.10 

85.31 75.46 20.93   85.31 

94.57 99.78 0.20 93.99 9.22 94.57 

91.10 98.84 1.06   91.10 

85.31 83.36 14.20    

 
ตารางที่ ง.8 การรอดชีวิตของแบคทีเรียแขวนลอยที่มีการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรียชนิดตางๆ 
ที่ผานการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน จากจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตน 9.63 ± 
0.31 log CFU/มิลลิลิตร 

สารรักษาสภาพ

จุลินทรีย 
ความเขมขน % 

(v/w) 
อุณหภูมิ 

(°ซ) 
จํานวนแบคทีเรีย 

(log CFU/มิลลิลิตร) 
คาเฉล่ีย SD 

ชุดควบคุม (PB) - 4 8.38 8.36 9.63 8.79 0.73 

 30 8.08 8.63 8.18 8.30 0.30 
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สารรักษาสภาพ

จุลินทรีย 
ความเขมขน % 

(v/w) 
อุณหภูมิ 

(°ซ) 
จํานวนแบคทีเรีย 

(log CFU/มิลลิลิตร) 
คาเฉล่ีย SD 

ซอรบิทอล 1 4 8.97 8.36 8.97 8.77 0.35 

 30 6.97 7.18 7.36 7.17 0.20 

5 4 8.18 8.36 8.36 8.30 0.11 

 30 6.97 6.97 6.88 6.94 0.05 

กลูโคส 1 4 7.63 7.63 7.97 7.75 0.19 

 30 7.32 7.18 6.88 7.12 0.23 

5 4 6.97 6.63 7.32 6.97 0.34 

 30 6.58 6.97 6.32 6.62 0.33 

แลกโทส 1 4 8.36 8.18 8.46 8.33 0.15 

 30 7.04 7.36 7.36 7.25 0.18 

5 4 7.66 7.63 7.97 7.75 0.19 

 30 6.63 6.58 7.18 6.80 0.33 

10 4 7.66 7.66 7.36 7.56 0.17 

 30 7.32 7.32 7.63 7.43 0.18 

ทรีฮาโลส 1 4 8.63 8.63 8.58 8.62 0.03 

 30 7.97 7.63 7.18 7.59 0.40 

5 4 8.32 8.36 8.58 8.42 0.14 

 30 7.97 7.63 7.36 7.65 0.30 

10 4 8.66 8.63 8.81 8.70 0.09 

 30 6.88 6.97 6.32 6.72 0.35 

กลีเซอรอล 1 4 9.18 8.97 9.18 9.11 0.12 

 30 8.32 8.63 8.58 8.51 0.17 

5 4 8.97 8.63 8.58 8.73 0.21 

 30 7.20 7.36 7.36 7.31 0.09 

PEG 1 4 9.04 9.08 8.96 9.03 0.06 

 30 7.81 7.63 7.97 7.80 0.17 

5 4 8.38 9.63 9.58 9.20 0.71 
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สารรักษาสภาพ

จุลินทรีย 
ความเขมขน % 

(v/w) 
อุณหภูมิ 

(°ซ) 
จํานวนแบคทีเรีย 

(log CFU/มิลลิลิตร) 
คาเฉล่ีย SD 

 30 7.30 7.30 7.36 7.32 0.04 

ไกลซีน 1 4 6.08 6.63 6.20 6.31 0.29 

 30 5.18 4.88 5.58 5.21 0.35 

5 4 6.87 6.63 6.58 6.69 0.15 

 30 5.04 5.63 5.88 5.52 0.43 

โปรลีน 1 4 8.38 8.87 7.97 8.41 0.45 

 30 6.97 6.63 7.18 6.93 0.27 

5 4 8.20 8.18 8.58 8.32 0.23 

 30 6.56 6.45 5.81 6.27 0.41 

 
ตารางที่ ง.9 การรอดชีวิตของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการเก็บรักษาที่ 4 °ซ เปนเวลา 180 
วัน ที่จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 109 CFU/มิลลิลิตร โดยชุดควบคุมคือ แบคทีเรียแขวนลอยใน
สารละลาย PB และชุดทดลองคือ แบคทีเรียแขวนลอยในสารละลาย PB ที่เติม 1% กลีเซอรอล 
เวลา (วัน) จํานวนแบคทีเรีย (log CFU/มิลลิลิตร) 

ชุดควบคุม (PB) คาเฉล่ีย SD PB + 1% กลีเซอรอล คาเฉล่ีย SD 
30 9.18 9.11 0.12 8.32 8.51 0.17 

8.97   8.63   
9.18   8.58   

60 8.63 8.66 0.30 8.08 8.19 0.12 
8.97   8.32   
8.38   8.18   

90 8.66 8.42 0.39 7.32 7.49 0.42 
8.63   7.18   
7.97   7.97   

120 6.97 6.62 0.47 7.38 7.61 0.21 
6.80   7.66   
6.08   7.80   

150 6.97 6.86 0.09 7.38 7.57 0.16 
6.80   7.66   
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เวลา (วัน) จํานวนแบคทีเรีย (log CFU/มิลลิลิตร) 
ชุดควบคุม (PB) คาเฉล่ีย SD PB + 1% กลีเซอรอล คาเฉล่ีย SD 

6.80   7.66   
180 6.97 6.65 0.31 6.97 7.32 0.33 

6.36   7.63   
6.63   7.36   

 
ตารางที่ ง.10 การรอดชีวิตของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการเก็บรักษาที่ 30 °ซ เปนเวลา 
180 วัน ที่จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 109 CFU/มิลลิลิตร โดยชุดควบคุมคือ แบคทีเรีย
แขวนลอยในสารละลาย PB และชุดทดลองคือ แบคทีเรียแขวนลอยในสารละลาย PB ที่เติม 1% 
กลีเซอรอล 
เวลา (วัน) จํานวนแบคทีเรีย (log CFU/มิลลิลิตร) 

ชุดควบคุม (PB) คาเฉล่ีย SD PB + 1% กลีเซอรอล คาเฉล่ีย SD 
30 8.97 8.73 0.21 7.20 7.31 0.09 

8.63   7.36   
8.58   7.36   

60 8.38 7.94 0.41 7.66 7.13 0.68 
7.87   7.38   
7.58   6.36   

90 7.81 7.45 0.44 6.97 6.63 0.51 
6.96   6.04   
7.58   6.88   

120 5.97 6.01 0.06 6.88 7.09 0.23 
5.97   7.32   
6.08   7.08   

150 5.97 6.01 0.06 6.88 7.01 0.12 
5.97   7.08   
6.08   7.08   

180 5.63 5.86 0.19 6.32 6.59 0.24 
5.97   6.63   
5.97   6.80   
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ตารางท่ี ง.11 การรอดชีวิตของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถูกเก็บที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 
270 วัน ที่จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 1012 CFU/มิลลิลิตร โดยชุดควบคุมคือ แบคทีเรีย
แขวนลอยในสารละลาย PB และชุดทดลองคือ แบคทีเรียแขวนลอยในสารละลาย PB ที่เติม 1% 
กลีเซอรอล 
เวลา (วัน) ชุดควบคุม (PB) PB + 1% กลีเซอรอล 

(log CFU/ml) คาเฉล่ีย SD (log CFU/ml) คาเฉล่ีย SD 
0 12.33 11.88 12.06 12.09 0.1878 12.06 12.06 12.33 12.15 0.1281 

30 10.97 10.88 10.97 10.94 0.0440 10.97 10.87 11.63 11.16 0.3393 
60 9.97 9.88 10.18 10.01 0.1258 10.32 10.63 10.63 10.53 0.1467 
90 9.78 9.70 9.48 9.65 0.1274 10.38 10.26 10.63 10.42 0.1573 
120 8.32 8.62 8.96 8.64 0.2621 9.97 9.97 9.81 9.91 0.0765 
150 9.04 9.00 8.95 9.00 0.0356 9.34 9.48 9.26 9.36 0.0913 
180 8.78 8.00 8.90 8.56 0.3995 9.08 9.23 9.18 9.16 0.0626 
270 6.78 6.70 6.48 6.65 0.1274 8.23 8.00 7.95 8.06 0.1209 

 
 
 
ตารางที่ ง.12 ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถูกเก็บที่

อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 270 วัน ที่จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 1012 CFU/มิลลิลิตร แบคทีเรีย
แขวนลอยในสารละลาย PB  

เวลา (วัน) ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) ประสิทธิภาพการยอย 
(%) 

คาเฉล่ีย SD 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 
0 98.32 30.96 68.50 72.06 5.69 
 99.28 30.72 69.05   
 93.67 20.02 78.62   

30 99.41 1.84 98.14 97.90 0.20 
 95.71 2.12 97.78   
 99.86 2.22 97.77   

60 93.37 2.22 97.61 97.27 0.29 
 95.37 2.77 97.08   
 99.46 2.86 97.11   

90 100.91 3.17 96.85 97.43 0.55 
 102.82 2.10 97.95   
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 97.30 2.43 97.50   
120 97.54 2.15 97.78 98.53 0.71 

 93.10 1.30 98.59   
 105.81 0.83 99.21   

150 95.79 32.17 66.41 70.7 7.34 
 104.61 25.11 75.99   
 99.45 29.21 70.62   

270 94.65 94.65 0 0 0 
 95.67 95.67 0   
 101.50 101.50 0   

 
 
ตารางที่ ง.13 ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถูกเก็บที่

อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 270 วัน ที่จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 1012 CFU/มิลลิลิตร แบคทีเรีย
แขวนลอยในสารละลาย PB ที่เติม 1% กลีเซอรอล 

เวลา (วัน) ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) ประสิทธิภาพการยอย 
(%) 

คาเฉล่ีย SD 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง 
0 98.32 39.08 60.25 74.61 14.10 
 99.28 24.68 75.14   
 93.68 10.84 88.43   

30 99.41 2.17 97.81 97.96 0.19 
 95.71 2.01 97.90   
 99.87 1.82 98.18   

60 93.37 1.68 98.20 98.54 0.30 
 95.38 1.22 98.72   
 99.47 1.29 98.70   

90 100.91 1.89 98.13 98.05 0.70 
 102.82 2.76 97.32   
 97.31 1.26 98.71   

120 97.54 1.92 98.03 98.62 0.55 
 93.11 0.83 99.10   
 105.81 1.35 98.72   

150 98.37 24.72 74.87 71.80 7.12 
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 98.19 30.12 69.32   
 73.44 22.18 69.80   

270 94.65 84.06 11.19 10.38 0.98 
 95.68 85.49 10.65   
 101.51 92.08 9.29   

 
ตารางที่ ง.14 ปริมาณไพรีนที่เหลือยูจากการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ใน
ระบบนิเวศจําลองดิน ที่ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดิน 

ชุดทดลอง เวลา 
(สัปดาห) 

ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย SD 

abiotic control 0 100.00 100.00 0.00 
100.00 
100.00 

2 91.04 94.0 2.92 
96.88 
94.14 

4 86.52 94.55 6.99 
97.84 
99.28 

biostimulaton 0 100.00 100.00 0.00 
100.00 
100.00 

2 83.67 85.61 7.97 
94.37    
78.79    

4 68.90 76.47 6.58 
80.79    
79.73    

bioaugmentation I 0 100.00 100.00 0.00 
100.00 
100.00 

2 90.21 62.71 31.88 
70.17 
27.76 
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ชุดทดลอง เวลา 
(สัปดาห) 

ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย SD 

4 27.79 23.75 11.28 
32.46 
11.00 

bioaugmentation II 0 100.00 100.00 0.00 
100.00  
100.00  

2 18.30 33.02 28.29 
15.12  
65.64  

4 0.00 0.00 0.00 
0.00  
0.00  

 
ตารางที่ ง.15 แบคทีเรียทั้งหมดในระบบนิเวศจําลองดิน (MPN/กรัม ดิน) 

เวลา 
(สัปดาห) 

abiotic control biostimulaton bioaugmentation I bioaugmentation II 

0 0.00E+00 0.00E+00 9.30E+07 9.30E+07 2.30E+08 1.39E+08 9.30E+06 1.33E+08 
0.00E+00  9.30E+07  9.30E+07  1.50E+08  
0.00E+00  9.30E+07  9.30E+07  2.40E+08  

2 0.00E+00 0.00E+00 9.30E+07 3.55E+07 1.39E+08 3.21E+08 1.33E+08 3.70E+08 
0.00E+00  4.30E+06  7.50E+08  9.30E+08  
0.00E+00  9.30E+06  7.50E+07  4.60E+07  

4 0.00E+00 7.67E+02 2.10E+07 1.58E+07 9.30E+07 4.43E+08 4.30E+07 9.28E+08 
0.00E+00  1.15E+07  3.06E+08  3.40E+08  
2.30E+03   1.50E+07   9.30E+08   2.40E+09   

 
ตารางที่ ง.16 แบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน (MPN/กรัม ดิน) 

เวลา 
(สัปดาห) 

abiotic control biostimulaton bioaugmentation I bioaugmentation II 

0.00E+00 
0.00E+00 
0.00E+00 

0.00E+00 2.80E+04 2.57E+04 4.30E+08 2.96E+08 1.20E+08 1.02E+08 0.00E+00 
2.10E+04 2.80E+07 9.30E+07 0.00E+00 
2.80E+04 4.30E+08 9.30E+07 0.00E+00 

0.00E+00 
0.00E+00 

0.00E+00 9.30E+05 1.78E+06 1.80E+08 1.41E+08 2.90E+08 3.10E+08 0.00E+00 
2.40E+06 9.30E+07 4.30E+08 0.00E+00 
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เวลา 
(สัปดาห) 

abiotic control biostimulaton bioaugmentation I bioaugmentation II 

0.00E+00 2.00E+06 1.50E+08 2.10E+08 0.00E+00 

0.00E+00 
0.00E+00 
0.00E+00 

0.00E+00 2.40E+07 1.61E+07 9.30E+08 1.36E+09 4.30E+08 1.04E+09 0.00E+00 
9.30E+06 2.40E+09 1.50E+09 0.00E+00 
1.50E+07 7.50E+08 1.20E+09 0.00E+00 

 
ตารางที่ ง.17 ตรวจนับจํานวนแบคทีเรียทีม่ียีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสใน
ระบบนิเวศจาํลองดินจากชดุทดลอง bioaugmentation II ดวยวธิ ีreal-time qPCR 

 
ชุดทดลอง MPN/กรัม ดิน คาเฉล่ีย 

Biostimulation in 0 week 3.77E+05 1.44E+06 3.65E+05 7.26E+05 
Biostimulation in 2 weeks 3.89E+07 3.63E+07 2.10E+07 3.21E+07 
Biostimulation in 4 weeks 3.67E+08 3.03E+08 5.48E+08 4.06E+08 
Bioaugmentation I  in 0 week 7.09E+08 2.63E+08 2.61E+08 4.11E+08 
Bioaugmentation I  in 2 weeks 2.80E+09 2.26E+09 3.23E+09 2.76E+09 
Bioaugmentation I  in 4 weeks 2.36E+09 7.85E+08 1.34E+09 1.49E+09 
Bioaugmentation II  in 0 week 6.92E+08 7.59E+08 6.06E+08 6.86E+08 
Bioaugmentation II  in 2 week 1.71E+10 3.06E+10 3.97E+10 2.91E+10 
Bioaugmentation II  in 4 week 7.10E+10 7.27E+10 1.68E+11 1.04E+11 

 

ตารางที่ ง.18 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ําในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
ชนิดของน้ํามัน ความเขมขน 

(มิลลิกรัม/ลิตร) 
ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามัน  

(%) 
คาเฉล่ีย SD 

V-120 100 85.17 90.22 88.05 87.81 2.11 

PTT biodiesel 100 88.54 97.13 92.76 92.93 6.82 

PTT Diesel 100 99.43 97.94 96.87 98.17 0.67 

Dynamic  Super Synthetic 100 66.29 55.12 52.22 57.87 7.49 

Dynamic premier 100 43.49 27.95 24.31 31.92 12.95 

Dynamic Synthetic 100 48.37 29.78 49.25 42.47 12.43 

Grease 100 69.19 70.03 83.18 74.15 7.34 

Performa 100 74.44 50.27 50.14 58.28 14.59 

Performa Semi-Synthetic 100 46.9 58.23 39.18 48.08 8.08 

Performa Synthetic 100 28.11 19.3 37.82 28.41 8.79 
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ชนิดของน้ํามัน ความเขมขน 
(มิลลิกรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามัน  
(%) 

คาเฉล่ีย SD 

V-120 200 80.9 74.33 87.18 80.22 6.72 

PTT biodiesel 200 74.16 53.78 69.99 65.99 0.93 

PTT Diesel 200 96.35 94.61 82.04 91.00 14.12 

Dynamic  Super Synthetic 200 40.22 28.71 24.38 31.63 11.60 

Dynamic premier 200 14.5 35.12 38.08 29.43 0.99 

Dynamic Synthetic 200 24.97 40.95 48.76 38.92 10.68 

Grease 200 57.82 27.6 21.08 35.59 19.79 

Performa 200 48.38 47.12 61.59 52.72 8.52 

Performa Semi-Synthetic 200 50.26 55.87 22.12 42.52 10.31 

Performa Synthetic 200 12.31 28.51 16.43 19.06 13.84 

 

ตารางที ่ ง.19 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการยอยสลายอัลเคน น้ํามันดีเซล 
และน้ํามนัดิบ 

ชนิด ประสิทธิภาพการยอยสลาย (%) คาเฉล่ีย SD 
น้ํามันดีเซล 81.47 92.79 97.14 89.02 12.06 
น้ํามันดิบ 91.04 80.57 76.39 82.67 7.55 
n-เตตระเดคเคน 92.07 91.75 93.86 92.56 1.13 
n-เฮกซะดีเคน 68.93 58.71 68.93 65.53 5.90 

 

ตารางที่ ง.20 การถูกยอยสลายของวัสดุตรึงที่ลอยอยูในน้ําเสียที่มีน้ํามันดีเซล 2 % (w/v) 
วัสดุ น้ําหนัก การถูกยอยสลายตัว 

(%) 
SD 

กอนใชงาน หลังใชงาน 
BCN012 943.6 941.2 0.254345 0.216867 0.065335 

848.5 847.3 0.141426   
941.8 939.4 0.254831   

BCN009 999.4 998.4 0.10006 0.182001 0.113527 
1042 1040.6 0.134357   
1027 1023.8 0.311587   

Dazs Bio-
Ring S-

1797.3 1789 0.461804 0.316314 0.19064 
1890.5 1888.6 0.100503   
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วัสดุ น้ําหนัก การถูกยอยสลายตัว 
(%) 

SD 
กอนใชงาน หลังใชงาน 

1320 1008.7 1004.8 0.386636   

 

ตารางที่ ง.21  ประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการกําจัดน้ํามันของชุดทดลองโดยการ

ออกแบบการทดลองแบบสวนกลาง 

ชุด

ทดลองท่ี 
ไนโตรเจน 

(กรัม/
ลิตร) 

ฟอสฟอรัส 
(กรัม/
ลิตร) 

น้ํามัน 
(มิลลิกรัม/
ลิตร) 

การกําจัดนํ้ามัน (มิลลิกรัม/ลิตร) คาเฉล่ีย SD 

1 2.5 2 2000 1801.19 1509.82 1725.87 1678.96 911.33 

2 7.5 2 2000 1751.44 1428.15 1785.30 1654.96 904.03 

3 2.5 6 2000 1645.11 1763.86 1746.86 1718.61 922.17 

4 7.5 6 2000 1643.96 1717.44 1701.39 1687.60 909.12 

5 2.5 2 8000 3620.26 3447.25 3174.67 3414.99 225.98 

6 7.5 2 8000 5876.84 5173.81 3507.73 4852.79 3096.81 

7 2.5 6 8000 3029.42 2274.20 3368.30 2890.64 2676.30 

8 7.5 6 8000 4491.62 4259.16 3867.67 4206.15 2873.52 

9 0.795 4 5000 3314.54 3588.90 3838.31 3580.59 2059.26 

10 9.205 4 5000 3890.88 3826.33 4129.51 3948.90 2179.41 

11 5 0.636 5000 2080.96 2713.64 2594.83 2463.14 1767.08 

12 5 7.364 5000 2989.34 2173.64 2795.49 2652.82 1810.84 

13 5 4 46 15.88 28.12 15.88 19.96 13.56 

14 5 4 10046 2355.85 6768.50 6900.29 5341.55 3871.32 

15 5 4 5000 3629.16 4333.09 4492.13 4151.46 2263.98 

16 5 4 5000 4217.03 4316.27 4046.36 4193.22 2267.05 
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ภาคผนวก จ 

ตารางแปรผลปริมาณแบคทีเรียมีชีวิตโดยวิธี MPN 
 

ตารางที่ จ.1  แสดงการแปรผลปริมาณแบคทีเรียมีชวีิตโดยวิธ ีMPN  
Positive tube MPN/มิลลิลิตร  Positive tube MPN/มิลลิลิตร 
0 0 0 <3.0  2 2 0 21 
0 0 1 3.0  2 2 1 28 
0 1 0 3.0  2 2 2 35 
0 1 1 6.1  2 3 0 29 
0 2 0 6.2  2 3 1 36 
0 3 0 9.4  3 0 0 23 
1 0 0 3.6  3 0 1 38 
1 0 1 7.2  3 0 2 64 
1 0 2 11  3 1 0 43 
1 1 0 7.4  3 1 1 75 
1 1 1 11  3 1 2 120 
1 2 0 11  3 1 3 160 
1 2 1 15  3 2 0 93 
1 3 0 16  3 2 1 150 
2 0 0 9.2  3 2 2 210 
2 0 1 14  3 2 3 290 
2 0 2 20  3 3 0 240 
2 1 0 15  3 3 1 460 
2 1 1 20  3 3 2 1100 
2 1 2 27  3 3 3 >1100 

 
ที่มา: Lindquist (2001) 
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การคํานวณปริมาณแบคทีเรียโดยวิธี MPN 
ปริมาณแบคทเีรียบนไบโอบอล (MPN/ชุดทดลอง) = ปริมาณแบคทีเรียจากตาราง x dilution 
factor  
หมายเหตุ  - ปริมาณแบคทีเรียบนไบโอบอล (MPN/ชุดทดลอง) หมายถึง ปริมาณแบคทีเรียที่มี

ชีวิตบนไบโอบอล 1 กรัม ในอาหารเหลว CFMM 50 มิลลิลิตร 
- dilution factor คือคาการเจือจาง 

ปริมาณแบคทเีรียในอาหารเหลว (MPN/ชุดทดลอง) = ปริมาณแบคทเีรียตาราง x dilution factor 
หมายเหตุ  - ปริมาณแบคทีเรียในอาหารเหลว CFMM (MPN/ชุดทดลอง) หมายถึง ปริมาณ

แบคทีเรียที่มีชีวิต ในอาหารเหลว CFMM 50 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ฉ 

กราฟมาตรฐานสาํหรับการตรวจนับจํานวนแบคทีเรยีดวย real-time PCR 

รูปท่ี ฉ.1 กราฟมาตรฐานระหวางระหวางคา Ct และดีเอ็นเอเจือจาง 10 เทา ที่ความเขมขนตางๆ 
ซึ่งสกัดมาจากดินที่ปริมาณเช้ือ RN402 เทากับ 1×1012 (log MPN/กรัม ดิน)   

y = -3.9765x + 64.313
R² = 0.9948

20

25

30

35

40

7 8 9 10 11

Ct

Log CFU/กรัม ดิน

%Efficiency = 95.61%. 
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