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วรรณรัก  นพเจริญกุล: การบําบัดดินและน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน
โดยใชสูตรน้ําและเซลลตรึงของ Pseudoxanthomonas sp. RN402. (TREATMENT 
OF PETROLEUM HYDROCARBON-CONTAMINATED SOIL AND 
WASTEWATER BY USING LIQUID FORMULATION AND IMMOBILIZED 
CELLS OF Pseudoxanthomonas sp. RN402) อ. ที่ปรึกษาวทิยานพินธหลัก :  
ผศ. ดร. อรฤทยั ภิญญาคง, 226 หนา.  
 
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาวิธีการเตรียมแบคทีเรียสูตรนํ้า และประยุกตใชในการยอยสลาย

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนท่ีปนเปอนในดินและน้ํา โดยแบคทีเรียพรอมใชสูตรนํ้าของ Pseudoxanthomonas sp. 
RN402 (L-RN402) ซึ่งมีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน และปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ถูกพัฒนาเพ่ือการเก็บ
รักษาท่ียาวนาน โดยยังคงรักษาการรอดชีวิตและแอคติวิตีชีวภาพได รวมทั้งมีตนทุนตํ่า  L-RN402 ถูกเตรียมโดย
แขวนลอยเซลลในสารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 M pH 6.5 ที่เติมกลีเซอรอล 1 % ที่ความเขมขน 
1012 CFU/มิลลิลิตร ซึ่งเม่ือผานการเก็บรักษาท่ี 30 °ซ 180 วัน แบคทีเรียมีอัตราการรอดชีวิต 75 % และยังคง
ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนไดสูง และมีตนทุนเบื้องตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรนํ้า เทากับ 62 บาท/ลิตร เม่ือ
ประยุกตใชแบคทีเรียสูตรนํ้า RN402 ในระบบนิเวศจําลองดิน พบวาสามารถยอยสลายไพรีน 300 มิลลิกรัม/ลิตร ให
หมดในเวลา 4 สัปดาห นอกจากน้ีแบคทีเรียสูตรนํ้ามีประสิทธิภาพในการยอยสลายในการยอยสลาย เตตระเดคเคน 
เฮกซะดีเคน น้ํามันดีเซล และนํ้ามันดิบ ที่ความเขมขนเร่ิมตนเทากับ 450 มิลลิกรัม/ลิตร ได 89, 83, 92 และ 65% 
ตามลําดับ จากน้ันพัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรนํ้า RN402 สําหรับการบําบัดนํ้าเสียปนเปอนปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนโดยตรึงแบคทีเรียบนพลาสติก BCN-009 ซึ่งพบวาเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการกําจัดนํ้ามันดีเซลท่ี
ความเขมขนสูงขึ้นกวาเซลลอิสระ และมีอัตราการกําจัดนํ้ามันดีเซลในอาหารเหลว CFMM เทากับ 165 มิลลิกรัม/
ลิตร/กรัมเซลลตรึง/วัน นอกจากน้ีเซลลตรึงยังคงมีประสิทธิภาพสูงตลอดการใชซ้ําในการกําจัดนํ้ามันดีเซลความ
เขมขน 200 มิลลิกรัม/ลิตร จํานวน 70 รอบ และจากการประยุกตใชเซลลตรึงในระบบบําบัดนํ้าเสียแบบเติมอากาศ
ที่มีตัวกลาง ปริมาตร 3 ลิตร ระยะเวลาเก็บกักนํ้า 10 ชั่วโมง และการใหอากาศ 2 vvm. พบวาสามารถบําบัดนํ้าเสีย
สังเคราะหที่ปนเปอนนํ้ามันหลอลื่นสไลดเวย ซึ่งเปนนํ้ามันหลอลื่นท่ีถูกใชในกระบวนการผลิตลอรถยนตแบบ
อลูมิเนียมอัลลอยด ที่ความเขมขนเทากับ 50 - 200 มก./ลิตร และสามารถบําบัดนํ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมท่ี
ความเขมขนของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนทั้งหมดอยูในชวง 22 – 35 มก./ลิตร โดยมีประสิทธิภาพการบําบัดสูงกวา 
90 % และจากการออกแบบการทดลองเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในน้ําเสีย
จากโรงงานอุตสาหกรรมของเซลลตรึงดวยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการกําจัดนํ้ามันของ
เซลลตรึงไดถึง 2.6 เทา  

สาขาวิชา วิทยาศาสตรส่ิงแวดลอม              ลายมือช่ือนิสิต      
ปการศึกษา  2554                                      ลายมือช่ือ อ.ที่ปรึกษาวทิยานพินธ   
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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.  

Field of Study :  Environmental Science  Student’s Signature  
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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
ปจจุบันประเทศไทยมีการพัฒนาเศรษฐกิจอยางรวดเร็ว ทําใหมีการใชทรัพยากรธรรมชาติ

อยางมากโดยเฉพาะอยางยิ่งกลุมปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในรูปเชื้อเพลิงเหลวซ่ึงถูกใชเปนแหลง

พลังงานในการขับเคลื่อนเศรษฐกิจของประเทศ จึงกอใหเกิดของเสียจํานวนมากจากการใช
ผลิตภัณฑปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ขอมูลจากกรมโรงงานอุตสาหกรรมพบวามีโรงงานจํานวน
มากที่ผลิตกากของเสียจากน้ํามันหลอล่ืนตาง ๆ ที่ใชแลว หรือกากตะกอนน้ํามัน หรือของเสียผสม
น้ํา-น้ํามัน  เชน อุตสาหกรรมการกลั่นน้ํามันปโตรเลียมและเคมีภัณฑ โรงผลิตสวนประกอบยาน
ยนต โรงรีดเหล็ก โรงผลิตอะลูมิเนียม และโรงผลิตชิ้นสวนคอมพิวเตอร เปนตน (กรมโรงงาน
อุตสาหกรรม, 2554)  โดยน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนมาจากกระบวนการผลิต และ
จากกระบวนการทําความสะอาดเครื่องจักร ทําใหมีการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนปริมาณ
สูงในน้ําเสียสงผลใหคาซีโอดีในน้ําเสียสูงข้ึน และการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดยวิธีการ
บําบัดทางกายภาพและเคมี เชน การเปาหรือพนอากาศ (dispersed Air Flotation) การตกตะกอน 
(sedimentation) ทําไดยาก และหลังบําบัดแลวยังคงพบการปนเปอนหรือมีสารตกคาง (Wang 
และคณะ, 2009) ซึ่งหากจัดการน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนไมเหมาะสมจะทําใหเกิด
มลภาวะตอส่ิงแวดลอม เพราะเกิดการปนเปอนของน้ํามันสูส่ิงแวดลอม เชน ดิน น้ําผิวดิน และน้ํา
ใตดินได และจะกอใหเกิดผลกระทบตอชีวิตและทรัพยสินของมนุษยได ซึ่งจากองคประกอบของ
ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ สําคัญโดยทั่วไป ไดแก ไฮโดรคารบอนชนิดอ่ิมตัว  (saturate 
hydrocarbon)  อะโรมาติกไฮโดรคารบอน (aromatic hydrocarbon) เรซิน (resin) และ แอสฟาล
ทีน (asphaltene) (Reisinger, 1995) ทั้งนี้องคประกอบหลักที่สําคัญที่มีความเปนพิษ คือพอลิไซ
คลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic hydrocarbons: PAHs) ซึ่งมีโครงสราง
ประกอบดวยวง  เบนซีนต้ังแตสองวงข้ึนไป เชน แนพธาลีน ฟแนนทรีน ไพรีน ฟลูออรีน แอนทราซีน 
เบนโซ[เอ]ไพรีน เปนตน ซึ่ง PAHs หลายชนิดมีความเปนพิษเปนอันตรายตอทารกในครรภ และ
เปนสารเหนี่ยวนํากอใหเกิดการกลายพันธุ กอมะเร็ง เปนอันตรายตอทารกในครรภ (Peng และ

คณะ, 2008; Wu และคณะ, 2010) ดังนั้นเมื่อเกิดการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในดินทํา
ใหองคประกอบที่เปน PAHs มวลโมเลกุลใหญต้ังแต 4 วงข้ึนไป ซึ่งมีความเปนพิษสูงและสลายตัว
ไดยากจะถูกดูดซับโดยสารอินทรีย (organic matter) ที่อยูในดิน ทําให PAHs ที่ถูกดูดซับในดินมี
ความคงตัวและยากตอการสลายตัวมากข้ึน จึงนําไปสูการสะสมในหวงโซอาหาร (Potin และคณะ, 
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2004)  นอกจากนี้การปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนสูแมน้ําลําคลองหรือทะเล จะทําใหเกิด
คราบน้ํามันลอยอยูที่ผิวน้ําและคราบน้ํามันเหลานี้จะเปนแผนฟลมปกคลุมผิวน้ํา ทําใหออกซิเจน
ไมสามารถแทรกซึมลงสูน้ํา เกิดการขาดออกซิเจนในน้ํา ซึ่งเปนผลเสียตอส่ิงมีชีวิตในน้ําและ
ทําลายหวงโซอาหาร สวนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนท่ีมีมวลโมเลกุลสูงจะจมสูดินตะกอนในแหลง
น้ํา ทําใหเกิดมลภาวะเปนพิษตอส่ิงแวดลอมในระยะยาว (Nicodem และคณะ, 1997) 

เพื่อแกไขปญหาการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในสิ่งแวดลอม วิธีการหนึ่งที่มี
ประสิทธิภาพในการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอน คือ การบําบัดโดยชีววิธี (bioremediation) ซึ่ง
เปนการเปล่ียนรูปแบบของสารพิษใหอยูในรูปไมเปนพิษหรือเปนพิษนอยลง โดยอาศัยการ
เจริญเติบโตของส่ิงมีชีวิต ไดแก แบคทีเรีย รา ยีสต สาหราย หรือพืช เปนตน (Vidali, 2001; 
Barreto และคณะ, 2010) ซึ่งวิธีการนี้เปนมิตรกับส่ิงแวดลอม และใชตนทุนตํ่ากวาวิธีการบําบัด
ทางกายภาพ เชน การลอยน้ํามัน (skimmer) และทางเคมี เชน การใชสารลดแรงตึงผิว 
(surfactants) การใชสารเคมีขจัดคราบ (dispersants) (Barreto และคณะ, 2010) การบําบัดโดย
ชีววิธีที่นิยมใชในการบําบัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอม ไดแก วิธีกระตุนการเจริญของ
จุลินทรีย (biostimulation) เชน การเติมสารอาหาร การเติมอากาศ เพื่อกระตุนกิจกรรมจุลินทรีย
ทองถิ่นในการยอยสลาย  และวิธีการเติมจุ ลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลาย 
(bioaugmentation) (Vidali 2001)   

 การประยุกตใชแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนเปน
ตัวแปรสําคัญที่ทําใหการบําบัดโดยชีววิธีเกิดข้ึนอยางมีประสิทธิภาพ จากงานวิจัยกอนหนานี้ 
พิริยะ กล่ันแกว (2550) คัดแยก Diaphorobacter sp. KOTLB และ Pseudoxanthomonas sp. 
RN402  จากดินที่มีการปนเปอนน้ํามันปโตรเลียมในประเทศไทย ซึ่งแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุมี

ความสามารถในการยอยสลายไพรีน ฟแนนทรีน และยังมีการศึกษาเพิ่มเติมในเบื้องตนพบวา 
Pseudoxanthomonas sp. RN402 มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน ชนิด PTT V-
120 ในน้ําเสียสังเคราะหได 77% จากความเขมขนเร่ิมตน 200 มิลลิกรัม/ลิตร จากสมบัติดังกลาว
แสดงใหเห็นวา Pseudoxanthomonas sp. RN402 เปนแบคทีเรียมีที่ประสิทธิภาพในการยอย
สลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน และมีความนาสนใจในการนํา Pseudoxanthomonas sp. 
RN402 มาผลิตเปนหัวเชื้อจุลินทรียพรอมใชสูตรน้ําเพื่อประยุกตในการยอยสลายปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอม เนื่องจากวิธีการเตรียมจุลินทรียสูตรน้ํามีข้ันตอนการผลิตที่ไม
ซับซอนและตนทุนตํ่าเมื่อเปรียบเทียบกับการเตรียมจุลินทรียแบบผง นอกจากนี้จุลินทรียพรอมใชที่
มีการจําหนายอยูในประเทศไทยเปนหัวเช้ือจุลินทรียที่นําเขามาจากตางประเทศจึงมีราคาแพง 
งานวิจัยนี้จึงมีจุดมุงหมายที่จะศึกษาวิธีการผลิตจุลินทรียพรอมใชสูตรน้ําที่มีประสิทธิภาพในการ
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ยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน มีอายุการเก็บรักษาที่ยาวนาน และคงประสิทธิภาพตลอด
อายุการเก็บรักษา เพื่อลดตนทุนและลดการนําเขา รวมทั้งจะพัฒนาวิธีการใชจุลินทรียสูตรน้ําใน
การบําบัดดินปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในระบบนิเวศจําลองดิน พัฒนาวิธีการใชจุลินทรีย
สูตรน้ําสําหรับการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหและน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมในถังปฏิกรณ 
นอกจากนี้จะพัฒนาการใชเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลในการตรวจติดตามจุลินทรียในระหวางการ

บําบัด ซึ่งเทคนิคดังกลาวสามารถทําไดอยางรวดเร็วและใหผลที่แมนยํา ทําใหไดขอมูลการ
เปล่ียนแปลงของจุลินทรียในระบบบําบัดซ่ึงสามารถนํามาใชในการควบคุมระบบบําบัดใหทํางาน

ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
วัตถุประสงคหลักของงานวิจยัคร้ังนี้ คือการพัฒนาวธิีการผลิตสูตรน้ําของแบคทีเรียที่มี

ประสิทธิภาพ และวิธีการใชงานสูตรน้ํา เพื่อประยุกตในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่
ปนเปอนในดินและน้าํ วัตถปุระสงคยอยของงานวิจัยนี้ไดแก 

1. ศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของ Pseudoxanthomonas sp. สายพนัธุ RN402 เพื่อ
ผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา  

2. พัฒนาวธิีการผลิตสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพนัธุ RN402 ที่มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 

3. พัฒนาวธิีการใชสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp.  สายพันธุ RN402 ในการ
บําบัดดินปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 

4. พัฒนาวธิีการใชสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพนัธุ RN402 โดยการตรึง
เซลลสําหรับการบําบัดน้าํเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 

1.3 ขอบเขตของการวิจยั 
1.3.1 ศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ 

RN402 เพื่อผลิตแบคทีเรยีสูตรนํ้า 
งานวิจยัในข้ันตอนนี้ศึกษาสมบัติเบ้ืองตนของ RN402 เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนในการผลิต

แบคทีเรียสูตรน้ํา และการตรวจติดตามการมีอยูของ RN402 โดยวิธทีางชีวโมเลกุล ซึ่งประกอบไป
ดวยงานวิจัยดังนี ้ ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีนของ RN402 ตรวจหา
ตําแหนงของยนี nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนส และตรวจหาจํานวนชุดของยีน nidA ที่

ประมวลรหัสไดออกซิจีเนส  
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1.3.2 พัฒนาวิธีการผลิตสตูรนํ้าของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ที่
มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน และการประยกุตใชบําบัดดิน
ปนเปอนไพรีน 

งานวิจยัในข้ันตอนนีพ้ัฒนาวิธีการผลิตสูตรน้ําของ RN402  และศึกษาประสิทธิภาพของ
สูตรน้ําของ RN402 ในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ รวมทั้งการประยุกตใช
แบคทีเรียสูตรน้ําในการบําบัดดินปนเปอนไพรีน การตรวจติดตามการมีอยูของ RN402 โดยวิธีทาง
ชีวโมเลกลุ และการประเมนิตนทนุเบ้ืองตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้าํ และการบําบัดดินปนเปอน
ไพรีน  ซึ่งประกอบไปดวยงานวิจัยดังนี้ การผลิตแบคทีเรียสูตรน้าํ ทดสอบประสิทธิภาพการยอย
สลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ ของ RN402 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา
ในการยอยสลายไพรีนในระบบนิเวศจาํลองดิน ตรวจติดตามการมีอยูของ  RN402 ในระบบนิเวศ
จําลองดินโดยวิธี PCR-DGGE และตรวจนับจํานวนแบคทีเรียทีม่ียนี nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซม
ไดออกซิจีเนสดวยวิธ ีreal-time PCR 

1.3.3 พัฒนาวิธีการใชสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 โดย
การตรึงเซลลสาํหรับการบําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามันดีเซล 

การประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ําในการบําบัดน้ําเสียในส่ิงแวดลอม จําเปนตองใช

แบคทีเรียสูตรน้ําจํานวนมาก เนื่องจากสภาพแวดลอมในธรรมชาติทีไ่มเหมาะสมตอการเจริญของ
แบคทีเรียอาจทําใหแบคทีเรียตาย และตองใชแบคทีเรียจํานวนมากเพื่อใชในการบาํบัด ดังนัน้การ
ตรึงเซลลจึงเปนทางเลือกหนึง่สําหรับการประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้าํในการบาํบัดน้าํเสีย โดยข้ัน

ตอนนี้ประกอบไปดวยงานวจิัยดังนี ้ คัดเลือกวัสดุตรึงที่เหมาะสมสําหรับตรึงเซลลแบคทีเรียสูตรน้าํ 
ทดสอบการดูดซับน้ํามนัของวัสดุตรึง ทดสอบผลของความเขมขนของน้าํมนัดีเซลตอประสิทธิภาพ
การยอยสลายโดยเซลลอิสระและเซลลตรึง RN402 ทดสอบประสิทธภิาพของเซลลตรึง RN402 ใน
การยอยสลายน้ํามนัดีเซลทีค่วามเขมขนตางๆ ทดสอบประสิทธภิาพในการใชซ้ําของเซลลตรึง 
RN402 และตรวจสอบการมีอยูของยีนทีป่ระมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสที่คาดวาเกี่ยวของกบั
การยอยสลายน้ํามนัดีเซล 

1.3.4 ทดสอบการยอยสลายน้ํามันหลอลื่นโดยเซลลตรึงของแบคทีเรียสูตรน้ําของ 
Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ในระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลาง 

การประยุกตใชเซลลตรึง RN402 ในระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางเพื่อบําบัดน้ํา
เสียจากโรงงานอุตสาหกรรม มีข้ันตอนการวิจัยดังนี้ ศึกษาลักษณะสมบัติของน้ําเสียปนเปอน
ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงานอุตสาหกรรม ทดสอบประสิทธิภาพการบําบัดน้ําเสีย
สังเคราะหปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางเปน
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แบคทีเรียตรึงบนวัสดุยึดเกาะที่เตรียมจากแบคทีเรียสูตรน้ํา  ทดสอบประสิทธิภาพการบําบัดน้ํา
เสียจากโรงงานอุตสาหกรรมจากโรงงานอุตสาหกรรมโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง 
และศึกษาการออกแบบการทดลองเพื่อหาสภาวะที่ เหมาะสมในการกําจัดปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมของเซลลตรึงดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง  
 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. แบคทีเรียสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ทีม่ีประสิทธภิาพใน

การยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
2. ทราบวธิีการใชแบคทีเรียสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพนัธุ RN402 ใชใน

การบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
3. ทราบวธิีการใชแบคทีเรียสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพนัธุ RN402 ใชใน

การบําบัดดินปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
  
1.5 ภาพรวมของงานวิจัย 

1. ศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของ 
Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 

2. พัฒนาวิธีการผลิตสูตรนํ้าของ 
Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 

3. พัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรนํ้า

ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีน 

4. พัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรนํ้าในการ
บําบัดนํ้าเสียสังเคราะหท่ีปนเปอนนํ้ามันดีเซล 

5. พฒันาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรนํ้าในการ
บําบัดนํ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม 
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 บทที่  2 

วารสารปริทรรศน 

2.1 ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
 ประเทศไทยใชประโยชนจากปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในหลายดาน โดยเฉพาะอยางยิ่ง

ในรูปของเช้ือเพลิงเหลว ซึง่ถูกใชเปนเช้ือเพลิงพลังงานในภาคคมนาคมขนสง ภาคอุตสาหกรรม 
หรือการใชผลิตภัณฑจากการกล่ันน้ํามันเปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมปโตรเคมีภัณฑ ตางๆ ไดแก 
อุตสาหกรรมปโตรเคมีภัณฑข้ันตน ซึง่เปนการผลิตโมโนเมอรตางๆ เชน เบนซิน โทลูอีน ไซลีน และ
อุตสาหกรรมปโตรเคมีภัณฑข้ันตอเนื่อง ซึ่งเปนการผลิตพอลิเมอร เชน พลาสติก เปนตน ใน
ปจจุบันประเทศไทยจึงมีอุตสาหกรรมที่หลากหลายที่เกีย่วของกับปโตรเลียมไฮโดรคารบอน เชน 
กลุมอุตสาหกรรมโรงกล่ันน้าํมันปโตรเลียมเพื่อแยกน้ํามันดิบ และกลุมอุตสาหกรรมปโตร

เคมีภัณฑ ซึ่งในกระบวนการผลิตและการใชผลิตภัณฑของอุตสาหกรรมเหลานี้ กอใหเกิดน้ําเสียที่
ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน (petroleum hydrocarbon) เปนสารประกอบไฮโดรคารบอน
หลากหลายชนิด ตัวอยางปโตรเลียมไฮโดรคารบอนไดแก น้ํามันดิบ กาซธรรมชาติ ถานหนิ เปนตน 
โดยทัว่ไปน้ํามนัดิบประกอบดวยคารบอน 82-87% ไฮโดรเจน 12-15% และสารอ่ืนๆ ประกอบอยู
ดวย เชน ไนโตรเจน ออกซิเจน กํามะถัน (Schobert, 1999) สารไฮโดรคารบอนที่สําคัญที่ประกอบ
ในน้าํมันดิบ ไดแก ไฮโดรคารบอนชนิดอ่ิมตัว (saturate hydrocarbon)  อะโรมาติกไฮโดรคารบอน 
(aromatic hydrocarbon) เรซิน (resin) และ แอสฟาลทีน (asphaltene) (Speight, 1999) โดย
โครงสรางของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนแตละชนิดแสดงในรูปที ่2.1 

ไฮโดรคารบอนชนิดอ่ิมตัว 
ไฮโดรคารบอนชนิดอ่ิมตัว เปนสารไฮโดรคารบอนโดยมพีันธะระหวาคารบอนและคารบอน

เปนพนัธะเด่ียว เปนสารไฮโดรคารบอนชนิดไมมีข้ัว (non-polar hydrocarbon) ซึ่งไฮโดรคารบอน
ชนิดอ่ิมตัวถกูพบมากที่สุดในนํ้ามนัดิบประมาณ 70% ของน้าํหนัก  ประกอบดวย อัลเคน (alkane) 
ทั้งแบบโซตรง (straight chain) แบบโซกิ่ง (branched chain) และไซโคลอัลเคน (cycloalkanes) 
แบบวงแหวน (Hyne, 2001; Speight, 1999) 

อะโรมาติกไฮโดรคารบอน 
ไฮโดรคารบอนชนิดไมอ่ิมตัว  มีโครงสรางหลักเปนวงเบนซีน (benzene ring) ประกอบ

คารบอน 6 อะตอม โดยตอเปนวงดวยพนัธะคูสลับพันธะเด่ียว อะโรมาติกไฮโดรคารบอนมี

ประมาณ 15% ของน้ําหนกัน้ํามันดิบ ประกอบดวย เบนซีน และอนุพนัธุของเบนซีน โดยอนพุันธุ
ของเบนซนี ไดแก สารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic 
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hydrocarbons, PAHs) ซึ่งมีโครงสรางประกอบดวยวงเบนซีนต้ังแตสองวงข้ึนไป เชน แนพธาลีน 
ฟแนนทรีน ไพรีน เบนโซ[เอ]ไพรีน เปนตน ทั้งนี้สาร PAHs องคประกอบหลักที่สําคัญ ที่มีความเปน
พิษ ซึ่ง PAHs หลายชนิดมคีวามเปนพษิ และเปนสารเหนีย่วนํากอใหเกิดการกลายพนัธุ กอมะเร็ง 
และกอใหเกิดความผิดปกติของทารกในครรภของส่ิงมีชีวิต (Peng และคณะ, 2008 และ Haritash 
และ Kaushik, 2009) 

เรซิน 
ไฮโดรคารบอนชนิดมีข้ัวซ่ึงเกิดจากประกอบไนโตรเจน ออกซิเจน กํามะถัน เรซินมีน้ําหนัก

มวลโมเลกุลมากกวาไฮโดรคารบอนชนิดอ่ิมตัวและอะโรมาติกไฮโดรคารบอน แตมีน้ําหนักมวล
โมเลกุลนอยกวาแอสฟาลทีน (<1000 กรัม/โมล) เรซินทําหนาที่เปนตัวกระจายอนุภาคของ        
แอสฟาลทีนในน้ํามันดิบ (Schorling และคณะ, 1999; Boukir และคณะ, 2001) 

แอสฟาลทีน 
ไฮโดรคารบอนที่มีโครงสรางโมเลกุลที่ซับซอนซ่ึงประกอบดวยกํามะถัน (0.3–10.3%), 

ออกซิเจน (0.3–4.8%), ไนโตรเจน (0.6–3.3%), และโลหะ ไดแก เหล็ก นิเกิล และวาเนเดียม มี
น้ําหนักมวลโมเลกุลอยูในชวง 1,000-20,000 กรัม/โมล (Boukir และคณะ, 2001 Buch และคณะ, 
2003) 

 
 

 
 
รูปที่ 2.1 ตัวอยางโครงสรางของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนแตละชนิดที่เปนองคประกอบของ
น้ํามันดิบ (Alloway และ Ayres, 1993) 
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2.2 การปนเปอนปโตรเลยีมไฮโดรคารบอนในสิ่งแวดลอม 
ในปจจุบันพบปญหาการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอมของประเทศไทย

มากข้ึน โดยเฉพาะบริเวณแหลงอุตสาหกรรม  เชน กรมควบคุมมลพิษไดสํารวจคุณภาพน้ําผิวดิน
และน้ําทะเลในพื้นที่ตําบลมาบตาพุดซ่ึงเปนนิคมอุตสาหกรรมเม่ือเดือนกุมภาพันธ 2551 พบวา มี
ปริมาณของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนเกินคามาตรฐานบริเวณปากคลองระบายน้ําของนิคม

อุตสาหกรรมมาบตาพุด (กรมควบคุมมลพิษ, 2553) และในปพ.ศ. 2554 กรณีของคลองชากหมาก 
อําเภอมาบตาพุดซึ่งอยูบริเวณใกลเคียงที่ต้ังนิคมอุตสาหกรรมตรวจพบตะกอนสีดําจากการ

ปนเปอนของสารปโตรเลียมไฮโดรคารบอนและโลหะหนักบางชนิดในปริมาณที่สูงสง และกล่ิน
เหม็นเนาเกิดสภาพเส่ือมโทรม สงผลตอการใชประโยชนจากแหลงน้ําและวิถีชีวิตของคนในชุมชน 
(กรมควบคุมมลพิษ, 2554) ทั้งนี้ตามประกาศคณะกรรมการสิ่งแวดลอมแหง ชาติ ฉบับที่ 27 (พ.ศ.
2549) เร่ืองกําหนดมาตรฐานคุณภาพน้ําทะเล ซึ่งตีพิมพในราชกิจจานุเบกษา ฉบับประกาศทั่วไป 
เลมที่ 124 ตอนที่ 11 ง วันที่ 1 กุมภาพันธ 2550 หนา 123-133 ไดกําหนดใหมีปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนไมเกิน 0.5 ไมโครกรัมตอลิตร และยังมีรายงานการปนเปอนของปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนบริเวณปากแมน้ําแขมหนูจังหวัดจันทบุรี และปากแมน้ําระยองจังหวัดระยอง (ชุลี
ไพบูลยกิจกุลและคณะ, 2551) ในป พ.ศ. 2553 ไดสํารวจการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน
รวมทั้งหมด (total petroleum hydrocarbon, THP) ในน้ําบริเวณชายฝงทะเลประเทศไทยทั้งฝง
อาวไทยและอันดามัน พบวาบริเวณแหลงชุมชนและโรงงานอุตสาหกรรมมีการปนเปอนปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนในปริมาณสูง เฉล่ียประมาณ 1.2 และ 1.5 ไมโครกรัม/ลิตร ของฝงอาวไทยและอัน
ดามัน ตามลําดับ และจากสถิติที่ผานมาพบการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนมีแนวโนม

เพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง สวนหนึ่งมาจากกิจกรรมของมนุษย (ศุภวัตร กาญจนอติเรกลาภ และคณะ, 
2554) โดยสามารถแบงสาเหตุของการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอมออกเปน 
2 กลุมดังนี้ 

 
1) ภาคอุตสาหกรรม 
โดยจากขอมูลจากกรมโรงงานอุตสาหกรรมพบวาปริมาณการผลิตกากของเสียจาก

น้ํามันหลอล่ืนตาง ๆ ที่ใชแลว หรือกากตะกอนน้ํามัน หรือของเสียผสมน้ํา-น้ํามัน  มาจาก
อุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมการผลิตสวนประกอบยานยนต โรงรีดเหล็ก โรงผลิต
อลูมิเนียม โรงผลิตช้ินสวนคอมพิวเตอร (กรงโรงงานอุตสาหกรรม, 2553)  โดยน้ําเสียปนเปอน
ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนมาจากน้ําชะลางเคร่ืองจักรซ่ึงใชจาระบีและน้ํามันหลอล่ืนในอุปกรณ

ตางๆ และระบบหลอเย็นของเคร่ืองจักรในอุตสาหกรรมผลิตช้ินสวนโลหะตางๆ ที่ใชน้ํามันคูล
แลนทซึ่งมีสวนประกอบของน้ํามันอยูเปนจํานวนมาก ทําใหน้ําเสียมีการปนเปอนปโตรเลียม
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ไฮโดรคารบอนจํานวนมาก ซึ่งน้ําเสียในรูปแบบอิมัลชัน (emulsion) ของน้ํามันและน้ําโดยมีน้ํามัน
คูลแลนทเปนตัวอิมัลซิไฟเออร (emulsifier) โดยน้ํามันหรือตัวทําละลายที่ปนเปอนในน้ําเสียเหลานี้ 
ไดแก น้ํามันหลอล่ืน น้ํามันดีเซล น้ําเบนซิน ยางมะตอย เฮกเซน และ คลอโรฟอรม เปนตน (เอ็น
แอนดพีเคมิคัลแอ็ดวานซ. 2553) 

สําหรับการบําบัดน้ําเสียจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี เชน น้ําเสียจากแหลงตางๆ ในโรงกล่ัน
น้ํามันซ่ึงสามารถแบงไดเปนสองประเภทใหญๆ คือ น้ําเสียที่ไมมีน้ํามันปน โดยทั่วไปมีคุณสมบัติ
ไดตามมาตรฐานควบคุม และจะถูกระบายลงสูบอพักน้ํากอนระบายออกสูภายนอก และน้ําเสียที่
มีน้ํามันปน ซึ่งจะตองผานข้ันตอนการบําบัดทางกายภาพ กอนผานเขาสูระบบบําบัดชีวภาพ เชน 
การบําบัดดวยระบบตะกอนเรง และลงสูบอพักน้ํา กอนระบายออกสูภายนอก ทั้งนี้น้ําเสียจาก
อุตสาหกรรมโรงกลั่นน้ํามันสวนใหญจะมีมลพิษประเภทน้ํามันปโตรเลียมจากกระบวนการผลิตที่

ติดปนไปกับน้ําเสีย ดังนั้นโรงกล่ันจึงตองมีการบําบัดน้ําเสีย เพื่อลดมลสารตางๆ ใหอยูในระดับ
มาตรฐานควบคุม ดัชนีสําคัญที่ใชกําหนดคุณภาพของน้ําทิ้ง ไดแก อุณหภูมิ คาความเปนกรด-
ดาง ปริมาณไขมันและน้ํามัน ปริมาณของแข็ง ปริมาณความเขมขนของสารอินทรีย ปริมาณสาร
ไนโตรเจน ปริมาณออกซิเจนละลายน้ํา ปริมาณสารโลหะหนัก เชน ตะกั่ว ทองแดง เหล็ก ปรอท 
นิกเกิล และแคดเมียม เปนตน และ ปริมาณสารพิษตางๆ เชน ดีดีที ฟนอล สารกอมะเร็งตางๆ เปน
ตน นอกจากนี้ของเสียจากโรงงานกล่ันน้ํามันยังมีกากตะกอนที่ปนเปอนน้ํามัน ที่มาจากกนถัง
น้ํามันดิบและจากระบบบําบัดน้ําเสีย ซึ่งจะกําจัดโดยวิธีเผาในเตาเผา โดยกอนเผาจะแยกเอาน้ํา
และน้ํามันออกจากกากของเสียกอน สวนกากเม่ือเผาแลวจะกลายเปนข้ีเถา ซึ่งจะนําไปฝงกลบ
หรือนําไปกําจัดนอกโรงกล่ัน โดยศูนยบริการกําจัดกากอุตสาหกรรมตอไป  

นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่รายงานวาการบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอนน้ํามันสามารถทําไดหลาย

วิธี ไดแก ทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพ  (Gryta และคณะ, 2001) ดังนั้นทางโรงงาน
อุตสาหกรรมจึงมีการกําจัดน้ํามันออกจากน้ําเสียโดยวิธีการที่นิยมใชในเบื้องตน คือ วิธีทาง
กายภาพ และเคมี ซึ่งวิธีทางกายภาพ เชน การดูดซับโดยใชคารบอนกัมมันต  หรือซีโอไลต สวนวิธี
ทางเคมี เชน การใชสารเคมีเพื่อไปตัดข้ัวของตัวอิมัลซิไฟเออรและน้ํามันที่ละลายน้ํา ทําใหแยก
สวนน้ํากับน้ํามันออกจากกัน และการใชสารเคมีที่มีคุณสมบัติในการรวมตัวของหยดน้ํามัน ให
รวมตัวใหญข้ึนเพื่อใหน้ํามันแยกออกจากสวนน้ําไดงายข้ึน (Ahmadun และคณะ, 2009) แต
เนื่องจากวิธีการเหลานี้มีขอดอยในเรื่องคาใชจายที่มีราคาสูง และไมสามารถกําจัดน้ํามันไดอยาง
สมบูรณ ซึ่งอาจทําใหมีน้ํามันจากระบบบําบัดกลับมาปนเปอนในน้ําเสียไดอีกคร้ัง (Amro, 2004 
และ Hong และคณะ, 2005) ทําใหเกิดการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอมอัน
เนื่องมาจากน้ําทิ้งจากระบบบําบัดน้ําเสียที่ไมมีประสิทธิภาพ (Zhang และคณะ, 2012) 
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2) ภาคการคมนาคมขนสง 
รายงานการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่มีสาเหตุมาจากอุบัติเหตุ เชน กรณีเรือ

บรรทุกน้ํามันดีเซลลมบริเวณเกาะราชาใหญ จังหวัดภูเก็ต สงผลใหน้ํามันร่ัวออกออกมาในทะเล 
(คมชัดลึก, 2554) และจากรายงานการสํารวจการปนเปอน PAHs ในดินตะกอนชายฝงของ

ประเทศไทย ทั้งภาคตะวันออกและภาคใต และในดินตะกอนแมน้ําเจาพระยาซ่ึงครอบคลุมจังหวัด
อยุธยา ปทุมธานี และนนทบุรี ในป 2546 พบการปนเปอน PAHs ต้ังแต 3 ถึง 7 วงเบนซีน ต้ังแต 6 
- 8,399 นาโนกรัมตอกรัมน้ําหนักแหงดินตะกอน (Boonyatumanond และคณะ, 2006) และยังมี
รายงานพบการสะสมปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในสัตวทะเล เชน ไสเดือนทะเล สวนในหอยตลับ
ลาย ปลาเห็ดโคน ปลาทรายแดง และปลาทรายขาว บริเวณอาวเพ จังหวัดระยองในชวงเดือน
มิถุนายนและกันยายน 2543 (จุมพล สงวนสิน และคณะ, 2548)    

สําหรับในภาคการคมนาคมขนสง สถานีบริการน้ํามันซ่ึงมีกิจกรรมเปล่ียนถายน้ํามันเคร่ือง 
และการลางรถ ก็เปนแหลงที่กอใหเกิดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน (Panpanit และ
คณะ, 2001 และ Tatong และ Pinyakong, 2008) น้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน
เหลานี้จําเปนตองไดรับการบําบัดอยางถูกวิธีกอนปลอยออกสูธรรมชาติ เนื่องจากปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในน้ําเสียดังกลาวประกอบไปดวยสารประกอบที่มีความเปนพิษตอ

ส่ิงมีชีวิต และส่ิงแวดลอม เชน PAHs (Peng และคณะ, 2008 และ Haritash และ Kaushik, 
2009) 

ทั้งนี้การปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในธรรมชาติและการสะสมในส่ิงมีชีวิตใน

ส่ิงแวดลอมมีความสําคัญ และกอใหเกิดผลกระทบตอมนุษย เกิดการสะสมสารพิษเหลานี้อยูใน
ส่ิงมีชีวิตในหวงโซอาหาร ที่เรียกวา การเพิ่มขยายทางชีวภาพ (biomagnifications) ซึ่งเปน
อันตรายตอมนุษย (Zhou และคณะ, 2008) ซึ่งความเปนพิษของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนถูก
กลาวในหัวขอตอไป 

 
2.2.1 ความเปนพิษของปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนประกอบดวยไฮโดรคารบอนที่มีโครงสรางโมเลกุลมากกวารอย

แบบ ความเปนพิษของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนสวนใหญมาจากสาร 2 กลุม คือ กลุม BTEX ที่
ประกอบดวย เบนซีน (benzene) โทลูอีน (toluene) เอธิลเบนซีน (ethylbenzene)และ ไซลีน 
(xylenes) และกลุม PAHs (Jiang  และคณะ, 2010)  

BTEX เปนสารอินทรียระเหยงาย (Volatile Organic Compounds, VOCs) มีอยูในน้ํามัน
เช้ือเพลิง และเปนวัตถุดิบสําหรับอุตสาหกรรมประเภทปโตรเคมี พลาสติก และถูกใชเปนตัวทํา
ละลายในโรงงานอุตสาหกรรมหลายประเภท BTEX มีอันตรายตอระบบประสาทสวนกลาง ระบบ



 
 

11 

ทางเดินหายใจ ระบบฮอรโมนระบบสืบพันธุ เปนอันตรายตอทารกในครรภ โดยเฉพาะเบนซีนเปน
สารกอมะเร็ง (ATSDR, 1999; IARC, 1999) 

PAHs มีอยูในน้ํามันเช้ือเพลิง น้ํามันดิบ สารรักษาเนื้อไม และเกิดข้ึนจากกระบวนการเผา
ไหมไมสมบรูณของสารอินทรีย จากกระบวนการตามธรรมชาติ เชน ไฟไหมปา หรือจากกิจกรรม
ตางๆ ของมนุษย เชน การเผาไหมเชื้อเพลิง ถานหิน ไม การประกอบอาหารในครัวเรือน และจาก
ควันบุหร่ี PAHs มีโครงสรางโมเลกุลที่เสถียร ในรูปผลึกของแข็ง สลายตัวไดชา เปนสารไมมีข้ัวจึง
ละลายไดดีในไขมัน แตละลายน้ํานอยมาก ทําใหสะสมอยูในชั้นไขมันของส่ิงมีชีวิตไดดี เชน การ
ปนเปอน PAHs ในแหลงน้ําจะเกิดสะสมอยูในแพลงตอนสัตว สัตวน้ําตาง เม่ือ PAHs ปนเปอนใน
ดินจะถูกดูดซับกับสารอินทรียไดอยางรวดเร็วทําให PAHs มีความคงตัวมากข้ึนและยากตอการ
จํากัด จึงสงผลใหมีการปนเปอน ตกคางและสะสมของ PAHs อยูในส่ิงแวดลอมเปนเวลานาน  
(Wild และ Jones, 1995; Gan และคณะ, 2009; Jiang  และคณะ, 2010; Yang และคณะ, 
2010) หลายชนิดมีความเปนพิษเปนอันตรายตอทารกในครรภ คลอดกอนกําหนด ทารกมีน้ําหนัก
ตัวนอย แทง และเปนสารเหนี่ยวนํากอใหเกิดการกลายพันธุ มะเร็ง ไดแก เบนโซ[เอ] แอนทราซีน 
เบนโซ[เอ]ไพรีน และไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน และ PAHs อีกหลายชนิดที่อาจจะกอมะเร็งใน
มนุษย ไดแก 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 เปน
ตน (ATSDR, 1999; IARC, 1999; Peng และคณะ, 2008; Wu และคณะ, 2010) 

ดังนัน้เพื่อลดปญหาการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในธรรมชาติ ซึ่งอาจเกิดจาก

การปลอยน้ําเสียจากอุตสาหกรรม หรือจากสถานีบริการน้าํมนัลงสูส่ิงแวดลอม จึงจําเปนตองมี

วิธีการบําบัดน้ําเสียอยางถกูวิธ ี
 
2.3 การบําบดัปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดยชีววิธ ี

เพื่อแกไขปญหาการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอม วิธีการหนึง่ที่มี

ประสิทธิภาพในการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอน คือ การบําบัดโดยชีววิธี (bioremediation) ซึ่ง
เปนการเปล่ียนรูปแบบของสารพิษใหอยูในรูปไมเปนพษิหรือเปนพิษนอยลง หรืออาจเปล่ียนรูป

ของสารจากสารอินทรียเปนสารอนินทรีย เชน คารบอนไดออกไซด และ น้ํา โดยกระบวนการ
ดังกลาวเรียกวา mineralization โดยอาศัยการเจริญเติบโตของส่ิงมชีีวิต ไดแก แบคทีเรีย รา ยสีต 
สาหราย หรือ พืช เปนตน ซึง่กระบวนการดังกลาวเกิดข้ึนไดทัง้ในสภาวะที่มอีอกซิเจนและไร

ออกซิเจน (Boopathy, 2000; Vidali, 2001; Haritash และ Kaushik, 2009; Barreto และคณะ 
2010) นอกจากนี้การบาํบัดโดยชีววธิีเปนวิธทีี่เปนมติรกับส่ิงแวดลอมและใชตนทุนตํ่ากวาวธิีการ

บําบัดทางกายภาพ เชน การลอยน้าํมนั (skimmer) และทางเคม ี เชน การใชสารลดแรงตึงผิว 



 
 

12 

(surfactants) การใชสารเคมีขจัดคราบ (dispersants) (Barreto และคณะ 2010; Tyagi และ
คณะ 2011) ซึ่งในงานวิจยันี้จะกลาวถงึการบําบัดโดยชีววิธีในสภาวะที่มีอากาศ และหลักการที่
สําคัญเกี่ยวกบัการยอยสลายไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรียดังแสดงในรูปที่ 2.2 

 

 
 

รูปท่ี 2.2 การยอยสลายไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรียในสภาวะที่มีออกซิเจน (Das และ 
Chandran, 2011) 

 
การบําบัดโดยชีววิธีที่นิยมใชในการบําบัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในสิ่งแวดลอม ไดแก 

การบําบัดส่ิงแวดลอมที่ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดยชีววิธี มีหลายวิธี เชน (Boopathy, 
2000; Vidali, 2001)  

วิธีการเติมจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย (bioaugmentation) เปนการเติม
จุลินทรียที่ทดสอบแลววามีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษ เพื่อเพิ่มการยอยสลายสารพิษ
ในบริเวณที่มีการปนเปอน ดังนั้นจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายนับวามีบทบาทสําคัญ
ในกระบวนการนี้ 

วิธีกระตุนการเจริญของจุลินทรีย (biostimulation) การเติมสารอาหารหรือสารใดๆ ไดแก 
ปุย สารลดแรงตึงผิว เพื่อปรับสภาวะแวดลอมใหเหมาะตอการเจริญของจุลินทรียและกระตุน
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กิจกรรมการยอยสลายของจุลินทรียด้ังเดิมในบริเวณที่มีการปนเปอนสารพิษ ทําใหจุลินทรียใหมี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายดีข้ึนหรือทําใหจุลินทรียเพิ่มจํานวนไดมากข้ึน  

วิธีคอมโพสต้ิง (composting) ใชบําบัดดินปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนซ่ึงถูกผสม
ดวยวัสดุทางการเกษตรในลักษณะกองปุยหมัก รวมกับการใหอากาศ เพื่อกระตุนการเจริญและ
เพิ่มจํานวนของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษนั้นได นอกจากความรอนที่เกิด
จากการเจริญเติบโตของจุลินทรียในกองปุยหมักชวยเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายสารพิษ 

 ตัวอยางรายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในดิน
และน้ําโดยชีววิธี ไดแก Zeng และคณะ (2010) ศึกษาการยอยสลาย PAHs ที่ปนเปอนในดินโดย
ใชเซลลอิสระ Mycobacterium sp. NJS-1 และ NJS-P ซึ่งทดลองในดิน 50 กรัม ที่มีฟลูออแรนท
รีนและไพรีนปนเปอนเทากับ 1,122 และ 48,490 ไมโครกรัม/กิโลกรัม โดยมีปริมาณเชื้อเร่ิม
ประมาณ 106 เซลลตอกรัม บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 เดือน พบวา ทั้งสองสายพันธุมี
ประสิทธิภาพในการกําจัดฟลูออแรนทรีนเทากับ 45 และ 54 % ตามลําดับ และประสิทธิภาพใน
การกําจัดไพรีนเทากับ 90 และ 87 % ตามลําดับ   

Xu และLu (2010) ศึกษาการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในดินที่มกีารปนเปอน
น้ํามนัดิบในประเทศจีน โดยใชแบคทีเรียทองถิ่นและเติมเปลือกถัว่เพื่อเปนวัสดุตรึงในดิน 5 
กิโลกรัม บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 12 สัปดาห พบวาประสิทธิภาพในการกําจัดปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอน เทากับ 61 % จากความเขมขนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนเร่ิมตนเทากบั 29,500 
มิลลิกรัม/กโิลกรัม 

Reddy และคณะ (2011) ศึกษาการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในตะกอนสลัดจ
จากกระบวนการบําบัดน้ําเสียจากโรงกล่ันน้ํามันปโตรเลียมในประเทศอินเดีย ในระบบบําบัดแบบ
slurry phase reactor ขนาด 1 ลิตร ดวยหัวเช้ือจากดินน้ําเสียชมชุนและดิน โดยการเติมอากาศ
และควบคุม pH เทากับ 7 พบวา ระบบบําบัดมีประสิทธิภาพในการกําจัดอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน อะลิฟาติก และ แอสฟาลทีน เทากับ  48.12 47.31  และ 26.66% ตามลําดับ จาก
ความเขมขน PAHs เร่ิมตน 1,569 ไมโครกรัม/ลิตร ในภายเวลา 10 วัน 

 Bao และคณะ (2011) ศึกษาการยอยสลายน้ํามันดิบในน้ําทะเลสังเคราะหในระบบนิเวศ
จําลองขนาดใหญ ขนาด 840 ลิตร ดวยหัวเช้ือกลุมที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดิบซึ่ง
ประกอบดวย Ochrobactrum sp. สายพันธุ N1 Brevibacillus parabrevis สายพันธุ N2 B. 
parabrevis สายพันธุ N3 และ B. parabrevis สายพันธุ N4 พบวา ระบบบําบัดมีประสิทธิภาพใน
การกําจัดน้ํามันดิบเทากับ 51% จากความเขมขนน้ํามันดิบเร่ิมตน 2% (w/v)ในภายเวลา 10 วัน 
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2.3.1 ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดยชีววธิ ี
ปจจัยที่มีอิทธิพลตอประสิทธิภาพของการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ปนเปอน

ในดินและน้ําดวยกระบวนการบําบัดโดยชีววิธี  แบงออกเปน 3 ปจจัย ไดแก 1) ธรรมชาติของสาร
ปนเปอน 2) ปจจัยทางส่ิงแวดแวดลอม และ 3) ลักษณะของจุลินทรีย (Abbasnezhad และคณะ, 
2011) โดย สรุปรายละเอียดของปจจัยตางที่เกี่ยวของกับการบําบัดโดยชีววิธีดังนี้ 

1) ธรรมชาติของสารปนเปอน 
องคประกอบทางเคมีของปโตรเลียมไฮโดรคารบอน โดยทัว่ไปดวยโครงสรางและ

องคประกอบทางเคมีของไฮโดรคารบอนกลุมตางๆ สงผลตอการยอยสลายของจุลินทรีย ซึ่ง

สามารถเรียงลําดับความยากตอการยอยสลายจากงายไปยากตามลําดับดังนี้ แอลเคนโซตรง > 
แอลเคนโซกิ่ง > แอลคีนโซกิง่ > แอลคิลอะโรมาติกมวลโมเลกุลตํ่า > โมโนอะโรมาติก > แอลเคน
วงแหวน > PAHs >> แอสฟลทนี (Van Hamme และคณะ, 2003) 

สภาพพรอมใชทางชีวภาพ (Bioavailability) ของสาร ไดแก สามารถในการละลาย
น้ําของสาร การแพรกระจายของสารเมื่อปนเปอนในส่ิงแวดลอม ซึ่งไฮโดรคารบอนมีความสามารถ
ละลายน้ําไดตํ่า ทําใหมีสภาพพรอมใชทางชีวภาพตํ่าจึงทําใหมีอัตราการยอยสลายตํ่ามาก (Löser 
และคณะ, 1999; Johnsen และคณะ, 2005; Tyagi และคณะ 2011) การเพิ่มสภาพพรอมใชทาง
ชีวภาพของไฮโดรคารบอนทําโดยการเติมสารลดแรงตึงผิวทําใหเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย

ไฮโดรคารบอนของจุลินทรีย (Yemashova และคณะ, 2007; Sarma และ Pakshirajan, 2011) 
ภาวะทางกายภาพของน้ํามันหรือไฮโดรคารบอน เม่ือเกิดการปนเปอนของน้ํามันลงสู

แหลงน้ํา เกิดการแผกระจายและกลายเปนชั้นฟลมบางๆ เมื่อลมและคลื่นในส่ิงแวดลอมอาจ
กอใหเกิดอิมัลชันระหวางน้ํามันและน้ําทําใหมีพื้นที่ผิวมากข้ึน ทําใหจุลินทรียเขาถึงสารไดมากข้ึน
ชวยเพิ่มการยอยสลายน้ํามัน อยางไรก็ตามหากเกิดอิมัลชันขนาดใหญทําใหพื้นที่ผิวลดลงทําให
จุลินทรียยอยสลายไดยาก (Leahy และ Colwell, 1990) ในกรณีที่มีการปนเปอนของน้ํามันลงสูดิน 
องคประกอบและลักษณะของดินกอสงผลตอการยอยสลาย ในดินที่มีอินทรียสารจํานวนมากจะ
สามารถดูดซับ PAHS และทําให PAHs มีความคงตัวมากข้ึน จึงทําใหประสิทธิภาพการยอยสลาย
สารของจุลินทรียตํ่าลง (Yang และคณะ, 2010) 

ความเขมขนของน้ํามันหรือไฮโดรคารบอน น้ํามันที่มีความเขมขนสูงจะกอตัวเปนช้ัน
หนาทําใหการละลายของออกซิเจนสูน้ําลดลง สงใหจุลินทรียที่ใชอากาศไมสามารถยอยสลาย
สารพิษได และความเขมขนสูงของน้ํามันหรือไฮโดรคารบอนทําใหเกิดการเปนพิษตอเซลล สงผล
ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลและการลดลงของจํานวนจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการ

ยอยสลาย  (Leahy และ Colwell, 1990; van Hamme และคณะ, 2003; Agarry และคณะ, 2008) 
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2) ปจจัยทางส่ิงแวดแวดลอม 
อุณหภูมิ มีผลตอลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของน้ํามนัและอัตราเมแทบอลิซมึ

ของจุลินทรีย สงผลตอการยอยสลายทางชีวภาพ อุณหภูมิที่เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันหรือ
ไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในดินอยูในชวง 30–40°ซ สําหรับแหลงน้าํอยูในชวง 20–30 °ซ และ 
สําหรับน้ําทะเลอยูในชวง 15-20 °ซ (Leahy และ Colwell, 1990; Das และ Chandran, 2011) 

ออกซิเจน จากรูปที ่ 2.2 แสดงใหเหน็วาข้ันแรกของการยอยสลายของปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนโดยแบคทีเรีย และรา ในภาวะมีอากาศ (aerobic conditions) จําเปนตองใช
ออกซิเจนเปนตัวออกซิไดซสารดังกลาว โดยเอนไซมในกลุมออกซิจีเนส (oxygenases) เพื่อนาํสู
การยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในข้ันตอไป ดังนั้นออกซิเจนจงึสําคัญอยางยิ่งตอการยอย
สลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนของจุลินทรียในส่ิงแวดลอม (Leahy และ Colwell, 1990; Haritash 
และ Kaushik, 2009; Das และ Chandran, 2011) 

สารอาหาร การยอยสลายไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในแหลงน้ํามักมีอัตราการยอย

สลายตํ่า เนื่องปริมาณสารอาหารในแหลงน้าํมนีอยเกิดภาวะไมสมดุลของสารอาหาร ดังนั้นจึงตอง
มีการปรับอัตราสวนระหวางของคารบอนตอไนโตรเจนตอฟอสฟอรัส (C:N:P) ใหเหมาะสม โดย
เติมไนโตรเจน และฟอสฟอรัส ในรูปแบบตางๆ เชน สารเคมี หรือ ปุยเคมี เพื่อกระตุนกิจกรรมการ
ยอยสลายของจุลินทรีย (Leahy และ Colwell, 1990; Mukred และคณะ, 2008) 

ความเปนกรด-ดาง ที่เหมาะสมตอกิจกรรมการยอยสลายไฮโดรคารบอนของ
จุลินทรียโดยทั่วไป ควรอยูในความเปนกรด-ดางที่ใกลเคียงความเปนกลาง ประมาณ 6-7  ถา
ความเปนกรด-ดางในส่ิงแวดลอมสูงหรือตํ่าเกินไปทําใหจุ ลินทรียหยุดการเจริญเติบโต 
(Yemashova และคณะ, 2007; Tavassoli และคณะ, 2012) 
 3) ลักษณะของจุลินทรีย 
 ลักษณะของหวัเชื้อจุลินทรีย ในกรณีการเติมหัวเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพเพือ่ใช

ในการบาํบัดดินและน้าํปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ซึ่งหัวเชือ้จุลินทรียมีทัง้แบบที่เปนเช้ือ

เด่ียวและเช้ือกลุม โดยหัวเชื้อจุลินทรียแบบกลุมจะมีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนไดสูงและรวดเร็วกวาแบบจุลินทรียเด่ียว รวมทัง้มปีระสิทธิภาพในการยอยสลาย

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ ทีมี่ความหลากหลาย และสามารถยอยสลายสารที่ความ

เขมขนสูงไดกวา (Kim และคณะ, 2009; Mrozik และ Piotrowska-Seget, 2010; Lawniczak และ
คณะ, 2011) 
 การปรับตัวของจุลินทรีย  เมื่อเกิดการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนใน
ส่ิงแวดลอม สงผลใหจุลินทรียในส่ิงแวดลอมนั้นมีการปรับตัวโดยเพ่ิมจํานวนจุลินทรียที่สามารถ
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ยอยสลายไฮโดรคารบอนได ทําใหเกิดกระบวนการยอยสลาย การปรับตัวของจุลินทรียอาจเกิด
จากการสัมผัสสารปนเปอนทําใหเกิดการชักนําใหสรางเกิดเอนไซมเกี่ยวของเพื่อใหในการยอย

สลาย (Leahy และ Colwell, 1990; Haritash และ Kaushik, 2009) 
การเกิดไฮโดรโฟบิกและการสรางสารลดแรงตึงผิว (hydrophobicity and 

biosurfactant) เมื่อเซลลจุลินทรียสามารถเกิดไฮโดรโฟบิกกับน้าํมนัไดสูง ทาํใหจุลินทรียสามารถ
เขาถึงน้ํามันไดมากข้ึน สงผลตอการเพิ่มอัตราการยอยสลายนํ้ามนั และการสรางสารลดแรงตึงผิว  
ของจุลินทรียในรูปแบบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ สามารถชวยเพิม่สภาพพรอมใชทางชีวภาพของ

ไฮโดรคารบอน เปนการเพิ่มพืน้ผิวสัมผัสระหวางจุลินทรียและน้าํมนั ทําใหอัตราการยอยสลาย

เพิ่มข้ึน (Abbasnezhad และคณะ, 2011; Das และ Chandran, 2011) 
 นอกจากนี้การถายโอนยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายจากแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ

ไปยังแบคทีเรียด้ังเดิม โดยการถายโอนยีนในแนวขวางแบคทีเรียด้ังเดิมจะปรับตัวและรวมยีนที่ได
รับมาใหเขาไปอยูบนดีเอ็นเอของแบคทีเรียด้ังเดิม ซึ่งกระบวนการนี้จัดเปนวิวัฒนาการของ
แบคทีเรียและยังทําใหเกิดแบคทีเรียกลุมใหมที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษที่

หลากหลายมากข้ึนจากแบคทีเรียด้ังเดิม และเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษใหกับ
แบคทีเรียด้ังเดิม  (Springael และคณะ, 2004; Hedlund และ Staley, 2006; Jussila และคณะ, 
2007; Sobecky และคณะ, 2009) 
 
2.4 แบคทีเรียทีม่ีความสามารถในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
 แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจัดเปนปจจัยสําคัญ

ในการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในส่ิงแวดลอม และจากรายงานวิจัยจํานวนมาก
ไดคัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากสิ่งแวดลอมที่

ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน เชน ดิน ดินตะกอน น้ําใตดิน ตะกอนสลัดจจากระบบบําบัดน้ํา
เสีย เปนตน ดังแสดงในตารางที่ 2.1 
 
 ตารางที่ 2.1 แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 

ชนิดของแบคทีเรีย ความสามารถในการยอยสลาย เอกสารอางอิง 
อัลเคนและน้ํามันปโตรเลียม   
Acinetobacter sp. 
Gordonia sp. และRhodococcus sp. 

น้ํามันดีเซล Lee และคณะ (2010) 

Pseudomonas aeruginosa and 
Serratia marcescens 

น้ํามันดิบ น้ํามันดีเซล น้ํามันกาด 
น้ํามันหลอล่ืน 

Wongsa และคณะ (2004) 

Rhodococcus sp. สายพันธุ F92 น้ํามันดีเซล Quek และคณะ (2006) 
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ชนิดของแบคทีเรีย ความสามารถในการยอยสลาย เอกสารอางอิง 
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 เตตราดีเคน 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 
ฟแนนทรีน ไพรีน ฟลูออแรนธีน 

Liu และ Liu (2011) 

Ochrobactrum sp. สายพันธุ N1 
Brevibacillus parabrevis สายพันธุN2  
B. parabrevis สายพันธุ N3  

น้ํามันดิบ Bao และคณะ (2012) 

PAHs 
Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ 
PYR-1  
 

 
แนพธาลีน ฟแนนทรีน ไพรีน ฟลูออ-
แรนธีน เบนโซ[เอ]ไพรีน เปนตน 

 
Heitkamp และคณะ
(1988); Moody และคณะ 
(2004) 

Rhodococcus sp. สายพันธุ UW1 ฟแนนทรีน ไพรีน ฟลูออแรนธีน และ   
ไครซีน เปนตน 

Walter และคณะ (1991) 

Sphingobium sp. สายพันธุ P2 แนพธาลีน อะซีแนพทรีน อะซีแนพธิลีน 
ฟแนนทรีน ไดเบนโซฟูแรน ฟลูออ
แรนธีน ฟลูออรีน แอนทราซีน และ 
น้ํามันหลอล่ืน 
 

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

Acinetobacter baumannii Klebsiella ฟแนนทรีน Kim และคณะ (2009) 
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ชนิดของแบคทีเรีย ความสามารถในการยอยสลาย เอกสารอางอิง 
oxytoca และ Stenotrophomonas 
maltophilia 
 
Achromobacter xylooxidans  
 

ไพรีน Tiwari และคณะ (2010) 

Mycobacterium 
สายพันธุ NJS-1 และ NJS-P 

 ไพรีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน ฟลูออ
แรนธีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน  
 

Zeng และคณะ (2010) 

Ochrobactrum sp.  สายพันธุ CH-19  ฟแนนทรีน Chang และคณะ (2011) 
Achromobacter insolitus  สายพันธุ 
MHF ENV IV 

แนพธาลีน ฟแนนทรีน และ แอนทรา
ซีน 
 

Janbandhu และคณะ 
(2011) 

Bacillus vallismortis สายพันธุ JY3A   
 

ไพรีน Ling และคณะ (2011) 
 

Brevibacillus sp. สายพันธุ PDM-3 แอนทราซีน ฟแนนทรีน Reddy และคณะ (2011) 
Sphingomonas สายพันธุ B22 ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน Madueño และคณะ 

(2011) 
Streptomyces สายพันธุ ERI-CPDA-1 แนพธาลีน ฟแนนทรีน Balachandran และคณะ 

(2012) 
Pseudoxanthomonas sp สายพันธุ 
DMVP2   

ฟแนนทรีน ไพรีน ฟลูออแรนธีน Patel และคณะ (2012) 

 
 
2.5 วิถีการยอยสลายปโตรเลยีมไฮโดรคารบอน 

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนประกอบดวยไฮโดรคารบอนหลายชนิด เชน แอลเคนแบบโซตรง 
โซกิ่ง อะโรมาติกไฮโดรคารบอน ในการยอยสลายไฮโดรคารบอนของแตละชนิดโดยแบคทีเรีย จึง
ตองอาศัยวิถีการยอยสลายที่แตกตางกันข้ึนอยูกับโครงสรางของปโตรเลียมไฮโดรคารบอน โดยมี
วิถีดังนี้  วิถีการยอยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคารบอน และวิถีการยอยสลายอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน (van beilen และคณะ, 2003; Fritsche และ Hofrichiter, 2008) 

วิถีการยอยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคารบอน จากกระบวนการยอยสลายอะลิฟาติก
ไฮโดรคารบอนท่ีเปนอัลเคนโดยแบคทีเรีย ซึ่งอัลเคนที่มีคารบอนนอยกวา 9 อะตอมเปนอัลเคน
สายส้ันสามารถระเหยออกไป สวนอัลเคนสายยาวที่มีคารบอนระหวาง 10 - 24 อะตอม (C10 –C24) 
เกิดวิถีการยอยสลายได 2 ทาง โดยเร่ิมตนจากการเติมออกซิเจนที่ตําแหนงปลาย (terminal) หรือ
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ตําแหนงถัดจากปลาย (subterminal) ไดผลิตภัณฑเปนแอลกอฮอล โดยอาศัยเอนไซมอัลเคนโมโน
ออกซิจีเนส (n-alkane monooxygenase) จากนั้น จะเปล่ียนเปนแอลดีไฮดโดยเอนไซม
แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase) และแอลดีไฮดจะถูกเปล่ียนเปนกรดไขมัน
โดยเอนไซมอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (aldehyde dehydrogenase) แลวเขาสูวัฏจักรเบตาออกซิเดชัน 
(β-oxidation cycle) ตอไป เกิดการยอยสลายเปนคารบอนไดออกไซด น้ํา และมวลเซลล สวนการ
ยอยสลายที่ตําแหนงถัดจากปลาย (subterminal) เร่ิมจากอัลเคนถูกออกซิไดซไดเปนแอลกอฮอล
ทุติยภูมิ (secondary alcohol) จากนั้นจะเปลี่ยนเมทิลคีโตน (methylketone) และอะซิทิล เอส
เทอร (acetyl ester) ตามลําดับ จากนั้นจะถูกไฮโดรไลซเปนสาร 2 ตัว คือแอลกอฮอลปฐมภูมิ 
(primary alcohol) และอะซีเตต (acetate) แลวเขาสูวัฏจักรเบตาออกซิเดชันตอไป (van beilen 
และคณะ, 2003;Fritsche และ Hofrichter, 2008) ดังแสดงในรูปที่ 2.3 

 

รูปท่ี 2.3 วถิกีารยอยสลายสารอะลิฟาติกไฮโดรคารบอนโดยแบคทีเรีย (Van beilen และคณะ, 
2003) 

 
วิถีการยอยสลายอะโรมาติกไฮโดรคารบอนโดยแบคทีเรีย ข้ันแรกของการยอยสลายสาร

กลุมอะโรมาติกโดยแบคทีเรีย คือ การเติมออกซิเจนแกคารบอนอะตอมในวงเบนซีน โดยเอนไซม
ไดออกซิจีเนส (dioxygenase) ไดเปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-dihydrodiol) จากนั้นถูกยอย
สลายและเปล่ียนเปนคาทีคอล (catechol) โดยเอนไซมดีไฮโดรจีเนส ซึ่งจะเขาสูข้ันตอนการแตก
วงอะโรมาติก ซึ่งเกิดข้ึนได 2 วิถ ีคือวิถีเมตา (meta pathway) และวิถอีอโธ (ortho pathway) แลว
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เขาสู TCA-cycle ตอไป (Juhasz และ Naidu, 2000) ดังแสดงในรูปที ่2.4 และสามารถพบวิถีการ
ยอยสลายดังกลาวในแบคทีเรียทีม่ีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
 

                  
 

รูปที่ 2.4 วิถกีารยอยสลายสารกลุมอะโรมาติกไฮโดรคารบอนโดยแบคทีเรีย (Juhasz และ Naidu, 
2000) 
 
2.6 จุลินทรียสูตรน้ํา 

 การใชประยุกตจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
เพื่อใชในการบําบัดส่ิงแวดลอมที่ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ในรูปแบบหัวเชื้อจุลินทรียจําเปนตอง
ใชวิธีการเก็บรักษาที่สามารถคงประสิทธิภาพการยอยสลายในระยะเวลายาวนาน และหัว
เช้ือจุลินทรียตองอยูในสภาวะพรอมใช วิธีการหนึ่งที่มีความนาสนใจคือ การเตรียมจุลินทรียในรูป
สูตรน้ําในของเหลวหรือที่เรียกวา liquid formulation โดยจุลินทรียสูตรน้ําคือเซลลจุลินทรียที่มีชีวิต
ถูกแขวนลอยในของเหลว เพื่อใหอยูในสภาวะพรอมใชและเก็บรักษาไดยาวนาน ทั้งยังคง
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ประสิทธิภาพอยู เนื่องจากเปนวิธีที่มีขอดีหลายประการ เชน ไมจําเปนตองใชเคร่ืองมือที่มีราคา
แพงและมีความซับซอน ทําใหประหยัดคาใชจาย (Torres และคณะ 2003) 

อยางไรก็ตามการใชวิธีนี้ในการเก็บรักษาจุลินทรียใหมีอัตรารอดชีวิตสูงหลังการเก็บรักษา

และมีประสิทธิภาพในการทํางานเมื่อเวลานําไปใชนั้นจําเปนตองศึกษาหาวิธีและสภาวะที่

เหมาะสม เนื่องจากมีหลายปจจัยที่มีผลตอการอดชีวิตและประสิทธิภาพการทํางานของแบคทีเรีย  
เชน คา water activity การเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย อาหารเลี้ยงเชื้อกอนการเก็บ อุณหภูมิ 
ปริมาณเซลลเร่ิมตน เปนตน ตัวอยางรายงานวิจัยที่ผานมา อาทิเชน Costa และคณะ (2000) 
ศึกษาผลของสารรักษาสภาพจุลินทรีย rehydration media และปริมาณเซลลเร่ิมตนตออัตรา
ความอยูรอดของ Pantoea agglomerans strain CPA-2 หลังการเก็บรักษา   

Torres และคณะ (2003) ไดศึกษาการปรับคา water activity และการเติมสารรักษา

สภาพจุลินทรียเพื่อชวยการเก็บรักษาเช้ือยีสต Candida sake sp. สายพันธุ CPA-1 ที่มี
ประสิทธิภาพเปนสารควบคุมชีวอินทรีย (biocontrol agent) ในการยับยั้งเชื้อ Penicillium 
expansum ที่เปนสาเหตุทําใหเกิดโรคในแอปเปลโดยการเก็บแบบ liquid formulation  พบวา 
แลคโตสและทรีฮาโลส เปนสารรักษาสภาพจุลินทรียที่ชวยใหเช้ือยีสตดังกลาวมีอัตราการอยูรอด
มากกวา 70 % หลังการเก็บที่ 4 °ซ เปนเวลา 4 เดือน   

Melin และคณะ (2006) ศึกษาอุณหภูมิการเก็บเชื้อที่มีผลตอการเก็บเชื้อยีสต Pichia 
anomala ที่มีประสิทธิภาพเปนสารควบคุมชีวอินทรีย ในการยับยั้งเช้ือราบนเมล็ดธัญพืช โดยการ
เก็บแบบสูตรน้ําในระยะยาว ที่อุณหภูมิต้ังแต -20 ถึง 30 °ซ พบวาหลังการเก็บเชื้อที่ 4 และ 10 °ซ 
เปนเวลาหน่ึงเดือนมีอัตราการรอดชีวิตของเซลลถึง 75-90% รวมทั้งการเติมทรีฮาโลสซึ่งเปนสาร
รักษาสภาพจุลินทรียชวยทําใหมีอัตราการอยูรอดของเช้ือมากข้ึนเม่ือเก็บเช้ือที่ 20 และ 30 °ซ  

Manikandan และคณะ (2010) ศึกษาการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรียเพื่อชวยการเก็บ
รักษาแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens sp. สายพันธุ Pf1ที่มีประสิทธิภาพเปนสารควบคุม
ชีวอินทรียในการยับยั้งโรคในมะเขือเทศ พบวาการเติมกลีเซอรอลในอาหารเหลว nutrient broth 
ทําใหแบคทีเรียอยูรอดมากกวา 9.5 × 107 CFU/มล. หลังการเก็บที่ 25 °ซ เปนเวลา 6 เดือน 
ขณะที่กลุมควบคุมที่ไมเติมกลีเซอรอลแบคทีเรียตายหมดภายใน 3 เดือน 

นอกจากการศึกษาปจจัยทีเ่กี่ยวของในการผลิตจุลินทรียสูตรน้ําที่มีประสิทธิภาพ ตนทุน

การผลิตถือเปนปจจัยที่สําคัญในการผลิตจุลินทรียสูตรน้ํา เนื่องจากการประยกุตใชจุลินทรียสูตร

น้ําในการบําบัดส่ิงแวดลอมจําเปนตองใชจุลินทรียสูตรน้ําจํานวนมาก  ถาจุลินทรียสูตรน้ํามีตนทุน
สูงสงผลตองบประมาณในการบําบัดดวยวธิีชีววธิีเพิม่สูงข้ึน ซึ่งราคาของผลิตภัณฑพรอมใชของหวั
เชื้อจุลินทรียทีใ่ชยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในรูปแบบตางๆ ที่จาํหนายในทองตลาด ดัง
แสดงในตารางท่ี 2.2  
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ตารางที ่2.2 ผลิตภัณฑหัวเช้ือจุลินทรียที่ใชยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในรูปแบบตางๆ ที่
จําหนายในทองตลาด 

 
ช่ือผลิตภัณฑ รูปแบบ ความสามารถยอยสลาย ราคา 

Petro-Clear F10(1) แบคทีเรียสูตรผง  ดินและน้ําเสียปนเปอนน้ํามันเบนซิน 
ดีเซล น้ํามันหลอล่ืน BTEX 

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

    
Liquid Remediact 
MT (2) 

จุลินทรียสูตรน้ํา ดินและน้ําเสียปนเปอนน้ํามันปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอน 
US $ 43.71/ลิตร  
(1,311 บาท/ลิตร) 
 

SpillRemed (3) แบคทีเรียสูตรน้ํา  น้ําทะเลและน้ําเสียปนเปอนน้ํามัน

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
US $4.76/ลิตร  
(143 บาท/ ลิตร) 
 

 
หมายเหตุ (1) Nichiporowich (2011) วธิีใชผสม Petro-Clear F10 1-2 ปอนด ในน้าํ 5 แกลอน 
โดยจุลินทรียทีผ่สมแลว 1 แกลอนใชกับ 1 ลูกบาศกหลาของดิน 
  (2) Envirologic (2011) วิธีใชผสมในอัตราสวนระหวางจุลินทรียสูตรน้ําและน้ําเทากับ 
1:10 โดยจุลินทรียสูตรน้ําทีผ่สมแลว 1 แกลอนใชกับ 1 ลูกบาศกหลาของดิน และ 200 แกลอนของ
น้ําเสีย  (3) Sarvabioremed (2011) ที่มาไมระบุวธิีใช 

 
ในขณะที่ปจจุบันยังไมมีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับการเตรียมจุลินทรียสูตรน้ําเพื่อ

ประยุกตใชในการบําบัดส่ิงแวดลอมที่ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ซึ่งงานวิจัยสวนใหญมักศึกษา
เกี่ยวกับประสิทธิภาพของจุลินทรียในการยอยสลายสารปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตาง โดย
เตรียมเปนหัวเช้ือเพื่อทดสอบประสิทธิภาพเทานั้น จากรายงานวิจัยของ Karabikal และคณะ 
(2009) ศึกษาการประยุกตใชหัวเช้ือ Mycobacterium sp.   Spyr1 รูปแบบที่แขวนลอยเซลลใน
อาหารเหลว M9MM  พบวา หัวเช้ือเร่ิมตนเทากับ106 CFU/มล. สามารถยอยสลายไพรีน 80 มก./
ล. ในอาหารเหลว M9MM 100 มล.  ไดหมดภายใน 8 วัน แตเนื่องแบคทีเรียอยูในรูปเซลลอิสระจึง
ยากตอการนําหัวเชื้อมาใชซ้ํา ดังนั้นจึงไดศึกษาโดยการตรึง Mycobacterium sp.  Spyr1 บน
ตัวกลางแกว (glass beads) และทดสอบใชซ้ําเซลลตรึงในการยอยสลายไพรีนความเขมขน 80 
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มก./ล. ในอาหารเหลว ที่หัวเช้ือเร่ิมตนของทั้งเซลลตรึงเทากับ106 CFU/มล. โดย 1 รอบ เทากับ 8 
วัน เปนจํานวน 10 รอบ พบวาการใชซ้ําเซลลตรึงไมไดลดประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีน ซึ่ง
คงประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนในชวง 98-100% ตลอดการใชงาน 

Bao และคณะ (2012) ประยุกตใชหัวเชื้อแบคทีเรียกลุมของ Ochrobactrum sp. สาย
พันธุ N1 Brevibacillus parabrevis สายพันธุ N2 B. parabrevis สายพันธุ N3 และ B. 
parabrevis สายพันธุ N4 ซึ่งคัดแยกจากน้ําทะเลปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน โดย
เพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมในอาหารเหลว enrichment medium เปน 24 ชั่วโมง และถายเชื้อลง
อาหารเหลว mineral salt medium (MSM) ที่เติมน้ํามันพาราฟน 0.1% บมบนเคร่ืองเขยาที่
อุณหภูมิ 25 °ซ  เมื่อแบคทีเรียเกิดการยอยสลายจึงเปนหัวเช้ือแบคทีเรียกลุมในการใชทดสอบ
ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันดิบที่ปนเปอนในน้ําเสียทะเลสังเคราะหที่ความเขมขนน้ํามันดิบ 
0.5% (w/v)  โดยหัวเช้ือแบคทีเรียกลุมปริมาณ 2% (v/v) น้ําเสียทะเลสังเคราะห พบวา หัวเชื้อ
แบคทีเรียกลุมมีประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันดิบไดถึง 79 % ภายในเวลา 14 วัน  
 
2.7 การประยุกตใชเซลลตรงึในการบําบัดนํ้าเสยีที่ปนเปอนน้ํามัน 

อยางไรก็ตามการใชแบคทีเรียสูตรน้ําในการบําบัดน้ําเสียยังมีขอจํากัดในดานประยุกตใช

ในระบบบําบัดน้ําเสียแบบตอเนื่อง เนื่องแบคทีเรียสูตรน้ําสามารถจากเกิดการร่ัวไหลออกจาก
ระบบบําบัด จึงตองใชแบคทีเรียสูตรน้ําจํานวนมากในการบําบัด ความคงทนตอสภาวะแวดลอมที่
ไมเหมาะสมตอการเจริญ และการนําแบคทีเรียกลับมาใชซ้ํา การแกปญหาดังกลาวอาจทําไดโดย
การใชแบคทีเรียที่ถูกตรึงในวัสดุตรึงในการบําบัดน้ําเสีย (Obuekwe และ Al-Muttawa, 2001; 
Rahman และคณะ, 2006) 

การประยุกตใชแบคทีเรียในการบําบัดน้ําเสียสามารถทําไดโดยการใชเทคนิคตรึงเซลล

แบคทีเรียบนวัสดุตรึงที่เหมาะสม ซึ่งมีขอดีกวาการใชแบคทีเรียแบบแขวนลอยดังนี้ (Cohen, 
2001; Obuekwe และ Al-Muttawa, 2001; Gentry และคณะ, 2004) 

- เปนแหลงคุมกันเซลล  

- สามารถทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมกับการเจริญ เชน ปริมาณน้ํามันที่มี

ความเขมขนสูง หรือสารอาหารที่มีปริมาณตํ่าในน้ําเสีย  

- มีอัตราการอยูรอดของแบคทีเรียเพิ่มข้ึน  

- เพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนได   

- สามารถนําเซลลตรึงกลับมาใชซ้ําได 

- ปองกันการร่ัวไหลของจุลินทรียออกจากระบบบําบัดน้ําเสีย 
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- ลดปญหาตะกอนเบาไมจมตัวและการเกิดโฟม (bulking and foaming) ในระบบ

บําบัดน้ําเสีย  

2.7.1 วิธีการตรึงเซลล  
การตรึงเซลลสามารถทําไดหลายรูปแบบ โดยข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรีย ชนิดของวัสดุ

ตรึง และลักษณะการนําไปประยุกตใช การตรึงเซลลสามารถแบงได 2 ประเภทหลัก ไดแก 
(Cohen, 2001) 

1) การยึดเกาะ (attached growth) 

การยึดเกาะของจุลินทรียบนวัสดุตรึง ซึ่งโครงสรางของเซลลจุลินทรีย ไดแก ผนังเซลล 

พิไล (pili) สารเมือก (slime)  และ ไกลโคคาลิกซ (glycocalyx) เปนเปลือกนอกของแคปซูล 

(capsule) ซึ่งเปนสารเอ็กซตราเซลลูลาโพลีแซคคาไรด (Extracellular Polysaccharide, EPS) มี

ความสามารถในการยึดเกาะและเกิดเปนชั้นของไบโอฟลม โดยการยึดเกาะเกิดข้ึนบริเวณพื้นผิว

ของวัสดุตรึง ความคงทนของการยึดเกาะข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรีย ลักษณะของพ้ืนผิว ปจจัย

ทางส่ิงแวดลอม และรูปแบบการไหลของน้ํา (Cohen, 2001) 

2)  การตรึงแบบประดิษฐ (artificial immobilization)  

การตรึงแบบประดิษฐของจุลินทรียบนวัสดุตรึง สามารถแบงออกเปน 5 วิธี ดังนี้ 

การดูดซับ (adsorption) เปนวิธีการตรึงเซลลที่งายที่สุด เซลลถูกทําลายนอย โดยการ

ยึดเกาะของเซลลกับพื้นผิวของวัสดุตรึงดวยแรงจากไฟฟาสถิตย เชน แรงแวนเดอรวาล พันธะไอ

ออนิก พันธะไฮโดรเจน (Brickerstaff, 1997) 

การเช่ือมดวยพันธะโควาเลนซ (covalent binding) เปนวิธีการเช่ือมโดยตรงระหวาง

วัสดุตรึงกับเซลลดวยพันธะโควาเลนซ เปนการที่เซลลเกิดเกาะติดกับวัสดุตรึงโดยอาศัยพันธะโควา

เลนซระหวางหมูฟงกชันของกลุมเซลลกับวัสดุตรึง  (Brickerstaff, 1997) 

การกักขัง (entrapment) เปนวิธีตรึงที่ใชหลักการเกิดเจล ทําใหเกิดโครงสรางขาย 3 

มิติ มีลักษณะเปนรูพรุน ซึ่งเซลลสามารถเคล่ือนที่อยางอิสระภายในชองวางรูพรุนของเจล โดยน้ํา

และสับสเตรตสามารถผานเขาออกไดอยางอิสระ วัสดุตรึงที่เหมาะสมกับวิธีการกักขัง เชน          

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

และคณะ, 1996; Brickerstaff, 1997) 
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การตรึงแบบแคปซูล (encapsulation) เปนการตรึงเซลลดวยการหอหุมเซลลภายใน

เยื่อกึ่งผาน (semipermeable membrane) เฉพาะซับสเตรทและผลิตภัณฑสามารถผานเขาออก

เยื่อกึ่งผานไดอยางอิสระ โดยเซลลสามารถเคล่ือนที่อยางอิสระภายในชองวางของแคปซูล  

(Brickerstaff, 1997) 

การเช่ือมไขว (crosslinking) เปนวิธีการตรึงเซลลโดยเช่ือมเซลลเขากับสารพาหะ โดย

ใชสารเคมีจําพวกพวก 2 หมูฟงกชันหรือสารมัลติฟงกชัน เชน กลูตาอัลดีไฮด (glutaraldehyde) 

และโทลูอีน ไดไอโซไซยาเนต (toluendiisocyanate)เปนตน และเกิดเปนการรวมกลุมของเซลล 

(flocculation) ซึ่งการเชื่อมไขวเปนวิธีการตรึงโดยไมอาศัยวัสดุตรึง (Brickerstaff, 1997) 

    

 
ก) 

 

ข) 
 
 
 

 

ค)  ง) 
 
 
 

 

 จ) 

 

 
 

รูปที่ 2.5 รูปแบบการตรึงเซลลดวยวิธีตางๆ ก) วิธีการดูดซับ ข) วิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนซ ค) 
วิธีการกักขัง ง) วิธีการตรึงแบบแคปซูล จ) วิธีการเชื่อมไขว (Bickerstaff, 1997)  
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2.7.2 วัสดุตรึง 
วัสดุตรึงที่เหมาะสมตอการประยุกตใชในระบบบําบัดน้ําเสีย ตองเปนวัสดุที่ไมพิษตอ

จุลินทรีย มีความทนทานตอการสลายของจุลินทรีย ทนทานตอแรงกล หางาย และราคาถูก โดย
วัสดุตรึงหลากหลายชนิดที่นิยมมาประยุกตใช สามารถเปน 2 ประเภท ไดแก 

วัสดุตรึงธรรมชาติ เชน ไคติน ไคโตซาน กอนหิน กอนกรวด วัสดุทางการเกษตร เปนตน 
วัสดุตรึงสังเคราะห เชน พอลิยูรีเทน อัลจิเนต พอลีอะคริลาไมด พอลีไวนิล แอลกอฮอล ซิ

ลิกา เซรามิค ตัวกลางแกว ถานกัมมันต และตัวกลางพลาสติก เปนตน  
 รายงานการใชเซลลตรึงในการบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ไดแก 
Rahman และคณะ (2006) ใชแบคทีเรียตรึงในอัลจิเนตเพื่อการบําบัดน้าํทะเลสังเคราะหที่

ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน พบวาเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการถูกใชซ้าํไดมากกวา 150 
วันโดยไมลดความสามารถในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน   

Gentili และคณะ (2006) นําแบคทีเรียที่มปีระสิทธิภาพยอยปโตรเลียมไฮโดรคารบอนตรึง
บนไคตินและไคโตซานจากกุงและใชในการบําบัดน้ําทะเลที่ปนเปอนน้าํมันดิบในระบบบําบัด

ระดับหองปฏิบัติการ พบวาการตรึงเซลลชวยเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามนัดิบ และเพิม่
การอยูรอดของแบคทีเรียในระบบบําบัด    
 นอกจากนี ้ Lan และคณะ (2009) ไดศึกษาความสามารถของเซลลตรึงบนแคลเซียมอัลจิ
เนตในการยอยสลายน้ํามันและการลดคา COD ซึ่งพบวาการตรึงเซลลชวยเพิ่มความเสถยีรของ

เซลลในสภาวะท่ีมีอุณหภูมสูิง และเพิม่ประสิทธิภาพในการยอยสลายน้าํมนัทีม่คีวามเขมขนสูง 
และชวยลด COD ไดดีกวาการใชเซลลอิสระ และพบวาเซลลตรึงมีความเสถียรเมื่อถูกเก็บที ่ 4 
องศาเซลลเซยีส เปนเวลา 30 วัน และถูกนํากลับมาใชได 12 คร้ัง 
 Karabika และคณะ (2009) ไดศึกษาการนํามาใชซ้ําของเซลลตรึง Mycobacterium sp. 
Spyr1 ที่มีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ไดแก อะซีแนพธีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน 
ไพรีน และแอนทราซีน โดยตัวกลางแกว (glass beads) เปนวัสดุตรึง จากการใชซ้ําเซลลตรึงใน
การยอยสลายไพรีนความเขมขน 300 มิลลิกรัม/ลิตร ในอาหารเหลวเปนจํานวน 10 รอบ พบวาการ
ใชซ้ําเซลลตรึงไมไดลดประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีน ซึง่คงประสิทธิภาพในการยอยสลาย

ไพรีนในชวง 98-100% ตลอดการใชงาน 
 Rodríguez-Martínez และคณะ (2006) ศึกษาการบําบัดน้ํามันดีเซลที่ปนเปอนในน้าํใต
ดินโดยหวัเชื้อเปนจุลินทรียพื้นถิ่น (indigenous microorganism) ที่มีความสามารถในการยอย
สลายน้าํมนัดีเซลนําไปตรึงบนถานกมัมนัตชนิดกอน (granular activated carbon: GAC) ขนาด
เสนผาศูนยกลางเทากับ 0.9 มม. ปริมาณ 11 กิโลกรัม (น้าํหนักแหง) ซึ่งบรรจุอยูใน fluidized bed 
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reactor ทาํดวยพวีีซีขนาดความจุ 50 ลิตร โดยมีอัตราสวนระหวางคารบอน ไนโตรเจน และ 
ฟอสฟอรัส เทากับ 30:5:1 ผลการทดลองพบวา  ประสิทธิภาพในการกําจัดสารไฮโดรคารบอนเทา 
97 ถึง 99% ของความเขมขนสารไฮโดรคารบอนเร่ิมตน 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร คา hydraulic 
retention time (HRT) เทากบั 14 นาท ี  

Allia และคณะ (2006) นําทราย หินภูเขาไฟ ตัวกลางพลาสติกมาประยุกตใชเพื่อวัสดุตรึง
ในระบบบําบัดน้ําเสียปนเปอนสารไฮโดรคารบอนโดยวธิีทางชีวภาพ พบวาประสิทธิภาพในการ

ยอยสลายสารไฮโดรคารบอนสูงถึง 90 % 

Barreto และคณะ (2010) นําสปอรของ Bacillus subtilis  สายพันธุ LAMI008 โดยตรึงวิธี
กักขังดวยไคโตซานรวมกับการเติมสารกลูตาอัลดีไฮดเพื่อชวยในการ crosslinking ทําใหเซลลตรึง
บนเม็ดไคโตซานขนาด 3 มิลลิเมตร เม่ือทดสอบการยอยสลายเฮกซะเดเคนในอาหารเหลว 
mineral medium ที่เติม 1% กลูโคส พบวา เซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายเฮกซะเดเคน
ไดถึง 100 % ที่ความเขมขนเร่ิมตน 1 %(w/v) ภายในเวลา 72 ชั่วโมง 

 
2.7.3 การประยุกตใชเซลลตรึงในระบบบําบัดน้ําเสยี 
การประยุกตใชระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง (aerobic packed-bed 

bioreactor) ในการบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพดังรูปที ่ 2.6 ขอดีระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มี

ตัวกลางเมื่อเปรียบเทียบกบัระบบบําบัดแบบตะกอนเรง (activated sludge)  มีประสิทธิภาพใน
การกําจัดสารปนเปอนตางๆ ไดสูงกวา สามารถลดกล่ินเหม็นซึ่งเกิดจากกระบวนการบําบัด 
ปองกนัการร่ัวไหลของจุลินทรียออกจากระบบบําบัดน้าํเสีย  ลดปญหาตะกอนเบาไมจมตัวและการ
เกิดโฟมในระบบบําบดัน้าํเสีย และมีความทนทานตอสภาวะตางๆ ในระหวางการบําบัด เชน 
ความเปนพษิสูงจากในน้ําเสีย นอกจากนี้คุณสมบัติทีสํ่าคัญคือการกรองอนุภาคตางทีป่นเปอนอยู
ในน้าํเสียเปนการชวยข้ันตอนการกําจัดตะกอนจากระบบบําบัด สงผลให ระบบบําบัดแบบเติม

อากาศที่มีตัวกลางเปนทางเลือกในการบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพ (Benthack และคณะ, 2001; 
Cohen, 2001) 

 
รูปท่ี 2.6 ระบบระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง (Benthack และคณะ, 2001) 
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รายงานการประยุกตใชระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางในการบําบัดน้ําเสีย

ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ไดแก Ji และคณะ (2009) ไดศึกษาการประยุกตใชระบบบําบัด
แบบ up-flow fixed-bed (UFB) bioreactor ในการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหที่ปนเปอนปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอน โดยถัง bioreactor สรางจาก polymethyl methacrylate ขนาดเสนผาศูนยกลาง 
70 มม. ความสูง 750 มม. ความจุของถัง 2.1 ล. โดยใช polyurethane foam เปนวัสดุตรึง  หัวเช้ือ
ที่ใชในการตรึงเปนสลัดจจากระบบบําบัดน้ําเสียจากหลุมฝงกลบขยะ ผลการทดลองพบวาที่
ระยะเวลาเก็บกักน้ํา (hydraulic retention time: HRT) 1.8 ชม. ระบบสามารถกําจัดปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนไดถึง 90-93% จากความเขมขนเร่ิมตนของปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 48.7 
มิลลิกรัม/ลิตร 

Bravo และคณะ 2009 ไดศึกษาการประยุกตใชระบบบําบัดทางชีวภาพแบบมีตัวกลาง
ระบบที่มีการโปรยกรอง (trickling-flow fixed-film biological reactor) ดังแสดงในรูปที่ 2.7 เพื่อ
ใชในการบําบัดน้ําใตดินที่ปนเปอนเบนซีนและน้ําดีเซล โดยใช ไซไลท (xylite) เปนวัสดุตรึงซึ่ง

ไซไลทเปนวัสดุที่มาการกระบวนการผลิตถานหินมีลักษณะโครงสรางคลายไม และราคาถูก โดย
วัสดุตรึงปริมาณ 500 g บรรจุลงคอลัมนขนาด 55 × 12 ซม. และหัวเช้ือจุลินทรียที่ใชในการตรึง
คัดเลือกมาจากดินและน้ําใตดินที่ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากประเทศเม็กซิโก ผลการ
ทดลองพบวา ระบบสามารถลดปริมาณเบนซีนไดถึง 0.55 ไมโครกรัม/ลิตร จากความเขมขนเร่ิมตน
ของเบนซีน 2000 มิลลิกรัม/ลิตร ภายใน 12 วัน ในขณะที่ไมสามารถลดปริมาณน้ํามันดีเซลความ
เขมขนเร่ิมตน 2000 มิลลิกรัม/ลิตร ได ดังนั้นคณะวิจัยไดเปล่ียนระบบการไหลเขาของน้ําเสียเปน
ทางดานลางของคอลัมน (up flow) พบวาที่ระยะเวลา 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) ประยุกตใชระบบบําบัดน้ําเสียที่มีตัวกรองชีวภาพเคล่ือนที่ 

(moving bed biofilm reactor) เปนถังแกว ปริมาตรในการบําบัด 5 ลิตร โดยใชวัสดุตรึงเปน
ตัวกลางเซรามิค และใชหัวเช้ือจากตะกอนสลัดจจากระบบบําบัดน้ําเสียโรงงานกลั่นน้ํามัน
ปโตรเลียม เพื่อใชบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากการขุดเจาะน้ํามันที่ผานการ
บําบัดทางกายภาพ ที่ระยะเวลาเก็บกัก10 ชั่วโมง พบวา ระบบมีประสิทธิภาพในการกําจัด PAH s 
จาก 65% จากความเขมขนเร่ิมตนของ PAHs 1,022 ไมโครกรัม/ลิตร 
 
2.8 การประยุกตใชเทคนิคทางชีวโมเลกลุในการตรวจติดตามจุลินทรียในการบําบัดโดย
ชีววธิ ี
  การยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในส่ิงแวดลอมจําเปนตองตรวจติดตาม
ความเขมขนของสารพิษที่เหลืออยูและจํานวนของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลาย

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน เพื่อใชในการดําเนินระบบบําบัดอยางมีประสิทธิภาพ โดยการปรับ
สภาพแวดลอมในระบบบําบัดในเหมาะสมตอกิจกรรมของจุลินทรีย เชน การเติมสารอาหาร การ
เติมอากาศ การเติมจุลินทรีย เปนตน (Phrommanich และคณะ, 2009) ดังนั้นการประยุกตใช
เทคนิคชีววิทยาโมเลกุลในการตรวจติดตามจุลินทรียจึงเปนวิธีที่นาสนใจวิธีหนึ่ง เนื่องจากวิธีการ
ตรวจติดตามนี้มีความรวดเร็วกวาวิธีนับจํานวนจุลินทรียซึ่งตองใชเวลานานสําหรับการเพาะเล้ียง

ในหองปฏิบัติการ ในขณะที่การตรวจติดตามจุลินทรียดวยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลสามารถดําเนิน
ไดอยางสะดวกและรวดเร็วโดยการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางจากสิ่งแวดลอม และตรวจติดตามได
ทันทีและมีความแมนยําสูง เนื่องจากเปนการติดตามยีนที่ประมวลรหัสของเอนไซมที่มีบทบาทใน
การยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนไดโดยตรงทําใหทราบกิจกรรมของจุลินทรียในระบบ (Shi 
และคณะ, 2010) ซึ่งการตรวจติดตามจุลินทรียโดยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลสามารถประยุกตใชได
กับตัวอยางจากส่ิงแวดลอมหลายชนิดไดแก ดิน (Phrommanich และคณะ, 2009), น้ําใตดิน 
(Kao และคณะ, 2010), น้ําเสียและสลัดจจากระบบบําบัดน้ําเสีย (Shannon และคณะ, 2007) 
 ตัวอยางการตรวจติดตามจุลินทรียโดยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล    ไดแก  
 การศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียโดยวิธี PCR-denaturing 
gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE)  

PCR-DGGE เปนเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่นิยมใชในการวิเคราะหการเปล่ียนแปลง

โครงสรางประชาคมจุลินทรียในส่ิงแวดลอม และวิเคราะหจุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญใน

ส่ิงแวดลอม ซึ่งในศึกษาโครงสรางประชาคมของแบคทีเรียทําไดโดยการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ 
16S rDNA และนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาวิเคราะหความหลากหลายของแบคทีเรียดวยวิธี 
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DGGE เปนการแยกดีเอ็นเอสายคูที่มีความยาวเทากันแตลําดับเบสตางกัน โดยใชเกรเดียนทของ
ความเขมขนของสารเคมี เชน ยูเรียและฟอรมาไมดทําลายพันธะไฮโดรเจนระหวางดีเอ็นเอสายคู 
เมื่อดีเอ็นเอสายคูถูกทําลายพันธะไปบางสวนจะหยุดการเคล่ือนที่ โดยแบคทีเรียแตละชนิดมีลําดับ
เบสที่ไมเหมือนทําใหตําแหนงที่หยุดเคล่ือนที่ของแบคทีเรียแตละตัวไมเทากัน เมื่อนําเจลไปสอง
ภายใตแสง UV จะเห็นเปนแถบดีเอ็นเออยูภายในเจล โดยการวิเคราะหความหลากหลายของ
แบคทีเรียสังเกตไดจากจํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึน (Felske และ Akkermans, 1998; Muyzer 
และคณะ, 1993; Torsvik และคณะ, 2002)  
  การตรวจนับจํานวนยีนโดย real-time PCR  
 การตรวจนับจํานวนยีนโดย real-time PCR หรือ (quantitative real-time PCR, qPCR) 
เปนเทคนิคที่อาศัยพื้นฐานของการตรวจวัดสัญญาณการเรืองแสงจากผลิตภัณฑ PCR ในระหวาง
ข้ันตอนการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ โดยการเรืองแสงของผลิตภัณฑ PCR  เกิดข้ึนจากการเขาเกาะกัน
ระหวางดีเอ็นเอสายคู (double-strand DNA, dsDNA) และสารเรืองแสง คือ SYBR green โดย 
SYBR green จะถูกกระตุนดวยแสง UV และคายพลังงานออกมาในรูปแสง ซึ่งระดับความเขมของ
แสงที่ถูกปลอยออกมาจากสอดคลองกับปริมาณผลิตภัณฑ PCR  เกิดข้ึนโดยแตจํานวนรอบของ 
PCR ที่เพิ่มทําใหระดับความเขมของแสงเพิ่มข้ึนเชนกัน จากหลักการดังกลาวถูกนํามาประยุกตใช
ในการตรวจวัดจํานวนเชิงปริมาณของดีเอ็นเอตัวอยาง ทําไดโดยเตรียมดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบ
ความเขมขนหรือจํานวนของยีนพรอมกับดีเอ็นเอตัวอยางที่ตองการวัดปริมาณ และนํามาเพิ่ม
จํานวนดีเอ็นเอดวยวิธี real-time PCR  โดยนําคาที่วัดไดจากตัวอยางเปรียบเทียบกับคาจากดีเอ็น
เอมาตรฐานทําใหทราบถึงจํานวนของตัวอยาง  ไดแก จํานวนชุดของยีน (copy number) ปริมาณ
เชื้อ (CFU/มิลลิลิตร) (Cunliffe และคณะ, 2006; Cébron และคณะ, 2008)  
 จากรายงานงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคม

แบคทีเรียโดยวิธี PCR-DGGE และการตรวจนับจํานวนยีนที่ประมวลรหัสของเอนไซมที่มีบทบาท
ในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดย real-time PCR มีดังตอไปนี้ 
 Kao และคณะ, 2010 การศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียโดยวิธี 
PCR-DGGE โดยศึกษาดินและน้ําใตดินจากบริเวณที่มีการร่ัวไหลของทอสงน้ํามันเบนซินใน

ประเทศไตหวัน ผลจากการวิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรีย พบแถบดีเอ็นเอเดนของ

แบคทีเรียใหมที่ยังไมรายงานการคนพบ จํานวน 2 สายพันธุ และพบแถบดีเอ็นเอเดนของ 
Geobacteraceae sp และ Novosphingobium capsulatum สายพันธุ 213 ซึ่งมีรายงานวาเปน
แบคทีเรียที่ความสามารถในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
  Cébron และคณะ (2008) ศึกษาการออกแบบไพรเมอรสําหรับใชตรวจติดตามยีนที่

ประมวลรหัสเอนไซม PAH-ring hydroxylating dioxygenase (PAH-RHDα) ของกลุมแบคทีเรีย
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แกรมบวกและแกรมลบ เพื่อประยุกตใชในการตรวจนับจํานวนยีนดังกลาวดวยวิธี real-time PCR
ในดินที่มีการปนเปอน PAHs ผลจากการตรวจนับจํานวนยีนที่ประมวลรหัสเอนไซม PAH-RHDα 
วิธี real-time PCR มีความสอดคลองจํานวนชุดยีน 16S rRNA และระดับการปนเปอน PAHs ใน
ดินตะกอน 
 Phrommanich และคณะ (2009) ประยุกตใชเทคนิค real-time PCR ในการตรวจนับ
จํานวน Acinetobacter sp. สายพันธุ MUB ที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันในตัวอยาง
ดิน โดยยีนเปาหมายคือ ยีน alkM พบวา เทคนิค real-time PCR สามารถใชตรวจนับจํานวน 
Acinetobacter sp.ที่อยูในอาหารเหลวและดิน ซึ่งมีตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดได 540 และ 5.4 ± 
104CFU/มิลลิลิตร ตามลําดับ 
 
2.9 การออกแบบการทดลองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายปโตรเลยีม
ไฮโดรคารบอนดวยวธิีพืน้ผิวตอบสนอง 
  การออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติที่เรียกวา design of experiment (DOE) เพื่อหา
สภาวะท่ีเหมาะสม โดยใชสมการทางคณิตศาสตรเขาชวยในการศึกษาความสัมพันธของตัวแปร
หลายตัว โดยการออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติ เปนการออกแบบทดลองอยางเปนระบบ 
โดยตัวแปรแตละตัวมีความอิสระตอกัน (orthogonal) และนําผลการทดลองที่ไดไปใชในการ
วิเคราะหดวยสถิติทําใหผลการวิเคราะหที่ไดมีความนาเช่ือ เนื่องจากเปนการออกแบบการทดลอง
โดยใชหลักสถิติทําใหสามารถตัดชุดทดลองที่ไมเกี่ยวของออกไป ทําใหจํานวนชุดการทดลองลดลง
และยังประหยัดทั้งเวลาและตนทุนในการทดลองไดมากกวาการทดลองแบบลองผิดลองถูก 
(Montgomery, 2001; Huang และคณะ, 2008, Mohajeri และคณะ, 2010) 
   การออกแบบการทดลองท่ีนํามาประยุกตใชเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมดวยพื้นผิว
ตอบสนอง ไดแก การออกแบบการทดลองแบบบ็อกซ-เบหนเคน (Box-Behnken Design) และ
การออกแบบการทดลองแบบสวนผสมกลาง (Central Composite Designs, CCD) 
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รูปท่ี 2.8 การกระจายระดับของปจจัยในการออกแบบการทดลองแบบสวนผสมกลาง (Nakai และ
คณะ, 2006) 
 
  การออกแบบสวนผสมกลาง เปนการออกแบบการทดลองแบบฟูลแฟกทอเรียล (full 
factorial designs) โดยขอมูลของตัวแปรจากจุดศูนยกลางไปยังดานขาง เพื่อหาปจจัยที่เกี่ยวของ
กับการตอบสนองที่มีคาสูงสุด มีการกําหนดระดับของปจจัย โดยใหคากลาง (center point)  
เทากับ 0 กําหนดคาสูง เทากับ +1 และกําหนดคาตํ่า เทากับ -1  โดยจุดรูปดาวเปนคาสูงสุดและ
ตํ่าสุดของปจจัย กําหนดคาเปน +α และ - α  ดังแสดงในรูปที่ 2.8 ซึ่งคา α สามารถหาไดจากราก
ที่ส่ีของจํานวนการทดลองฟูลแฟกทอเรียลทั้งหมด (2k)1/4 ในกรณีที่มี 3 ปจจัย คา α จะมีคาเทากับ 
1.682 ดังนั้นระดับคาสูงสุดและตํ่าสุดของปจจัยเทากับ +1.682  และ - 1.682 โดยนําระดับเหลานี้
ไปใชในการออกแบบการทดลองดังในตารางที่ 2.3  
 
ตารางที่ 2.3 ระดับของปจจัยในการออกแบบการทดลองแบบสวนผสมกลาง สําหรับการทดลองที่
มี 3 ปจจัย (Montgomery, 2001) 
 

การทดลองที ่ ปจจัยที ่1 ปจจัยที2่ ปจจัยที3่ 
1 -1 -1 -1 
2 1 -1 -1 
3 -1 1 -1 
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การทดลองที ่ ปจจัยที ่1 ปจจัยที2่ ปจจัยที3่ 
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 

 
 
  จากรายงานงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการศึกษาการออกแบบการทดลองเพื่อหาสภาวะที่

เหมาะสมในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง มีดังตอไปนี้  
Castorena-Cortés และคณะ (2009) ประยุกตใชการออกแบบการทดลองดวยวิธีทาง

สถิติเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอยสลายสลัดจน้ํามันจากโรงงานกล่ันน้ํามัน พบวา 
ความชื้น สารลดแรงตึงผิว และอัตราสวนคารบอน:ไนโตรเจน เปนตัวแปรสําคัญตอการยอยสลาย
น้ํามันของจุลินทรียด้ังเดิม โดยมีสภาวะท่ีเหมาะสมดังนี้ ความช้ืน 70% ปริมาณสารลดแรงตึงผิว 
0.5% และอัตราสวนคารบอน:ไนโตรเจน 15 ทําใหประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันเพิ่มข้ึน 20 % 

Mohajeri และคณะ (2010) ประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองและการออกแบบการ
ทดลองดวยวิธีทางสถิติ เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันดิบที่ปนเปอนในดิน 
พบวา ที่ความเขมขนน้ํามันดิบ 2 กรัม/กิโลกรัม ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 4.8×106 เซลล ไนโตรเจน 
0.680 กรัม/กิโลกรัม ฟอสฟอรัส 0.14 กรัม/กิโลกรัม ทําใหทําใหประสิทธิภาพการยอยสลาย

น้ํามันดิบเพิ่มข้ึนจาก 12 เปน 83%  

Zahed และคณะ (2010)  ศึกษาการประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองเพื่อหาสภาวะที่
เหมาะในการยอยสลายน้ํามันดิบที่ปนเปอนในน้ําทะเล โดยทดลองในขวดรูปชมพูที่บรรจุน้ําทะเล 
250 มล. ที่ความเขมขนของน้ํามันดิบเทากับ 100 มก./ล.  ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน 107 CFU/มล. 
และศึกษาตัวแปรที่เกี่ยวของไดแก ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส และเวลาในการยอย
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สลาย พบวา สภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันดิบไดแก ปริมาณไนโตรเจน 13.62 มก./ล.  
ปริมาณฟอสฟอรัส 1.39 มก./ล.  ในเวลา 20 วัน โดยประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดิบจาก
การทํานายเทากับ 98 % ในขณะที่ผลจากการทดลองเทากับ 95%   

Ghevariya และคณะ (2011) ประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองและการออกแบบการ
ทดลองดวยวิธีทางสถิติ โดยดัดแปลงสูตรอาหารเหลว Bushnell–Haas เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม
ในการยอยสลายไครซีนโดย Achromobacter xylosoxidans พบวา เฟอริกคลอไรด (FeCl3) 
แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) และแอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) เปนตัวแปรสําคัญตอการยอย
สลายไครซีน โดยมีสภาวะที่เหมาะสมดังนี้  เฟอริกคลอไรด 0.02 กรัม/ลิตร  แคลเซียมคลอไรด 
0.01 กรัม/ลิตร  และแอมโมเนียมไนเตรต 0.525 กรัม/ลิตร ทําใหประสิทธิภาพการยอยสลาย      
ไครซีนของ Achromobacter xylosoxidans เพิ่มข้ึนถึง 6 เทา  
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บทที่  3 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 การสกัดฟแนนทรีนและไพรีนในอาหารเหลวและวิเคราะหปริมาณฟแนนทรีนและ
ไพรีนที่เหลืออยูโดยวิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

การสกัดฟแนนทรีนและไพรีนที่เหลืออยูในอาหารเหลวดวยเอธิลอะซีเทตตามวิธีของ 
Grifoll และคณะ (1992) นําอาหารเหลวมาปรับคาความเปนกรด-ดางใหเทากับ 2.0 โดยเติมกรด
ไฮโดรคลอริก (HCl) เขมขน จากนั้นเติมเอทธิลอะซีเทตปริมาตร 1 เทาของอาหารเหลว ผสมใหเขา
กันโดยใชเคร่ืองปนผสมดวยความเร็วสูงเปนเวลา 1 นาที 30 วินาที ต้ังทิ้งไวใหแยกช้ันและดูดช้ัน
ของเอทธิลอะซีเตทเก็บไว สกัดซํ้าอีก 1 คร้ัง ดวยเอทธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของอาหารเหลว
ตามวิธีเดิม รวมเอทธิลอะซีเตทที่ได เติม anhydrous Na2SO4 ที่ผานการอบขามคืนประมาณ 0.5 
กรัม เพื่อกําจัดน้ําที่เหลืออยู จากนั้นนําสวนของเอทธิลอะซีเตทไประเหยใหแหงดวยเคร่ืองระเหย
แหงสุญญากาศแบบหมุน และเปลี่ยนตัวทําละลายโดยเติมเมธานอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ
กรองสารละลายที่ไดผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด polytetrafluoroethylene (PTFE) ที่มีขนาดรูกรอง 
0.20 ไมโครเมตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -20°ซ จนกวาจะทําการวิเคราะห 

นําสารละลายที่สกัดได ทําการวิเคราะหปริมาณฟแนนทรีนและไพรีนดวยวิธี HPLC 
คอลัมน inertsill® ODS ขนาด 4.6 × 150 มม. ซึ่งมีสภาวะตางๆ ในระบบดังนี้ 

ตัวชะสาร (mobile phase)    เมทานอล 80% 
อัตราไหล (flow rate)     1 มิลลิลิตร/นาที 
อุณหภูมิคอลัมน     40°ซ 
ความยาวคล่ืนแสง UV ที่ใชตรวจวิเคราะห  275 นาโนเมตร 
ปริมาณสารที่วิเคราะห    10 ไมโครลิตร 
นําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหตัวอยางไปคํานวณหารอยละของปริมาณไพรีนที่

เหลืออยูโดยเทียบกับชุดควบคุม 
 

ปริมาณฟแนนทรีนหรือไพรีนที่เหลือ (%) =  พื้นที่ใตกราฟชุดทดลอง  100 
   พื้นที่ใตกราฟชุดควบคุม 
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3.2 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 
สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากเซลลแบคทีเรียตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999) โดยนํา

เซลลแบคทีเรียปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ลงหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลที่ 
4°ซ 5,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที กระจายตะกอนเซลลในบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข) 517 
ไมโครลิตร ใหเปนเนื้อเดียวกับบัฟเฟอร เติมสารละลายไลโซไซม (lysozyme) เขมขน 60 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมาและบมที่ 37°ซ เปน
เวลา 1 ชม. แลวเติมสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS) เขมขน 
10% (ภาคผนวก ข) 30 ไมโครลิตร และโปรตีนเนสเค (protinaseK) เขมขน 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ข) 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่ 37°ซ เปนเวลา 1 ชม. เติมสารละลายโซเดียม
คลอไรดเขมขน 5 โมลาร (ภาคผนวก ข) 120 ไมโครลิตร และเติมสารละลาย CTAB/NaCl 
(ภาคผนวก ข) 220 ไมโครลิตร บมที่ 65°ซ เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเติมคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย นําไปปนเหวี่ยงที่ 
13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที นําสารละลายช้ันบนมาเติมฟนอล/คลอโรฟอรม (ภาคผนวก ข) 
ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วเดิม นําสารละลาย
ชั้นบนมาเติมไอโซโพรพานอล 0.6 เทาของปริมาตรสุดทาย กลับหลอดใหเขากันจนปรากฏสายดี
เอ็นเอนําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้งและลางตะกอนดวยเอ
ทานอล 70% (ภาคผนวก ข) 450 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยง เทสวนใสทิ้ง ระเหยเอทานอลจนแหง
และละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE 100 ไมโครลิตรและใสอารเอ็นเอสเอ (RNase A) 
เขมขน 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 0.2 ไมโครลิตร บมที่ 37°ซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง เก็บดีเอ็นเอที่ -20°ซ 
จนกวาจะนํามาใช 
 
3.3 สกัดเมกะพลาสมิด 

สกัดเมกะพลาสมิดของ RN402 ตามวิธีของ Hu และคณะ (2008) จากเซลล RN402 ที่
เล้ียงในอาหารเหลว LB  อาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน และ cRN402   เร่ิมข้ันตอนการสกัดโดย
ลางตะกอนเซลลดวย สารละลาย Tris-HCl pH8.0 ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร 2 คร้ัง ละลาย
เซลลดวย สารละลาย Tris-HCl pH8.0 ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เติม 
Lysis solution (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และบมที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 15 นาที บมที่อุณหภูมิ 65°ซ เปนเวลา 2 นาที จากนั้นเติมฟนอล/คลอโรฟอรม (ภาคผนวก 
ข) ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยง
ที่ 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที ดูดเก็บสารละลายช้ันบนซ่ึงเปนสารละลายเมกะพลาสมิด 
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นําเมกะพลาสมิดทั้งหมดคัดแยกโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความ

เขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 0.7% จากนั้นทําอีเลคโตรโฟเรซิส ใชความตางศักย 100 
โวลต เปนเวลา 2 ชั่วโมง 30 นาที  จากนั้นคัดแยกเมกะพลาสมิดที่สกัดไดทั้งหมดจากเจลโดยวิธีอะ
กาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส  

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาแยกดวยวีธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดยเตรียมอะกาโรสเจ
ลเขมขน 0.8% ที่หลอมในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข) เทลงในแมพิมพที่มีหวีเสียบอยู เม่ืออะกา
โรสแข็งตัว วางช้ินอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอรใหทวมอะกาโรสเจล ผสมผลิตภัณฑ
ปฏิกิริยาลูกโซกับสีติดตาม หยอดลงในชองวิ่ง โดยชองวิ่งที่ 1 จะหยอดดวยดีเอ็นเอ Lambda 
HindIII ที่ผสมกับสีติดตามแลวปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นทําอีเลคโตรโฟเรซิส ใชความตางศักย 
100 โวลต จนกระทั่งสีติดตามเคลื่อนที่ไดในระยะทางท่ีเหมาะสม ยอมอะกาโรสเจลดวย
สารละลายเอธิเดียมโบรไมด เปนเวลา 1 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเคร่ืองตรวจสอบเจล (Gel 
documentation system) ที่ความยาวคล่ืนแสงอัลตราไวโอเลต 312 นาโนเมตร 

การวิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอทําไดโดย นําสารละลายดีเอ็นเอ
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) แลว

คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
 
ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) = A260 × 50 × dilution factor 

 
3.4 สกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล  

ตัดสวนจีโนมิกดีเอ็นเอจากเจล และทําบริสุทธิ์ดีเอ็นเอดวย DNA EASYTRAPTMVer.2 
(TAKARA BIO INC, Japan) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยตัดแถบดีเอ็นเอตามขนาดที่ตองการจาก
เจล นําเจลใสลงในหลอดไมโครฟวจ ชั่งน้ําหนักช้ินอะกาโรสเจล เติมสารละลายบัฟเฟอร NaI 
ปริมาตรเปน 3 เทาของน้ําหนักช้ินอะกาโรสเจล บมที่อุณหภูมิ 55๐ซ เพื่อใหชิ้นอะกาโรสเจลละลาย
จนหมด เติม glass powder โดยใชสัดสวนของ glass powder ปริมาตร 5  ไมโครลิตร / ความ
เขมขนดีเอ็นเอ 1 ไมโครกรัม  กลับหลอดใหเขากัน เพื่อดูดซับดีเอ็นในสารละลายดวย glass 
powder ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง ปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที เทสารละลายทิ้ง 
แลวเติมสารละลาย washing buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ/นาที เปน
เวลา 1 นาที จํานวน 2 คร้ัง เพื่อลาง glass powder เทสารละลายทิ้ง  บมที่อุณหภูมิ 55๐ซ จน 
glass powder แหง เติมสารละลาย TE ปริมาตรเปน 3 เทาของปริมาตร glass powder บมที่
อุณหภูมิ 55๐ซ เปนเวลา 5 นาที เพื่อละลายดีเอ็นเอออกจาก glass powder ปนเหวี่ยงที่ 13,000 
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รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที ดูดสารละลายดีเอ็นเอลงในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เก็บดีเอ็นเอที่  
-20°ซ จนกวาจะนํามาใช 
 
3.5 เซาเทิรนบลอทไฮบริไดเซชั่น (Southern Blot Hybridization) 

1) เซาเทิรนบลอท (Southern blot) 
 เซาเทิรนบลอทคือยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรน นําอะกาโรสเจลที่มี
ดีเอ็นเอตัวอยาง ลางดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก เขยาเบาๆ เปนเวลา 10 นาที เทสารละลาย
ทิ้ง เติม denaturation buffer (ภาคผนวก ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม 
neutralization buffer (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 30 นาที เทสารละลายทิ้ง จากนั้นถายดีเอ็นเอ
จากอะกาโรสเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรนดวยวิธี Capillary transfer (Sambrook, 2001) โดยใช 
20×SSC (ภาคผนวก ข) เปน transfer buffer นําไนลอนเมมเบรนที่ไดไปตรึงดวยแสงอัลตราไวโอ
เลตเปนเวลา 3 นาที เก็บไนลอนเมมเบรนไวที่อุณหภูมิ -20 ๐ซ ไดนาน 6 เดือน  จนกวาจะนํามาใช 
 2) เตรียมดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe) 
 ใชผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่เพิ่มดีเอ็นเอจากบริเวณยนี nidA เปนดีเอ็นเอ

ติดตาม ติดฉลากดีเอ็นเอติดตามดวย Digoxigenin-dUTP ดวยวิธี random labeling โดยใชชุดติด
ฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime Labeling and Detection Starter Kit (Roche, 
Germany) (ภาคผนวก ข) ตามวิธีของบริษัทผูผลิตดังนี ้ ดูดสารละลายดีเอ็นเอจากผลิตภัณฑ 
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ที่เพิม่ดีเอ็นเอจากบริเวณยนี nidA  ใหไดความเขมขน 500 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร และเติมน้าํปลอดประจุปลอดเช้ือใหปริมาตรสุดทายเทากับ 16 ไมโครลิตร นาํไปทาํให
เดือดที่อุณหภูมิ 95°ซ เปนเวลา 10 นาที แลวแชน้ําแข็งทนัที เปนเวลา 2 นาที เติมสารละลาย DIG 
High Prime (หลอดหมายเลข 1) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร บมทีท่ี่อุณหภูมิ 37°ซ หยุด
ปฏิกิริยาดวยการเติม สารละลาย EDTA pH 8.0 ความเขมขน 0.2 โมลาร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 
2 ไมโครลิตร และตกตะกอนดีเอ็นเอดวยวิธกีารตกตะกอนโดยเอทานอล 99% เร่ิมจากการเติม
สารละลายโซเดียมอะซิเตตเขมขน 3 โมลาร (ภาคผนวก ข) 0.1 เทาของปริมาตรสุดทาย และเติม
เอทานอล 99% 2 เทาของปริมาตรสุดทาย แชที่ -70๐ซ 15 นาที ปนเหวีย่งที่ 4๐ซ 15,000 รอบ/นาที 
15 นาท ี เทสวนใสทิ้งและลางตะกอนดวยเอทานอล 70% 450 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที ่
13,000 รอบ/นาท ี  5 นาที เทสวนใสทิง้ ระเหยเอทานอลจนแหงและละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย
บัฟเฟอร TE 30 ไมโครลิตร เก็บรักษาดีเอ็นเอติดตามไวทีอุ่ณหภูมิ -20๐ซ 
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3) ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอดวยดีเอ็นเอติดตาม 
 ทําพรีไฮบริไดเซชัน (prehybridization) โดยเติมสารละลาย Hybridization buffer  (DIG 
Easy Hyb) (หลอดหมายเลข 7) (ภาคผนวก ข) ที่อุนที่อุณหภูมิ 42๐ซ ลงบนไนลอนเมมเบรมที่มี   
ดีเอ็นเอ นําไปบมที่อุณหภูมิ 42๐ซ ใน Hybridization oven เปนเวลา 30 นาที จากนั้นเตรียม
สารละลายดีเอ็นเอติดตามสําหรับการไฮบริไดเซชัน โดยเติมดีเอ็นเอติดตามที่เตรียมไวลงใน
สารละลาย Hybridization buffer (DIG Easy Hyb) นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวทํา
ใหเย็นลงท่ีอุณหภูมิไฮบริไดเซชัน (42๐ซ) เทสารละลายที่ prehybridization ทิ้ง แลวเติม
สารละลายดีเอ็นเอติดตามที่เตรียมไวขางตน นําไปบมที่อุณหภูมิ 42๐ซ ใน Hybridization oven 
เปนเวลา 16 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาเทสารละลายดีเอ็นเอติดตามและเก็บที่อุณหภูมิ -20๐ซ เพื่อ
นํามาใชในคร้ัง/ไป จากนั้นนําไนลอนเมมเบรนที่ไดลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินดวยสารละลาย 
2×SSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ทําซํ้า 2 คร้ัง 
จากนั้นลางอีก 2 คร้ังดวย 0.5×SSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข) ที่อุณหภูมิ 68๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
แลวเทสารละลายทิ้ง 
 ตรวจหาดีเอ็นเอที่ไฮบริไดซไดกับดีเอ็นเอติดตามดวยวิธี Enzyme immunoassay โดยใช
ชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime labeling and Detection Starter Kit I ตามวิธี
ดังนี้ นําไนลอนเมมเบรนที่ลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินแลว ลางดวย Buffer1 (Maleic acid) 
(ภาคผนวก ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที เทสารละลายทิ้ง จากนั้นเติม Buffer2 (Blocking 
solution ที่ผสมกับ Buffer1) (ภาคผนวก ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทสารละลายทิ้ง แลว
เติม antibody solution (Anti-DIG-AP conjugate) (หลอดหมายเลข 4) (ภาคผนวก ข) ที่เจือจาง
ดวย Buffer2 เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทสารละลายทิ้ง ลาง Anti-DIG-AP conjugate 
สวนเกินดวย Buffer1 เขยาเบาๆ เปนเวลา 15 นาที เทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง แลวเติม 
Buffer3 (detection buffer) (ภาคผนวก ข) เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที เทสารละลายทิ้ง จากนั้น
เตรียมสับเสตรท NBT/BCIP (หลอดหมายเลข 5) (ภาคผนวก ข) โดยเจือจางใน Buffer3 (เตรียม
กอนใชและหามใหโดนแสง) เทสับเสตรทลงในถุงที่มีไนลอนเมมเบรน ปดผนึก นําไปบมในที่มืดจน
พบแถบสีชัดเจน นําเมมเบรนมาลางในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ เปนเวลา 10 นาที ซับแลวตากให
แหงแลวจึงเก็บใสถุงเพื่อถายรูป 
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3.6 ตรวจนบัจํานวนแบคทีเรียในดินโดยวิธ ีMost Probable Number (MPN) 
1) ตรวจนับจาํนวนแบคทเีรียทั้งหมด 
ชั่งตัวอยางดิน 1 กรัม ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 9 มิลลิลิตร และผสมใหเขากนัดวย

เคร่ืองผสมสาร ต้ังทิง้ไวใหดินตกตะกอน ดูดสวนน้าํใสดานบนปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน จาน
หลุม 96 หลุม (96-well plate) ชนิดกนแบนซึ่งมีอาหารเหลว LB 180 ไมโครลิตร และเจือจางต้ังแต 
10-2-10-9 โดยทํา 5 หลุม จาํนวน 3 ซ้ํา จากนัน้นาํไปบมที่ 30๐ซ นาน 2 วัน แลวนําไปวัดความขุนที่
ความยาวคล่ืน 630 นาโนเมตร นับจํานวนหลุมที่มกีารเจริญของแบคทีเรียของแตละความเจือจาง 
(dilution) และนําไปเทียบกบัตาราง MPN เพื่อคํานวณหาจํานวนแบคทีเรียทัง้หมด (ภาคผนวก จ) 

2) ตรวจนับจาํนวนแบคทเีรียที่เจริญไดโดยใชไพรีนเปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงาน 

นําไพรีนที่ละลายในเฮกเซนความเขมขน 5,000 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลง
ในจานหลุม 96 หลุม วางทิ้งไวที่ตูดูดควันจนเฮกเซนระเหยออกไปหมด เติมอาหารเหลว CFMM 
180 ไมโครลิตร ชั่งตัวอยางดิน 1 กรัมใสลงสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร 0.1 โมลาร, pH 7.0  ผสม
ใหเขากันดวยเคร่ืองผสมสาร ต้ังทิ้งไวใหดินตกตะกอน ดูดสวนใสดานบนปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
ลงในหลุมแรกของจานหลุม 96 หลุม ซึ่งมีอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีนที่ความเขมขนสุดทาย
เทากับ 500 มิลลิกรัม/ลิตร ผสมสารใหเขากัน และเจือจางต้ังแต 10-2-10-9 โดยทํา 5 หลุม จํานวน 
3 ซ้ํา จากนั้นปดดานบนของฝาจานหลุม 96 หลุม และหอดวยกระดาษทิชชูที่เปยกน้ํา แลวหอทับ
ดวยพลาสติกใสเพื่อปองกันน้ําในอาหารระเหยออก บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 สัปดาห นํา 
มาวิเคราะหจํานวนจุลินทรียที่มีชีวิต โดยเติมสารละลายอิเล็คตรอนโดเนอร (electron donor 
solution) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ก) และเติมสาร cell proliferation reagent WST-1 
(Roche, Germany) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในหลุม 96-well plate นําไปเขยาดวยเคร่ืองเขยา 
ดวยความเร็ว 300 รอบ/นาที ประมาณ 5 ชั่วโมง หรือจนเกิดสีเหลือง นําไปวัดคาการดูดแสงที่
ความยาวคล่ืน 450 และ 540 นาโนเมตร (A450 และ A540) A450 เปนความยาวคล่ืนที่สาร cell 
proliferation reagent WST-1 ดูดกลืนไดมากที่สุด และ A540 เปนความยาวคล่ืนที่สาร cell 
proliferation reagent WST-1 ดูดกลืนไดนอย คํานวณคา A450 ลบ A540 เปรียบเทียบชุดควบคุม
อาหารเหลว CFMM ที่ไมไดเติมแบคทีเรีย (Johnsen และคณะ,  2002) นําคาไปเทียบกับตาราง 
MPN เพื่อคํานวณจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน 
 
3.7 วิเคราะหปริมาณไพรนีที่เหลืออยูในดิน 

วิเคราะหปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในระบบนิเวศจาํลองดิน โดยใชวธิีของ Deangrueng 
(2004) โดยเติมเฮกเซน 4 มิลลิลิตร และ 15% TritonX-100 1.5 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ใน
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ตัวอยางดิน 2 กรัม ผสมใหเขากันดวยเคร่ืองผสมสาร เปนเวลา 2 นาที และนําไปเขยาบนเคร่ือง
เขยาความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที นาน 24 ชั่วโมง จากนัน้นาํไปแชแข็งนาน 24 ชั่วโมง เพื่อชวยให
สวนของดินจบัตัวกัน ดูดสวนใสทั้งหมดใสในหลอดทดลองใหม เติม anhydrous Na2SO4 เพื่อ
กําจัดน้าํออกจากสารสกัด และกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.20 
ไมโครเมตร เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ-20°ซ จนกวาจะวเิคราะห 

วิเคราะหปริมาณไพรีนดวยวิธี gas chromatography (GC) โดยเคร่ืองแกสโครมาโตก
ราฟ รุน 6890N คอลัมนชนิด HP-5 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร ยาว 30 เมตร 
ภายในเคลือบดวยเฟนนิล เมทิล ไซโลเซน ความเขมขน 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร เคร่ืองตรวจวัด
ชนิด Flame Ionization Detector (FID) โดยวิเคราะหภายใตสภาวะดังนี้  

อุณหภูมิเร่ิมตน 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 
 โดยใชฮีเลียมเปนแกสตัวพาไหลดวยอัตราเร็ว 1.7 มิลลิลิตร/นาที 

โดยคาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนมีหนวยเปนเปอรเซ็นต (%) สามารถคํานวณได
ดังนี้             
ประสิทธิภาพการยอยสลาย (%) = ((พื้นที่ใตกราฟชุดควบคุม(วันท่ี 0)– พื้นที่ใตกราฟชุดทดลอง(วันที่ n))/พื้นที่

ใตกราฟชุดควบคุม(วันที่ 0))  x 100 

 
3.8 สกัดดีเอ็นเอจากดิน 

สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางดินดวยชุดสกัด Bio 101 FastDNA spin kit (Q-BIOgene, 
Irvine, CA, USA) โดยนําตัวอยางดิน 0.5 กรัม ใสลงหลอด Lysing Matrix E เติมดวยสารละลาย 
Lysis buffer ที่ประกอบดวยสารละลายโซเดียมฟอสเฟสบัฟเฟอรปริมาตร 978 ไมโครลิตร และ 
MT buffer ปริมาตร 122 ไมโครลิตร ปดฝาหลอดนําไปเขยาดวยเคร่ือง  FastPrep ที่ความเร็ว 5.5 
เปนเวลา 30 วินาที  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที นาน 30 วินาที  เก็บสวน
น้ําใสลงในหลอดไมโครเซนติฟวจ 1.5 มิลลิลิตร ดวยสารละลาย PPS ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมาเปนจํานวน 10 คร้ัง นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 
14,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที   เก็บสวนน้ําใสลงในหลอดไมโครเซนติฟวจและเติมดวยสารละลาย 
Binding Matrix ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมาเปนเวลา 2 นาที และ
ต้ังทิ้งไวจนตกตะกอนเปนเวลา 3 นาที ดูดทิ้งสวนน้ําใส 500 ไมโครลิตร จากผสมสารที่เหลือใหเขา
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กันและดูดลงในคอลัมน SPIN Filters นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 
นาที และปนเหวี่ยงซ้ําอีก 3 คร้ัง ลางดีเอ็นเอบนผงซิลิกาในคอลัมนดวย SEWS-M  ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที และปนเหวี่ยงจนผงซิ
ลิกาแหง จากนั้นต้ังทิ้งไว 5 นาที และละลายดีเอ็นเอบนซิลิกาดวยสารละลาย DES ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําคอลัมน SPIN Filters วางบนหลอดไมโครเซนติฟวจนําไปปน
เหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 1 นาที เก็บดีเอ็นที่ผานกระดาษกรองในหลอดไม
โครเซนติฟวจที่ -20Oซ  

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตรวจความสมบูรณของดีเอ็นเอ และทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์ดวยวิธีอะ
กาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ที่ความตางศักย 100 โวลต นาน 45 นาที โดยผสมสารละลายดีเอ็นเอ
กับสีติดตามหยอดลงในชองวิ่งของอะกาโรสเจลเขมขน 0.9% (W/V) จากนั้นตัดแถบดีเอ็นเอดีเอ็น
เอจากเจล  จากนั้นทําใหบริสุทธิ์ดวยชุด Geneclean Spin kit (Q-BIOgene, Irvine, CA, USA)   
นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคล่ืน 
260 และ 280   และคํานวณความเขมขนของดีเอ็นเอดวยสมการจากขอ 3.3 จากน้ันเก็บ
สารละลายดีเอ็นเอไวที่ -20๐ซ จนกวาจะนําดีเอ็นเอไปใชหาการมีอยูของ RN402 ในระบบนิเวศ
จําลองดิน ตรวจติดตามการมีอยูของยีน nidA และตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ที่

ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสดวยวิธี real-time qPCR ในการทดลอง/ไป 
 
3.9 วิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรียดวยวิธี Denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE) 

วิเคราะหโครงสรางประชาคมแบคทีเรียของระบบนิเวศจําลองดวยวิธี DGGE ทําโดย
เตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลเขมขน 8% ที่มีเกรเดียนทของสารละลาย denaturant 30 – 70% 
(100% denaturant ประกอบดวย 7 M urea และ 40% formamide) ซึ่งทําเกรเดียนทของ
สารละลาย denaturant โดยใชระบบจายเกรเดียนทตามวิธีที่ระบุในคูมือ เมื่อทําเกรเดียนทของ
สารละลาย denaturant ลงในชุดแซนวิชเตรียมเจล ปลอยใหพอลิอะคริลาไมดแข็งตัว นําชุดเจ
ลแซนวิชใสลงในแชมเบอรที่มีบัฟเฟอร TAE ปริมาตร 7 ลิตร ที่ผานการใหความรอนจนอุณหภูมิ
ประมาณ 60๐ซ นําผลิตภัณฑ PCR ผสมกับสีติดตามหยอดลงในชองวิ่ง ทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใช
ความตางศักย 130 โวลต ที่ 60ºซ นาน 5 ชม. จากนั้นยอมพอลิอะคริลาไมดเจลดวยสารละลาย
เอธิเดียมโบรไมดเขมขน 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นาน 20 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเคร่ือง
ตรวจสอบเจลที่ความยาวคล่ืนแสงอัลตราไวโอเลต 312 นาโนเมตร 
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3.10 ตรวจนบัจํานวนแบคทีเรียที่มีชวีติในอาหารเหลวและวสัดุตรึงโดยวธิี MPN  
1) ตรวจนับจาํนวนแบคทเีรียในอาหารเหลว 
นําตัวอยางปริมาตร 1 มลิลิลิตร เจือจางใหมีความเขมขนที่เหมาะสม ดูดสวนน้าํใส

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในจานหลุม 96 หลุม ที่มีอาหารเหลว LB ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ทํา
การทดลอง 3 ซ้ํา นาํไปบมทีอุ่ณหภูมิ 30˚ซ เปนเวลา 2 วัน นําไปวัดความขุนที่ความยาวคลื่น 540 
นาโนเมตร ดวยเคร่ือง microplate reader (บริษัท Bio-tek Instruments, INC., United States) 
นําผลที่ไดไปเปรียบเทียบกบัตาราง MPN เพื่อคํานวณหาปริมาณแบคทีเรียทีม่ีชีวิต  

2) ตรวจนับจาํนวนแบคทเีรียบนวสัดุตรึง 
เซลลตรึงปริมาณ 1 กรัม  ในสารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0   ปริมาตร 

9 มิลลิลิตร  ทาํใหเซลลหลุดออกจากวัสดุดูดซับโดยเคร่ืองกําเนิดเสียงความถี่สูงนาน 2 นาท ี  และ
นําไปวางบนเคร่ืองปนผสมนาน 1 นาที (ทําซํ้า 2 คร้ัง) จากนัน้นําสารแขวนลอยเซลลที่ไดทั้งหมด
มาเจือจางใหมีความเขมขนที่เหมาะสม ตรวจนบัปริมาณแบคทีเรียทีม่ีชีวิตดวยวธิี MPN 
เชนเดียวกับการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียในอาหารเหลว  
 
3.11 สกัดนํ้ามันและการวิเคราะหปริมาณนํ้ามันท่ีเหลืออยูโดยวิธี thin-layer 
chromatography with flame ionization detection (TLC-FID)  

1) สกัดน้ํามนัจากตัวอยาง 
สกดัน้ํามันจากตัวอยางดวยวิธีที่ดัดแปลงจากวธิีของ Oh และคณะ (2000)  เติมโซเดียม

คลอไรดใหความเขมขนสุดทายเปน 0.25 โมลาร ลงในตัวอยางปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นเติมส
เตียริลแอลกอฮอล 6.25 มลิลิกรัม (ใน 1 มิลลิลิตรคลอโรฟอรม) แลวเติมคลอโรฟอรมปริมาตร 4 
มิลลิลิตร เขยาความเร็ว 200 รอบ/นาท ี เปนเวลา 1 ชั่วโมง ต้ังทิง้จนแยกชั้น ดูดช้ันลางเปน
คลอโรฟอรมลงในหลอดทดลองใหม จากนั้นสกัดซ้ําอีกคร้ังดวยคลอโรฟอรมปริมาตร 4 มิลลิลิตร 
และสเตียริลแอลกอฮอล 6.25 มิลลิกรัม ใน 1 มิลลิลิตรคลอโรฟอรม แลวระเหยแหงดวยเคร่ือง
ระเหยแหงสุญญากาศแบบปนเหวี่ยง จนปริมาตรของสารละลายเหลือ 1 มิลลิลิตร เก็บตัวอยางที่
อุณหภูมิ 4oซ  

2) เตรียมน้ํามันและสรางกราฟมาตรฐานสาํหรับวิเคราะห TLC-FID 
ชั่งน้าํมนั 5, 10, 25, 50 และ 100 มิลลิกรัม ลงในขวดวดัปริมาตร 5 มิลลิลิตร และสเตียริล

แอลกอฮอล 12.5 มิลลิกรัม ใน 1 มิลลิลิตรคลอโรฟอรม ปรับปริมาตรดวยคลอโรฟอรม ผสมใหเขา
กัน นําไปวิเคราะหดวยเคร่ือง TLC-FID นําขอมูลที่ไดสรางกราฟมาตรฐานของน้าํมันระหวางคา
อัตราสวนพื้นที่ (พื้นที่ใตกราฟของน้ํามนัดีเซล/พื้นที่ใตกราฟของสเตียริลแอลกอฮอล) และคา

อัตราสวนความเขมขน (ความเขมขนของน้าํมันดีเซล/ความเขมขนของสเตียริลแอลกอฮอล)  
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3) วิเคราะหปริมาณน้ํามนัที่เหลือโดยวิธี TLC-FLD 
นําสารละลายที่สกัดไดจํานวน 1 ไมโครลิตร หยด (spot) ลงบนทงโครมารอด 

(chromarod) ที่วางในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของ n-hexane จนตัวทําละลายเคล่ือนที่ได 10 ซม. 
(ประมาณ 25 นาที)  จากนั้นวางในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) 
2 คร้ัง คร้ังแรกใหตัวทําละลายเคล่ือนที่ได  6.5 ซม. และคร้ังที่สอง 4 ซม. (ประมาณ 12 นาที และ   
5 นาทีตามลําดับ) และไดคลอโรมีเทน/เมทานอล (dichloromethane/methanol) อัตราสวน       
95: 5 (v/v) ใหตัวทําละลายเคล่ือนที่ได 1 ซม. (ประมาณ 1 นาที) โดยแตละคร้ังของการเปลี่ยนตัว
ทําละลาย จะนํา chromarod มาทําแหงในเคร่ืองอบแหงที่อุณหภูมิ 60oซ เปนเวลา 1 นาที 
ตรวจสอบปริมาณไฮโดรคารบอนโดยใช flame ionization detector (FID) (บริษัท Iatron Labs, 
Japan)  ที่มีอัตราการไหลของกาซไฮโดรเจน และอัตราการไหลของอากาศเปน 160 และ 2,000 
มิลลิลิตร/นาที ตามลําดับ อัตราเร็วของการสแกนคือ 30 วินาที/chromarod นําขอมูลที่ได
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน้ํามันแตละชนิดดังแสดงในภาคผนวก ข   
 
3.12 การสกดัอัลเคนและวิเคราะหปรมิาณอัลเคนโดยวิธ ีgas chromatography (GC) 

โดยสกัดอัลเคนที่เหลืออยูและวิเคราะหปริมาณอัลเคนโดยวิธ ี GC โดยวิธีของดัดแปลง

จาก Zhang และคณะ (2010) ซึ่งนําอาหารเหลวเติมดวยเฮกเซนปริมาตร 1 เทาของอาหารเหลว 
ผสมใหเขากนัโดยใชเคร่ืองเขยาดวยความเร็ว 200 รอบ/นาที  เปนเวลา 30 นาที จากน้ันนาํไปแช
เยือกแข็งที่ -20 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง แยกสวนของชั้นเฮกเซน (n-hexane) และเติม 
anhydrous Na2SO4 ที่ผานการอบขามคืนและทิง้ไวใหเยน็เพื่อกําจัดน้ําออกจาก แลวนาํสวนของ 
n-hexane กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ทีม่ีขนาดรูกรอง 0.20 ไมโครเมตร วิเคราะห
ปริมาณอัลเคนโดยวิธี GC รุน 6890N (บริษัท Agilent Technologies, USA) คอลัมนชนิด HP-5 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร ยาว 30 เมตร ภายในเคลือบดวยเฟนนิล เมทิล ไซโลเซน 
ความเขมขน 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร เคร่ืองตรวจวดัชนิด Flame Ionization Detector (FID) 
วิเคราะหภายใตสภาวะดังนี ้ อุณหภูมิเร่ิมตน 40๐ซ (2 นาที) จนอุณหภูมิ 320๐ซ ที่ 10๐ซ/นาที 
อุณหภูมิตรวจวัด 320๐ซ  ปริมาตรตัวอยาง 0.5 ไมโครลิตร Splitless โดยใชฮีเลียมเปนกาซตัวพา
ไหลดวยอัตราเร็ว 1.7 มิลลิลิตร/นาท ี โดยคาประสิทธิภาพการยอยสลายมีหนวยเปนเปอรเซน็ต 
(%) สามารถคํานวณไดดังนี้             

 
ประสิทธิภาพการยอยสลาย (%) = ((พื้นที่ใตกราฟชุดควบคุม(วันที่ 9)– พื้นที่ใตกราฟชุดทดลอง(วันที่ 9))/พื้นที่

ใตกราฟชุดควบคุม(วันที่ 9))  x 100 
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บทที่  4 

ศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402             
เพ่ือผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา 

 
4.1 บทนํา 

ปจจุบันมีกิจกรรมการผลิตและการใชผลิตภัณฑปโตรเลียมไฮโดรคารบอน เชน ใชในทาง
การเกษตร อุตสาหกรรม การขนสงและคมนาคม ซึ่งทําใหมีโอกาสเกิดการปนเปอนของปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนท่ีมีสวนประกอบสารอินทรียหลายชนิดที่มีอันตรายตอส่ิงมีชีวิตสูในสิ่งแวดลอม  
สารอันตรายที่สําคัญคือสารในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic 
Hydrocarbon, PAHs) มีการตรวจพบการปนเปอน PAHs ทั้งดิน น้ํา และอากาศ   (Jameson 
และคณะ, 2004; Piotrowska-Seget, 2010) ซึ่ง PAHs หลายชนิดมีความเปนพิษ และเปนสาร
เหนี่ยวนํากอใหเกิดการกลายพันธุ กอมะเร็ง และกอใหเกิดความผิดปกติของทารกในครรภของ
สิ่งมีชีวิต (Peng และคณะ, 2008 และ Haritash และ Kaushik, 2009) ดังนั้นการปนเปอน PAHs 
ในส่ิงแวดลอมจึงเปนปญหาสําคัญที่ตองแกไขอยางถาวรและย่ังยืน 

การบําบัดการปนเปอนสารพิษโดยวิธทีางชีววิธ ี (Bioremediation) เปนการใชจุลินทรียหรือ
ผลิตภัณฑจากจุลินทรีย โดยอาศัยกิจกรรมของจุลินทรียเพื่อยอยสลายหรือลดปริมาณสารพิษ เปน
วิธีการที่ไดผลดี มีคาใชจายในการดําเนนิการตํ่า ไมกอใหเกิดสารพิษตกคางเพิ่มเติม และไมสงผล
กระทบตอส่ิงแวดลอม (Talley, 2006; Peng และคณะ, 2008; Haritash และ Kaushik, 2009)  
โดยการบาํบัดสารพิษโดยชีววิธีจําเปนตองมีจุลินทรียทีม่ปีระสิทธิภาพสูงในการยอยสลายสารพิษ

ตางๆ จึงกอใหเกิดงานวจิัยเปนจาํนวนมากที่ศึกษาการคัดแยกแบคทีเรียทีม่ีประสิทธิภาพในการ

ยอยสลายสารพิษจากส่ิงแวดลอมที่มีการปนเปอนเปนระยะเวลานาน เชน ดินปนเปอนน้าํมนั ดิน
จากหลุมฝงกลบขยะ กากตะตอนจากระบบบําบัดน้าํเสีย ดินตะกอนปาชายเลน และน้ําเสีย

ปนเปอนน้าํมนั เปนตน (Lin และ Cai, 2008; Molina และคณะ, 2008; Guo และคณะ, 2010; 
Janbandhu และคณะ, 2011) 

ปจจุบันมีรายงานการคนพบแบคทีเรียจํานวนมากที่มีความสามารถในการยอยสลาย

PAHs โดยคัดแยกจากส่ิงแวดลอม ไดแก 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 กล่ันแกว (2550) คัด
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แยกแบคทีเรีย Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 จากดินบริเวณริมถนนราชดําเนิน ซึ่ง
เปนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไพรีน ฟแนนทรีน และ ฟลูออแรนทีน และพบตําแหนงของยีน 
nidA อยูบนเมกะพลาสมิด ซึ่งยีน nidA เปนยีนที่พบในแบคทีเรียแกรมบวก อยูในระบบเอนไซม
แนพธาลีนอินดิวสไดออกซิจีเนส (naphthalene induced dioxygenase: NID) และยีน nidA 
ประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาของไดออกซิจีเนส โดยมีขนาดยีน nidA ประมาณ 1,500 bp ซึ่ง
เปนประมวลรหัสเอนไซมที่อยูในกลุมของอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิงไดออกซิจีเนส (aromatic 
ring-hydroxylating dioxygenase) เปนเอนไซมตัวแรกท่ีเกี่ยวของในการยอยสลายไพรีนและฟ
แนนทรีน โดยเอนไซมทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนแกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนและ
นําไปสูการแตกวงอะโรมาติกแลวเขาสู TCA-cycle ไดเปนพลังงานเพื่อใชในการเจริญเติบโตของ
เซลลแบคทีเรีย (Khan และคณะ, 2001; Priefert และคณะ, 2004; Liang และคณะ, 2006; 
Doyle และคณะ, 2008) 

จากคุณลักษณะของ RN402 ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบท่ีตรวจพบยีน nidA ที่เกี่ยวของกับ
การยอยสลายไพรีนซึ่งมักพบในแบคทีเรียแกรมบวก โดยอาจเกิดไดจากการถายโอนยีนในแนว
ขวาง (horizontal gene transfer; HGT) ระหวางแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมซ่ึงเปนกระบวนการที่เกิด
ในธรรมชาติ ยีนที่สามารถถายโอนในแนวขวางตองอยูบนองคประกอบทางพันธุกรรมที่สามารถ
เคล่ือนที่ได (mobile genetic elements) ไดแก พลาสมิด ฟาจ (Phage) เปนตน โดยอาศัย
กระบวนการทรานสโพซิชั่น (transposition) คอนจูเกชัน (conjugation) และการแทรก (insertion) 
การถายโอนยีนไปยังแบคทีเรียโดยการถายโอนยีนในแนวขวางแบคทีเรียจะปรับตัวและรวมยีนที่ได

รับมาใหเขาไปอยูบนดีเอ็นเอของแบคทีเรีย ซึ่งกระบวนการนี้จัดเปนวิวัฒนาการของแบคทีเรียและ
ยังทําใหเกิดแบคทีเรียกลุมใหมที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษที่หลากหลายมากข้ึน

จากแบคทีเรียด้ังเดิม  ดังนั้นการถายโอนยีนในแนวขวางจึงเปนกระบวนการสําคัญในการกระจาย
ยีนและมีบทบาทในการบําบัดสารพิษที่ปนเปอนในส่ิงแวดลอม (Springael และคณะ, 2004; 
Sobecky และคณะ, 2009) นอกจากนี้เปนการชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษ
ใหกับแบคทีเรียด้ังเดิม    (Hedlund และ Staley, 2006; Jussila และคณะ, 2007; Jung และคณะ
, 2011)  

งานวิจัยนี้จึงมีเปาหมายงานวิจัยโดยมุงเนนการศึกษาลักษณะสมบัติเบ้ืองตนของ RN402 
ในการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีน โดยฟแนนทรีนเปนตนแบบการศึกษาการยอยสลายของ 
PAHs มวลโมเลกุลตํ่า และไพรีนเปนตนแบบการศึกษาการยอยสลายของ PAHs มวลโมเลกุลสูง 
ซึ่งงานวิจัยนี้ประกอบดวย การทดสอบรูปแบบการเจริญของ RN402 โดยการใชฟแนนทรีนและ

ไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน การตรวจหาตําแหนงและจํานวนชุดของยีน nidA และการ
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ทดสอบบทบาทของ พลาสมิดในการยอยสลายไพรีนโดยการทําพลาสมิดคิวร่ิง (plasmid curing) 
การเจริญของ RN402 ในอาหารเหลว LB ที่สภาวะตางๆ โดยประโยชนที่ไดรับจากงานวิจัยคร้ังนี้ 
เพื่อเปนขอมูลเบ้ืองตนในการเตรียมแบคทีเรียพรอมใชในรูปแบบแบคทีเรียสูตรน้ําของ RN402 
สําหรับการบําบัดสารพิษปนเปอนในส่ิงแวดลอม การประยุกตใชเทคนิคชีวโมเลกุล ในการการ
ตรวจติดตามการมีอยูและนับจํานวน RN402 ในระบบบําบัด รวมถึงขอบเขตของการประยุกตใช 
RN402 สําหรับการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําเพื่อใชในการบําบัดส่ิงแวดลอมที่ปนเปอนสารพิษ 
4.2 ขั้นตอนงานวิจัย 

4.2.1 การทดสอบรูปแบบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 โดย
การใชฟแนนทรีนและไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 

4.2.2 การตรวจหาตําแหนงของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ 
Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 และการทดสอบบทบาทของพลาสมิดในการยอยสลาย
ไพรีนโดยการทําพลาสมิดคิวร่ิง  

4.2.3 การตรวจหาจํานวนชุดของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ 
Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402  

4.2.4 การทดสอบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 ในอาหาร

เหลว LB ที่สภาวะตางๆ 
 

4.3 วัสดุอุปกรณและวิธีดําเนินงานวจิยั 
4.3.1 การทดสอบรูปแบบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 

โดยการใชฟแนนทรีนและไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
4.3.1.1 การเตรียมหัวเชื้อ 
 นําโคโลนีที่สรางบริเวณใสจากอาหารแข็ง CFMM ที่ถูกพนทับดวยไพรีน (รูปที่ 4.1) เล้ียง

ในอาหารแข็ง 0.25×LB ที่เติมไพรีนความเขมขน 100 ppm (ภาคผนวก ก) บมที่ 30°ซ เปนเวลา  2 
วัน จากน้ันนําโคโลนีเด่ียวที่เจริญไปเล้ียงในอาหารเหลว 0.05×LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ก) บมบนเคร่ืองเขยาที่ 30°ซ ดวยความเร็ว 200 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อ
ครบเวลาปนแยกเซลลดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที ที่ 4°ซ เปนเวลา 5 นาที 
จากนั้นลางเซลลในสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทําข้ันตอน
ดังกลาวซ้ําอีก 1 คร้ัง นําเซลลที่ไดมาแขวนลอยในอาหารเหลว CFMM วัดความขุนที่ความยาว
คล่ืน 600 นาโนเมตร และเจือจางสารแขวนลอยเซลลใหมีคาดูดกลืนแสงเทากับ 0.1 จากนั้นจึงนํา
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สารแขวนลอยเซลลไปเขยาบนเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวยความเร็ว 200 รอบ/นาทีเปนเวลา 
24 ชั่วโมง เพื่อใหแบคทีเรียใชสารอาหารที่สะสมอยูในเซลลใหหมดไป 

 

 
 
 

รูปที่ 4.1 ลักษณะโคโลนีของ RN402 ที่สรางบริเวณใสเม่ือเล้ียงบนอาหารแข็ง CFMM ที่พนทับ
ดวยไพรีนเปนเวลา 14 วัน  

 
4.3.1.2 การทดสอบรูปแบบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 

โดยการใชฟแนนทรีนและไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
สําหรับการทดลองรูปแบบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 โดย

การใชฟแนนทรีนและไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน โดยนําหัวเช้ือแบคทีเรีย จากขอ 
4.3.1.1 เติมลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติมฟแนนทรีนหรือไพรีนใหมี
ความเขมขนสุดทายเทากับ 100 ppm โดยมีจํานวนเซลลเร่ิมตนเทากับ 106 CFU/มิลลิลิตร บมบน
เคร่ืองเขยาที่ 30°ซ ดวยความเร็ว 200 รอบ/นาที เก็บตัวอยางเปนชวงเวลา โดยทําการทดลอง 3 
ซ้ํา สําหรับการทดลองประสิทธิภาพการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีน มีชุดการควบคุม 2 ชุด คือ 
อาหารเหลว CFMM ที่เติมฟแนนทรีนหรือไพรีน แตไมเติมเชื้อแบคทีเรีย และอาหารเหลว CFMM ที่
เติมเชื้อแบคทีเรียแตไมเติมฟแนนทรีนหรือไพรีน เก็บตัวอยางเพื่อวิเคราะหปริมาณแบคทีเรียดวย
วิธีการนับจํานวนเซลลที่มีชีวิต (viable plate count) และปริมาณฟแนนทรีนและไพรีนที่เหลืออยู
ในอาหารเหลวดวยวิธี HPLC ตามที่ระบุในขอ 3.1 

 



 
 

49 

4.3.2 การตรวจหาตําแหนงของยีน nidA และการทําพลาสมิดคิวร่ิง 
        4.3.2.1 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

โดยนําเซลล RN402 จากการเล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมฟแนนทรีนและไพรีน 50 
มิลลิลิตร ที่ผานการบมที่  30๐ซ เปนเวลา 7 วัน นําไปเขยาที่ 30๐ซ เปนเวลา16 ถึง 18 ชั่วโมง สกัด
จีโนมิกดีเอ็นเอจาก RN402 ตามที่ระบุในขอ 3.2  
 4.3.2.2 การทําพลาสมิดคิวร่ิงและการสกัดเมกะพลาสมิด 

นําเซลล RN402 ที่ผานการตอเช้ือในอาหารเหลว LB เปนจํานวน 3 คร้ัง โดยเซลล RN402 
ที่ผานการตอเชื้อจะไมมีประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีน สําหรับใชทดสอบบทบาทของพ

ลาสมิดในการยอยสลายไพรีนโดยการทําพลาสมิดคิวร่ิง โดย RN402 ที่ผานการตอเช้ือในอาหาร
เหลว LB เปนจํานวน 3 คร้ัง จะถูกเรียกวา cRN402 สกัดเมกะพลาสมิดของ RN402 และ 
cRN402 ตามวิธีที่ระบบในขอ 3.3 และสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลวิธีที่ระบบในขอ 3.4 

4.3.2.3 ตรวจหายีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนส ของ 
Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 4.3.2.1- 4.3.2.2 ประกอบดวย จีโนมิกดีเอ็นเอจาก RN402 
จากการเล้ียงในอาหารเหลว LB และอาหารเหลว CFMM ที่เติมฟแนนทรีนและไพรีน เมกะพลาส
มิดของ RN402จากการเล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน ทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อ
ใชเปนดีเอ็นเอแมแบบ โดยใชสวนผสมของสารในปฏิกิริยาและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่มียีน
เปาหมายเปนยีน nidA โดยใชไพรเมอร nidAF 5’-ATCTTCGGGCGCGGCTGGGTGTTTCTC 
GG-3’ และ nidAR 5’- AATTGTCGGCGGCTGTCTTCCAGTTCGC-3’ (Khan และคณะ 2001) 
ซึ่งผลิตภัณฑ ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส มีความยาวประมาณ 508 bp โดยที่ความเขมขนสุดทาย
ของสารแตละชนิดในปฏิกิริยาเปนดังนี้ สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 4.0 มิลลิโมลาร 
สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1xTaq DNA polymearase ปริมาณ 2.5 หนวย 
สารละลายไพรเมอร ความเขมขน 20 พิโคโมล ดีเอ็นเอแมแบบ ประมาณ 300 ng ปรับปริมาตรน้ํา
ดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดมีปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
หลังจากนั้นทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal cycler) 
โดยมีโปรแกรมดังนี้  

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

จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดย    ใชอะกา
โรสเจลเขมขน 2% ในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอโดยการ
เปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  

 
4.3.3 ตรวจหาจํานวนชุดของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ 

Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402  
นําจีโนมิกดีเอ็นเอจาก RN402 จากการเล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน จากขอ 

4.3.2.1 ตัดดวยเอนไซม BamHI ซึ่งเปนเอนไซมที่มีตําแหนงตัดอยูนอกบริเวณลําดับเบสของยีน 
nidA โดยทําสวนผสมของปฏิกิริยา (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 

ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37๐ซ เปนเวลา 16 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําสวนผสมของ

ปฏิกิริยาที่ไดทั้งหมด ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE 
(ภาคผนวก ข) ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 0.9 % (ภาคผนวก ข) เปนเวลา  25 
นาที โดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder จากนั้นนําอะกาโรสเจลที่ได
ไปตรวจติดตามจํานวนชุดของยีน nidA ดวยวิธีเซาเทิรนบลอทไฮบริไดเซชั่นดวยดีเอ็นเอติดตาม
ของยีน nidA ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.5 
 

4.3.4 ทดสอบการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ RN402 ในอาหารเหลว LB ที่
สภาวะตางๆ 

เตรียมหัวเชื้อ RN402 ตามวิธทีี่ระบุในขอ 3.3.1.1 ถายหวัเชื้อ RN402 ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ทีป่ริมาณเชื้อแบคทีเรียเร่ิมตน 106 MPN/มิลลิลิตร ลงใน จานหลุม 96 หลุม (96-well 
plate) ชนิดกนแบนซ่ึงมีอาหารเหลว LB ปริมาตร 180 ไมโครลิตร โดยแปรผันสภาวะตางๆ 
ดังตอไปนี้ คาความเขมขนของโซเดียมคลอไรดที่ 1 2 และ 3% (w/v) และคา pH ที ่2 4 9 และ 11 
ตามลําดับ และมีชุดควบคุมคือ อาหารเหลว LB ที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 0.5% และคา 
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pH 7 จากนั้นเจือจางหัวเช้ือต้ังแต 10-2-10-9 โดยทาํ 5 หลุม จาํนวน 3 ซ้ํา จากนั้นนาํไปบมที่ 30๐ซ 
นาน 2 วนั แลวนาํไปวัดความขุนที่ความยาวคล่ืน 630 นาโนเมตร นับจํานวนหลุมที่มกีารเจริญของ
แบคทีเรียของแตละความเจือจาง (dilution) และนาํไปเทียบกับตาราง MPN เพื่อคํานวณหา

จํานวนแบคทีเรียทั้งหมด (ภาคผนวก จ.) 
 

4.4 ผลการทดลอง 
4.4.1 การทดลองรูปแบบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 

โดยการใชฟแนนทรีนและไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
การศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีนของ RN402 ทําใหทราบ

รูปแบบการเจริญของแบคทีเรียโดยการใชฟแนนทรีนและไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
โดยการเลี้ยงหัวเชื้อของ RN402 ในอาหารเหลว CFMM ที่เติมฟแนนทรีนและไพรีนใหมีความ

เขมขนสุดทายเทากับ 100 มิลลิกรัม/ลิตร และวิเคราะหปริมาณฟแนนทรีนและไพรีนที่เหลืออยู 
พบวา RN402 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนทรีน เทากับ 99% ภายในเวลา 12 วัน มี
จํานวนของแบคทีเรียเพิ่มจํานวนจากเร่ิมตน 6.52 log CFU/มิลลิลิตร ไปเปน 8.05 log CFU/
มิลลิลิตร ซึ่งมีจํานวนของแบคทีเรียมากกวาในชุดควบคุม ดังแสดงในรูปที่ 4.2 

ประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนของ RN402 เทากับ 99% ภายในเวลา 16 วัน มี
จํานวนของแบคทีเรียเพิ่มจํานวนจากเร่ิมตน 6.60 log CFU/มิลลิลิตร ไปเปน 8.01 log CFU/
มิลลิลิตร  ซึ่งมีจํานวนของแบคทีเรียมากกวาในชุดควบคุมเชนเดียวกัน ดังแสดงในรูปที่ 4.3  

 
 
รูปที่ 4.2 ประสิทธิภาพการยอยสลายฟแนนทรีน และการเจริญของ RN402 โดยการใชฟแนนทรีน
เปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
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รูปที่ 4.3 ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนและการเจริญของ RN402 โดยการใชไพรีนเปนแหลง
คารบอนและพลังงาน 

จากผลการติดตามโครมาโทแกรมจากการวิเคราะห HPLC เพื่อติดตามการลดลงของ 
ฟแนนทรีนและไพรีน พบวามีพีคของสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายของฟแนนทรีนและ
ไพรีนโดย RN402 และพีคของสารมัธยันตรเพิ่มข้ึน ในขณะที่พีคของฟแนนทรีนและไพรีนกลับ
ลดลงเมื่อส้ินสุดการทดลอง ดังแสดงในรูปที่ 4.4 และ 4.5 

 
 

 
 

ก)                                                             ข) 
รูปที่ 4.4 โครมาโทแกรม HPLC จากการวิเคราะหปริมาณฟแนนทรีนและสารมัธยันตรที่เกิดข้ึน

จากการยอยสลายฟแนนทรีนโดย RN402 หลังจากบมเชื้อเปนเวลา ก) 0 วัน ข) 12 วัน  
 

ฟแนนทรีน ฟแนนทรีน 

สารมัธยันตร 
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ก)                                                             ข) 

รูปที่ 4.5 โครมาโทแกรม HPLC จากการวิเคราะหปริมาณไพรีนและสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนจากการ
ยอยสลายไพรีนโดย RN402 หลังจากบมเชื้อเปนเวลา ก) 0 วัน ข) 20 วัน  
 

4.4.2 การตรวจหาตําแหนงของยีน nidA ที่ประมวลรหสัไดออกซิจีเนสของ 
Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 

การตรวจหาตําแหนงของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนส โดยการสกัดจีโนมิกดีเอ็น
เอและเมกะพลาสมิดของ RN402 เพื่อใชเปนดีเอ็นแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใช
ไพรเมอร nidAF และ nidAR เพื่อระบุตําแหนงของยีน nidA จากการสกัดดีเอ็นเอพบจีโนมิกดีเอ็น
เอจาก RN402 จากการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB และ CFMM ที่เติมไพรีน แตเมื่อสกัด   
เมกะพลาสมิดจาก cRN402 ซึ่งไดจากการตอเช้ือในอาหารเหลว LB เปนจํานวน 3 คร้ัง ซึ่งเซลล
ของ cRN402 ที่ผานการตอเชื้อจะถูกนําไปทดสอบการยอยสลายไพรีนในอาหารเหลว CFMM 
และวิเคราะหปริมาณไพรีนที่เหลืออยูดวย HPLC เพื่อยืนยันวาไมเกิดการยอยสลายไพรีน จากรูปที่ 
4.6 ไมพบดีเอ็นเอที่เปนเมกะพลาสมิดจาก cRN402 ในขณะที่ตรวจพบดีเอ็นเอที่เปนเมกะพลาส
มิดจากการเล้ียงแบคทีเรียใน CFMM ที่เติมไพรีน  

 
 
 
 
 
 

ไพรีน สารมัธยันตร 

ไพรีน 
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     1      2 

 
 
รูปที่ 4.6 ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีสกัดเมกะพลาสมิด ชองวิ่งท่ี 1: เมกะพลาส

มิดของ RN402 ที่เล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน ชองวิ่งที่ 2: เมกะพลาสมิดของ 
cRN402 ที่เล้ียงในอาหารเหลว LB  
 

การตรวจหาตําแหนงของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรส พบผลิตภัณฑ PCR ขนาดตามที่คาดหวัง 508 bp เมื่อใชไพรเมอร nidAF และ nidAR โดย
ใชดีเอ็นเอที่สกัดจากอาหารเหลว CFMM ที่เติมฟแนนทรีน และไพรีน ดีเอ็นเอจากเมกะพลาสมิด
ของ RN402 ที่สกัดจากการเล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน แตเมื่อใชดีเอ็นเอที่สกัดจาก
อาหารเหลว LB ไมพบผลิตภัณฑ PCR แสดงดังรูปที่ 4.7 

 
รูปที่ 4.7 ขนาดช้ินผลิตภัณฑ ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส บริเวณยีน nidA ชองวิ่ง M: ดีเอ็นเอ 
100 bp ladder ชองวิ่งท่ี 1: ดีเอ็นเอจาก cRN402 ชองวิ่งท่ี 2: ดีเอ็นเอจาก RN402 ที่สกัดจาก
การเล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมฟแนนทรีน ชองวิ่งที่ 3: ดีเอ็นเอจาก RN402 ที่สกัดจากการ
เล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน ชองวิ่งท่ี 4: ตัวแปรควบคุมผลลบ (น้ําปลอดประจุ) ชอง
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 ที่เติมไพรีนซ่ึงผาน
การตัดดวยเอนไซม BamHI เพื่อตรวจหาจํานวนชุดของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสและ
เปนขอมูลเบ้ืองตนสําหรับใชตรวจติดตามการมีอยูและนับจํานวนของ RN402 โดยเทคนิคชีว

โมเลกุล จากการทดลองพบภาพสัญญาณจากเซาทเทิรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตามที่สราง
ข้ึนจากผลิตภัณฑ PCR ยีน nidA บนดีเอ็นเอของ RN402 มีจํานวน 1 ชุดยีน และมีขนาดประมาณ 
16 กิโลเบส โดยสังเกตจากสัญญาณไฮบริไดเซชันที่เกิดข้ึนซ่ึงมีลักษณะเปนแถบสีดําในชองที่ 2 
ของรูปที่ 4.8 

 

   M       1        2   

 

               ก)            ข) 

 

รูปที่ 4.8 ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มี ชองวิ่ง M: ดีเอ็นเอ Lambda HindIII ladder ชองวิ่งท่ี 1:    
ดีเอ็นเอจาก RN402 ที่สกัดจากการเล้ียงในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน ซึ่งผานการตัดดวย
เอนไซม BamHI  ข) ภาพสัญญาณจากเซาทเทิรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตามที่สรางข้ึนจาก
ผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสยีน nidA (บริเวณลูกศรชี้แสดงถึงสัญญาณที่เกิดข้ึน)  

4.4.4 การทดสอบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 ใน
อาหารเหลว LB ที่สภาวะตางๆ 
 การทดสอบการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ RN402 ในอาหารเหลว LB ที่สภาวะตางๆ 
เพื่อเปนขอมูลเบ้ืองตนสําหรับการประยุกต RN402 ในรูปแบบแบคทีเรียสูตรน้ําและทําใหทราบถึง

23,130 bp 
9,416 bp 
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ขอบเขตการใชงานเพื่อบําบัดสารพิษในส่ิงแวดลอมที่สภาวะตางๆ ในเบ้ืองตน พบวา RN402 
สามารถเจริญในสภาวะที่มีคาเค็มที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 1 และ 2 % และสามารถ
เจริญไดในสภาวะที่เปนดางที่คา pH 9 และเจริญไดดีที่สุดในอาหารเหลว LB ที่ความเขมขนของ
โซเดียมคลอไรด 0.5% ที่คา pH 7 ดังแสดงในตารางที่ 4.1  
 
ตารางที่ 4.1 ผลการทดสอบการเจริญของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 ในอาหาร
เหลว LB ที่สภาวะตางๆ 

สภาวะของอาหารเหลว LB MPN/มิลลิลติร 

ชุดควบคุม* 2.15 × 108 ± 0.40 

ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด  
1%NaCI 3.13 × 108 ± 0.16 
2%NaCI 3.87 × 106 ± 0.16 
3%NaCI 0.00 

ความเปนกรด-ดาง  
pH 2 0.00 
pH 4 0.00 
pH 9 7.63 × 107 ± 0.19 
pH 11 0.00 

 
หมายเหตุ  ชุดควบคุม คือ อาหารเหลว LB ที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 0.5% ที่คา pH 7 

 
4.5 อภิปรายผลการทดลอง 

จากการศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีนของ RN402 ทําใหทราบ
ถึงรูปแบบการเจริญของแบคทีเรียโดยการใชฟแนนทรีนและไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
จากการทดลอง พบวา RN402 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนทรีน เทากับ 99% ภายใน
เวลา 12 วัน และ ไพรีน 99% เวลา 20 วัน จากการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีนของ RN402 ที่มี
ประสิทธิภาพสูงใน ทําใหเห็นศักยภาพในการประยุกต RN402 ในการบําบัดฟแนนทรีนและไพรีนที่
ปนเปอนในส่ิงแวดลอม และการเตรียมหัวเช้ือแบคทีเรียในอาหารที่มีปริมาณคารบอนมีผลตอ
ประสิทธิภาพการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีน ซึ่งในการทดลองนี้ใชอาหารเหลว 0.05xLB เพื่อ
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เตรียมหัวเชื้อ โดยเปรียบเทียบกับผลการทดลองของพิริยะ (2550) ที่เตรียมในอาหารเหลว 0.1xLB 
พบวา  ประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนทรีนเพิ่มข้ึนจาก 96 % ไปเปน 99% จากความเขมขน
ฟแนนทรีนเร่ิมตน 100 ppm ภายในเวลา 12 วัน และประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนเพิ่มข้ึน
จากประมาณ 70 % ไปเปน 99% จากความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 100 ppm ภายในเวลา 20 วัน  

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนกับแบคทีเรียสายพันธุตางๆ พบวา 
RN402 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายไดสูงกวาแบคทีเรียหลายสายพันธุ ไดแก 
Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ PYR-1 มีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน 48 % ความ
เขมขนไพรีนเร่ิมตน 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ภายในเวลา 72 ชั่วโมง (Heitkamp และคณะ,1988) 
Gordonia สายพันธุ HBS1  มีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน 97 % ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 
50 ppm ภายในเวลา 17 วัน (Xu และคณะ, 2011) Bacillus cereus สายพันธุ Py5 และ Bacillus 
megaterium สายพันธุ Py6 มีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน 65 และ 33% ความเขมขนไพรีน
เร่ิมตน 50 ppm ภายในเวลา 21 วัน (Lin และ Cai, 2008) Klebsiella oxytoca สายพันธุ PYR-1 
มีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน 18% ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 12 ppm ภายในเวลา 18 วัน 
(Zhang และ Zhu, 2012) เปนตน ในปค.ศ. 2012 Patel และคณะ (2012) คัดแยก 
Pseudoxanthomonas sp สายพันธุ DMVP2 จากดินตะกอนแมน้ํา ซึ่งแบคทีเรียสายพันธุนี้มี
ความสามารถในการยอยสลายฟแนนทรีน 300 ppm ใหหมดไปภายใน 3 วัน นอกจากนี้ไดสรุป
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน ฟแนนทรีน และสารประกอบ PAHs ชนิดอ่ืนๆ แสดง
ในตารางที่ 4.2   

จากการมีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีนของ RN402 แสดงใหเห็น
ศักยภาพในการประยุกตใช RN402 เพื่อเปนหัวเช้ือในการบําบัดฟแนนทรีนและไพรีนที่ปนเปอนใน
ส่ิงแวดลอมตอไป 
 
ตารางที่ 4.2 ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน ฟแนนทรีน และสารประกอบ PAHs ชนิดอ่ืนๆของ
แบคทีเรียสายพันธุตางๆ  

ชนิดของแบคทีเรีย การยอยสลายไพรีน 
และ ฟแนนทรีน 

การยอยสลายสาร 
ประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆ 

เอกสารอางอิง 

 
Mycobacterium vanbaalenii 
สายพันธุ PYR-1  
 

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

 
แนพธาลีน ฟแนนทรีน 
ฟลูออแรนธีน เบนโซ[เอ]
ไพรีน เปนตน 

 
Heitkamp และคณะ
(1988); Moody และ
คณะ (2004) 
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ชนิดของแบคทีเรีย การยอยสลายไพรีน 
และ ฟแนนทรีน 

การยอยสลายสาร 
ประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆ 

เอกสารอางอิง 

 
Rhodococcus sp. สายพันธุ 
UW1 

ไพรีน 500 ppm ได 
72% ในเวลา 2 สัปดาห 
 

ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน 
และ ไครซีน เปนตน 

Walter และคณะ 
(1991) 

Sphingomonas sp. สายพันธุ 
P2 

ฟแนนทรีน 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 
 

ฟแนนทรีน 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 

ฟแนนทรีน แอนทราซีน 
ฟลูออแรนธีน และเบนโซ
[เอ]ไพรีน  
 

Zeng และคณะ 
(2010) 

Ochrobactrum sp.  สายพันธุ 
CH-19  

ฟแนนทรีน 1,000 ppm 
ได 90% ในเวลา 7 วัน 
 

- Chang และคณะ 
(2011) 

Achromobacter insolitus  
สายพันธุ MHF ENV IV 

ฟแนนทรีน 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 

ฟแนนทรีน 250 ppm 
ได 93% ในเวลา 6 วัน 

แอนทราซีน Reddy และคณะ 
(2011) 
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ชนิดของแบคทีเรีย การยอยสลายไพรีน 
และ ฟแนนทรีน 

การยอยสลายสาร 
ประกอบ PAHs ชนิดอื่นๆ 

เอกสารอางอิง 

 
Sphingomonas สายพันธุ 
B22 

ฟแนนทรีน 26 ppm ได 
96 % ในเวลา 3 วัน 
 

ฟลูออแรนธีน Madueño และคณะ 
(2011) 

Streptomyces สายพันธุ ERI-
CPDA-1 

ฟแนนทรีน 1,000 ppm 
ได 14% ในเวลา 7 วัน 
 

แนพธาลีน Balachandran และ
คณะ (2012) 

Pseudoxanthomonas sp 
สายพันธุ DMVP2   

ฟแนนทรีน 300 ppm 
ได 100% ภายใน 3 วัน 
 

ไพรีน ฟลูออแรนธีน Patel และคณะ 
(2012) 

Pseudoxanthomonas sp 
สายพันธุ RN402   

ฟแนนทรีน และไพรีน 
100 ppm ได 100% 
ภายใน 12 และ 20 วัน 

ฟลูออแรนทีน งานวิจัยคร้ังนี้  

 
ในงานวิจัยของ พิริยะ (2550) รายงานวา RN402 เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีความสามารถ

ในการยอยสลายไพรีนที่จัดเปนสารประกอบ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง และมียีน nidA เปนยีนที่
เกี่ยวของกับการยอยสลายไพรีนซึ่งมักพบในแบคทีเรียแกรมบวกในกลุมแบคทีเ รียสกุล 
Mycobacterium ไดแก 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) เปน
ตน   และพบยีน nidA อยูบนเมกะพลาสมิดของ RN402 โดยการทําไฮบริไดเซชันพบวาเกิด
สัญญาณข้ึนกับเมกะพลาสมิดของ RN402 แตเนื่องจากสัญญาณท่ีเกิดข้ึนไมชัดเจน ดังนั้นในการ
วิจัยคร้ังนี้จึงทดลองตรวจหาตําแหนงของยีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสดวยปฏิกิริยาลูกโซ
พอลิเมอเรส โดยการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอและเมกะพลาสมิดของ RN402 เพื่อใชเปนดีเอ็นแมแบบ
ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอร nidAF และ nidAR เพื่อระบุตําแหนงของยีน nidA 
จากการทดลองพบผลิตภัณฑ PCR การใชดีเอ็นเอที่สกัดจาก RN402 ที่เล้ียงในอาหารเหลว 
CFMM ที่เติมฟแนนทรีนและไพรีน แตเม่ือใชดีเอ็นเอที่สกัดจาก RN402 ที่เล้ียงในอาหารเหลว LB 
ไมพบผลิตภัณฑ PCR และเม่ือสกัดเมกะพลาสมิดจาก RN402 ที่เล้ียงในอาหารเหลว LB และ
อาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน พบดีเอ็นเอที่เปนเมกะพลาสมิดจาก RN402 ที่เล้ียงในอาหาร
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เหลวที่เติมไพรีนแตไมพบในอาหารเหลว LB และพบผลิตภัณฑ PCR การใชดีเอ็นเอจากเม

กะพลาสมิดของ RN402 แสดงใหเห็นวา ยีน nidA อยูบนเมกะพลาสมิด ดังในรูปที่ 4.5 และเม่ือนํา
เซลล RN402 ที่เล้ียงในอาหารเหลว LB มาใชเปนหัวเช้ือเพื่อทดสอบประสิทธิภาพการยอยไพรีน 
พบวา หัวเชื้อดังกลาวไมสามารถยอยสลายไพรีนซ่ึงสอดคลองกับการไมพบเมกะพลาสมิดและไม
พบผลิตภัณฑ PCR ในดีเอ็นเอที่สกัดจาก RN402 ที่เล้ียงในอาหารเหลว LB แสดงวา ยีน nidA อยู
บนเมกะพลาสมิดของ RN402 เกี่ยวของกับความสามารถยอยสลายฟแนนทรีนและไพรีน  

การมีอยูของยีน nidA บน RN402 ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ แตตรวจพบยีนที่เกี่ยวของ
กับการยอยสลายไพรีนซ่ึงมักพบในแบคทีเรียแกรมบวก โดยอาจเกิดไดจากการถายโอนยีนในแนว
ขวาง (horizontal gene transfer; HGT) ระหวางแบคทีเรียในส่ิงแวดลอมซ่ึงเปนกระบวนการที่เกิด
ในธรรมชาติ ยีนที่สามารถถายโอนในแนวขวางตองอยูบนองคประกอบทางพันธุกรรมที่สามารถ
เคล่ือนที่ได (mobile genetic elements) ไดแก พลาสมิด ฟาจ (Phage) เปนตน โดยอาศัย ทรานส
โพซอน (transposons) คอนจูเกชัน (conjugation) และ การแทรก (insertion) การถายโอนยีนไป
ยังแบคทีเรียโดยการถายโอนยีนในแนวขวางแบคทีเรียจะปรับตัวและรวมยีนที่ไดรับมาใหเขาไปอยู

บนดีเอ็นเอของแบคทีเรีย ซึ่งกระบวนการนี้จัดเปนวิวัฒนาการของแบคทีเรียและยังทําใหเกิด
แบคทีเรียกลุมใหมที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษที่หลากหลายมากข้ึนจากแบคทีเรีย

ด้ังเดิม  ดังนั้นการถายโอนยีนในแนวขวางจึงเปนกระบวนการสําคัญในการกระจายยีนและมี
บทบาทในการบําบัดสารพิษที่ปนเปอนในส่ิงแวดลอม (Springael และคณะ, 2004; Sobecky 
และคณะ, 2009) ในกรณีของ RN402 อาจเกิดจากพลาสมิดของ RN402 ไดรับการถายโอนยีน 
nidA มาจากแบคทีเรียสกุล Mycobacterium ที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน ทําให
แบคทีเรีย RN402 มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน    

ในกรณีการถายโอนมาจากแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษ ไดแก 
การพบยีน ndoB บน Pseudomonas sp. หลายๆ สายพันธุ ที่คัดแยกจากดินจากแอนตารกติกที่มี
การปนเปอนของสารปโตรเลียม โดยยีน ndoB ที่อยูบนเมกะพลาสมิดมาจากการถายโอนยีนแนว
ขวาง (Ma และคณะ, 2005) การพบยีน nahAc บนแบคทีเรียสายพันธุใหม Pseudoalteromonas 
sp. สายพันธุ EH-2-1 จากน้ําทะเล สามารถยอยสลายแนพธาลีนได และยีน nahAc ที่พบมีลําดับ
นิวคลีโอไทดมีความคลายกับ nahAc ของ Neptunomonas naphthovorans สายพันธุ 
ATCC700637T แสดงใหเห็นวา Pseudoalteromonas sp. สายพันธุ EH-2-1 ไดรับยีนจากการ
ถายโอนยีนแนวขวาง (Hedlund และ Staley, 2006)  การถายโอนยีนแนวขวางของยีน xplAB  
Gordonia sp. สายพันธุ KTR9 ไปสู Gordonia polyisoprenivorans Rhodococcus jostii สาย
พันธุ RHA1 และ Nocardia sp. สายพันธุ TW2 ทําใหแบคทีเรียเหลานี้มีความสามารถในการยอย
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สลายสารวัตถุระเบิด (RDX) (Jung และคณะ, 2011) จากคุณลักษณะเบ้ืองตนของ RN402 ที่ยีน 
nidA บนเมกะพลาสมิดซ่ึงเปนองคประกอบทางพันธุกรรมที่สามารถเคล่ือนที่ไดมีโอกาสสูงในการ
เกิดถายโอนยีนแนวขวาง ทําใหยีน nidA บนเมกะพลาสมิดสามารถถายโอนยีนไปสูแบคทีเรีย

ด้ังเดิมที่อยูในสิ่งแวดลอม และเปนการชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนทรีนและ
ไพรีนใหกับแบคทีเรียด้ังเดิม ซึ่งเปนขอดีเนื่องจากแบคทีเรียด้ังเดิมจะสามารถทนทานกับ
สภาพแวดลอมนั้นๆ ได 

การตรวจหาจํานวนชุดของยีน nidA พบภาพสัญญาณจากเซาทเทิรนไฮบริไดเซชันดวยดี
เอ็นเอติดตามที่สรางข้ึนจากผลิตภัณฑ PCR ยีน nidA บนดีเอ็นเอของ RN402 มีจํานวน 1 ชุดยีน 
และมีขนาดประมาณ 16 กิโลเบส ดังแสดงในรูปที่ 4.7 แสดงใหเห็นวา 1 ชุดยีน มีจํานวนของ 
RN402  เทากับ 1 เซลล เพื่อเปนขอมูลเบ้ืองตนสําหรับใชตรวจติดตามการมีอยูและนับจํานวนของ 
RN402 โดยวิธี real-time PCR ตอไป 

จากงานวิจัยคร้ังนี้ทําใหทราบขอมูลเกี่ยวกับคุณลักษณะเบ้ืองตนของ RN402 วามียีน 
nidA บนเมกะพลาสมิดซ่ึงสามารถถายโอนยีนไปสูแบคทีเรียด้ังเดิมที่อยูในส่ิงแวดลอมและชวย

เพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายพิษ และมีจํานวนชุดยีน nidA เทากับ 1 ชุดยีน และเทากับ
จํานวนของ RN402  1 เซลล เพื่อเปนขอมูลเบ้ืองตนสําหรับใชนับจํานวนของ RN402 โดยเทคนิค
ทางชีวโมเลกุล นอกจากนี้ RN402 เจริญไดในสภาวะที่มีคาเค็มที่ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 
1 และ 2 % และสามารถเจริญไดในสภาวะที่เปนดางที่คา pH 9 จากคุณลักษณะทั้งหมดทําใหเห็น
ศักยภาพในการนํา RN402 ไปประยุกตใชสําหรับการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําเพื่อใชในการบําบัด

สารพิษปนเปอนในส่ิงแวดลอมตอไป 
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บทที่  5 

 พัฒนาวิธีการผลิตสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 ที่มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน และการประยุกตใช

บําบัดดินปนเปอนไพรีน 

5.1 บทนํา 
การปนเปอน PAHs ในส่ิงแวดลอมเกิดข้ึนไดหลายสาเหตุ เชน จากการเผาไหมน้ํามัน

เชื้อเพลิง ถานหิน ไม ถาน การเผาไหมในเคร่ืองยนต และการร่ัวไหลของผลิตภัณฑปโตรเลียมจาก
การขนสงและจากอุบัติเหตุ  เนื่องจาก PAHs หลายชนิดมีความเปนพิษทั้งแบบเฉียบพลันและแบบ
เร้ือรัง เปนสารเหนี่ยวนํากอใหเกิดการกลายพันธุ กอมะเร็ง และกอใหเกิดความผิดปกติของทารก
ในครรภของส่ิงมีชีวิต (Jameson และคณะ, 2004; Johnsen และคณะ, 2007; Peng และคณะ, 
2008; Haritash และ Kaushik, 2009) และจากสมบัติของ PAHs มวลโมเลกุลใหญต้ังแต 4 วงข้ึน
ไป ซึ่งมีความเปนพิษสูงและสลายตัวไดยากจะถูกดูดซับโดยสารอินทรียที่อยูในดิน ทําให PAHs ที่
ถูกดูดซับในดินมีความคงตัว และยากตอการสลายตัวมากข้ึน จึงนําไปสูการสะสมในหวงโซอาหาร 
(Potin และคณะ 2004; Johnsen  และคณะ. 2005) ดังนั้นการปนเปอนการปนเปอน PAHs ใน
ส่ิงแวดลอมจึงเปนปญหาสําคัญที่ตองแกไข วิธีการหนึ่งที่มีประสิทธิภาพในการกําจัด PAHs ออก
จากส่ิงแวดลอม คือ bioaugmentation เปนวิธีหนึ่งในการบําบัดโดยชีววิธี  โดยการเติมจุลินทรียที่
มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษลงในพื้นที่ปนเปอนสารพิษ จุลินทรียดังกลาวจะเปล่ียน
รูปแบบของสารพิษใหอยูในรูปไมเปนพิษหรือเปนพิษนอยลง โดยอาศัยการเจริญเติบโตของ
ส่ิงมีชีวิต   (Vidali และคณะ, 2001; Mrozik และ Piotrowska-Seget, 2010) ปจจุบันมีรายงาน
การคนพบแบคทีเรียจํานวนมากท่ีมีความสามารถในการยอยสลาย PAHs โดยคัดแยกจาก
ส่ิงแวดลอม ไดแก 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) 

การประยุกตใชจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพและเหมาะสมกับวิธี bioaugmentation เปน
กุญแจสําหรับที่จะทําใหการบําบัดสารพิษโดยชีววิธีประสบผลสําเร็จได จุลินทรียที่เหมาะสม
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สําหรับวิธี bioaugmentation มีคุณลักษณะดังตอไปนี้ จุลินทรียตองเจริญเติบโตไดอยางรวดเร็ว 
เพาะเล้ียงไดงาย ทนทานตอสารพิษที่ความเขมขนสูง คงประสิทธิภาพการยอยสลายสารพิษและมี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงเมื่ออยูในส่ิงแวดลอม (Cunliffe และคณะ, 2006; Mrozik 
และ Piotrowska-Seget, 2010) นอกจากนี้การมี catabolic genes อยูบนพลาสมิดของจุลินทรีย
สําหรับ bioaugmentation สามารถถายโอนยีนทางพลาสมิดไปยังแบคทีเรียในทองถิ่นเปนการเพิ่ม
ยอยสลายสารพิษทําใหสารพิษที่ปนเปอนในส่ิงแวดลอมถูกกําจัดไดเร็วข้ึน (Springael และ Top, 
2004; Quan และคณะ, 2010) สอดคลองกับงานวิจัยคร้ังนี้เลือกใช Pseudoxanthomonas sp. 
สายพันธุ RN402 ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน และตรวจพบ
ยีน nidA ซึ่งประมวลรหัสหนวยยอยแอลฟาของเทอรมินัลไดออกซิจีเนสของเอนไซมที่เกี่ยวของกับ
การยอยสลายไพรีนและสารประกอบ PAHs ชนิดอ่ืนๆ  ซึ่งจากผลการทดลองในบทที่ 2 พบวา 
Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 มียีน nidA บนเมกะพลาสมิด  ดวยลักษณะสมบัติ
ขางตนของ Pseudoxanthomonas sp. RN402 ชี้ใหวา Pseudoxanthomonas sp. RN402 มี
ความเหมาะสมกับการประยุกตเปนหัวเช้ือสําหรับ bioaugmentation  ในการบําบัดสารพิษ

ปนเปอนในส่ิงแวดลอม   
จุลินทรียสูตรน้ําเปนหนึ่งทางเลือกในการเก็บหัวเช้ือเชิงพาณิชยกอนที่จะนําไปประยุกตใช

ในการบําบัดสารพิษในส่ิงแวดลอม จุลินทรียสูตรน้ําคือเซลลจุลินทรียที่มีชีวิตถูกแขวนลอยใน

ของเหลวหรือที่เรียกวา liquid formulation เพื่อใหอยูในสภาวะพรอมใชและเก็บรักษาไดยาวนาน 
ทั้งยังคงประสิทธิภาพอยูตลอดการเก็บรักษา ขอดีหลายประการของการเตรียมจุลินทรียสูตรน้ํา 
เชน วิธีการผลิตไมซับซอน ไมจําเปนตองใชเคร่ืองมือที่มีราคาแพง ทําใหประหยัดคาใชจายในการ
ผลิต การใชงานทําไดงาย สะดวก และมีคาใชจายตํ่าอีกดวย (Torres และคณะ 2003; Melin และ
คณะ, 2006; Melin และคณะ, 2010) จึงทําใหการผลิตจุลินทรียสูตรน้ําเปนวิธีการหนึ่งที่มีความ
นาสนใจสําหรับการนําไปประยุกตใชในการผลิตหัวเช้ือแบคทีเรียพรอมใชสําหรับยอยสลาย

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม อยางไรก็ตามจําเปนตองมีการศึกษาปจจัย
ตางๆ ในการผลิตจุลินทรียสูตรน้ําเพื่อใหจุลินทรียมีอัตรารอดชีวิตสูงหลังการเก็บรักษา และมี
ประสิทธิภาพในการทํางานตลอดการเก็บรักษา เชน การปรับคา water activity การเติมสารรักษา
สภาพจุลินทรีย (protective agents) อุณหภูมิในการเก็บรักษา ปริมาณเซลลเร่ิมตน เปนตน 

(Abadias และคณะ, 2003; Torres และคณะ, 2003; Tittabutra และคณะ, 2007; Albareda 
และคณะ, 2008; Liu และคณะ, 2009) ตัวอยางรายงานวิจัยที่ผานมาของ Melin และคณะ 
(2006) ศึกษาอุณหภูมิการเก็บเช้ือที่มีผลตอการเก็บ Pichia anomala ที่มีประสิทธิภาพเปนสาร
ควบคุมชีวอินทรีย ในการยับยั้งเชื้อราบนเมล็ดธัญพืช โดยการเก็บแบบสูตรน้ําในระยะยาว ที่
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อุณหภูมิต้ังแต -20 ถึง 30 °ซ พบวาหลังการเก็บเชื้อที่ 4 และ 10 °ซ เปนเวลาหนึ่งเดือนมี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียของเซลลถึง 75-90% รวมทั้งการเติมทรีฮาโลสซึ่งเปนสาร
รักษาสภาพจุลินทรียชวยทําใหมีอัตราการอยูรอดของเชื้อมากข้ึนเมื่อเก็บเช้ือที่ 20 และ 30 °ซ 
นอกจากนี้ Manikandan และคณะ (2010) ศึกษาการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรียเพื่อชวยการ
เก็บรักษา Pseudomonas fluorescens sp. สายพันธุ Pf1 ที่มีประสิทธิภาพเปนสารควบคุมชีว
อินทรียในการยับยั้งโรคในมะเขือเทศ พบวาการเติมกลีเซอรอลในอาหารเหลว nutrient broth ทํา
ใหแบคทีเรียอยูรอดมากกวา 9.5 × 107 CFU/มิลลิลิตร หลังการเก็บที่ 25 °ซ เปนเวลา 6 เดือน 
ขณะที่กลุมควบคุมที่ไมเติมกลีเซอรอล แบคทีเรียตายหมดภายใน 3 เดือน นอกจากนี้การเตรียมหัว
เช้ือในอาหารตางชนิดกันมีผลตอการรอดชีวิต กระบวนการเผาผลาญสารอาหารของแบคทีเรีย 
และการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายของแบคทีเรียในการบําบัดดินปนเปอน

สารพิษ (Cunliffe และคณะ, 2006) จากงานวิจัยของ Karabikal และคณะ (2009) พบวาการ
ประยุกตใชหัวเช้ือ Mycobacterium sp. สายพันธุ  Spyr1 ในรูปแบบที่แขวนลอยเซลลในอาหาร
เหลว M9MM  มีประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนที่ปนเปอนในระบบนิเวศจําลองดิน สูงกวา
การใชหัวเชื้อแบบเซลลตรึง ดังนั้นจุลินทรียสูตรน้ําเปนวิธีการหนึ่งที่มีความนาสนใจในการ

ประยุกตใชในการบําบัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในดินโดยชีววิธี โดยจุลินทรียสูตรน้ําที่ดีตองมี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูง เก็บรักษาไดยาวนาน อีกทั้งยังคงประสิทธิภาพการยอย
สลายสารพิษของจุลินทรียตลอดการเก็บรักษา  

ในการดําเนินระบบบําบัดอยางมีประสิทธิภาพ จําเปนตองตรวจติดตามความเขมขนของ
สารพิษที่เหลืออยู และจํานวนของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอน เพื่อใชเปนขอมูลในการปรับสภาพแวดลอมในระบบบําบัดใหเหมาะสมตอกิจกรรม
ของจุลินทรีย เชน การเติมสารอาหาร การเติมอากาศ การเติมจุลินทรีย เปนตน (Sayler และคณะ, 
1995; Phrommanich และคณะ, 2009) ดังนั้นการประยุกตใชเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลในการตรวจ
ติดตามจุลินทรียจึงเปนวิธีที่นาสนใจวิธีหนึ่ง เนื่องจากวิธีการตรวจติดตามนี้มีความรวดเร็วกวาวิธี
นับจํานวนจุลินทรียซึ่งตองใชเวลานานสําหรับการเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติการ ในขณะที่การตรวจ
ติดตามจุลินทรียดวยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลสามารถดําเนินไดอยางสะดวกและรวดเร็วโดยการ

สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางจากสิ่งแวดลอมและตรวจติดตามไดทันทีและมีความแมนยําสูง เนื่องจาก
เปนการติดตามยีนที่ประมวลรหัสของเอนไซมที่มีบทบาทในการยอยสลายปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนไดโดยตรงทําใหทราบกิจกรรมของจุลินทรียในระบบ และทําใหทราบจํานวน
เช้ือจุลินทรียที่มีบทบาทในการยอยสลายสารพิษในระบบบําบัด เพื่อใชเปนขอมูลในการควบคุม
และดําเนินงานของระบบบําบัดอยางมีประสิทธิภาพ ( Phrommanich และคณะ, 2009; Shi และ
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คณะ, 2010) ตัวอยางการตรวจติดตามจุลินทรียโดยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล    ไดแก การศึกษา
การเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียโดยวิธี denaturing gradient gel electrophoresis 
(DGGE) (Zhou และคณะ, 2009) การตรวจนับจํานวนยีนที่ประมวลรหัสของเอนไซมที่มีบทบาท
ในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดย real-time qPCR (Cébron และคณะ, 2008) ซึ่งมี
การประยุกตใชกับตัวอยางจากส่ิงแวดลอมหลายชนิดไดแก ดิน (Phrommanich และคณะ, 2009) 
น้ําใตดิน (Kao และคณะ, 2010) และน้ําเสียและสลัดจจากระบบบําบัดน้ําเสีย (Shannon และ
คณะ, 2007) 

งานวิจัยนี้จึงมีเปาหมายงานวิจัยโดยมุงหาวิธีการเตรียมแบคทีเรียพรอมใชในรูปแบบ

แบคทีเรียสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. RN402 ใหมีอายุการเก็บรักษาที่ยาวนาน มี
ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนและปโตรเลียมไฮโดรคารบอนตลอดการเก็บรักษา มีตนทุนตํ่า ซึ่ง
ในงานวิจัยนี้เลือกใชไพรีนเปนตนแบบเพื่อทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายของแบคทีเรียสูตร

น้ํา เนื่องจากไพรีนเปนตัวแทนของ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง ซึ่งถูกจัดอยูใน PAHs 16 ชนิด เปน
สารพิษอันตรายที่ควรใหความสําคัญ (Cerniglia และคณะ, 1992) นอกจากนี้ขอมูลที่ไดจากการ
ทดสอบสามารถนําไปใชเปนขอมูลพื้นฐานในการประยุกตแบคทีเรียสูตรน้ําในการยอยสลาย

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ ตอไป และการประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ําในการบําบัดดิน
ปนเปอนไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน พรอมทั้งการตรวจติดตามจุลินทรียในระบบนิเวศจําลองดิน
ดวยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล โดยประโยชนที่ไดรับจากงานวิจัยคร้ังนี้ เพื่อสามารถผลิตแบคทีเรีย
สูตรน้ําที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนอยูในส่ิงแวดลอม

และมีตนทุนตํ่าในการผลิต  และเปนขอมูลเบ้ืองตนในการตอยอดงานวิจัยของจุลินทรียที่คัดแยกได
จากหนวยปฏิบัติการวิจัยการบําบัดมลพิษทางส่ิงแวดลอมโดยชีววิธี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ใน
การผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําจากจุลินทรียสายพันธุตางๆ ในเชิงพาณิชยและประยุกตใชแบคทีเรียสูตร
น้ําสําหรับบําบัดมลพิษในส่ิงแวดลอม เพื่อลดการนําเขาหัวเชื้อจุลินทรียจากตางประเทศ 

5.2 ขั้นตอนงานวิจยั 
5.2.1 พัฒนาวิธีการผลิตสตูรนํ้าของ Pseudoxanthomonas sp. RN402 ที่มี

ประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีน 
1) คัดเลือกสารละลายทีเ่หมาะสมสําหรับแขวนลอยเซลล 
2) พัฒนาแบคทีเรียสูตรน้ําโดยการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย 
3) ทดสอบระยะเวลาการเก็บรักษา 
4) พัฒนาปรับปรุงการเตรียมแบคทีเรียสูตรน้ํา 
5) ประเมินตนทุนเบ้ืองตนและคาใชจายเบื้องตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา 
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5.2.2 พัฒนาวิธีการใชสูตรนํ้าของ RN402 ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีน 
1) เก็บตัวอยางดิน และวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน 
2) ตรวจนับจํานวนจุลินทรียโดยวิธี Most Probable Number (MPN) 
3) ประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีนในระบบ

นิเวศจําลองดิน 
4) ตรวจติดตามการมีอยูของ Pseudoxanthomonas sp. RN402 ในระบบนิเวศ

จําลองดินโดยวิธี PCR-DGGE  
5) ตรวจติดตามการมีอยูของยีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสใน

ระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี PCR  
6) ตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสใน

ระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี real-time qPCR 
 

5.3 วัสดุอุปกรณและวิธีดําเนินงานวจิยั 
5.3.1 คัดเลือกสารละลายที่เหมาะสมสําหรับแขวนลอยเซลล RN402 
คัดเลือกสารละลายที่เหมาะสมสําหรับแขวนลอยเซลล RN402 เพื่อเปนสารละลาย

พื้นฐานสําหรับการพัฒนาเปนแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 โดยเตรียมหัวเช้ือ Pseudoxanthomonas 
sp. สายพันธุ RN402 จากงานวิจัยของ Klankeo และคณะ (2009) ทําไดโดยนําโคโลนีเด่ียวลงใน
อาหารเหลว 0.1xLB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปเขยาบนเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวยความเร็ว 
200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา ปนแยกเซลลดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 10 นาที จากนั้นลางเซลลในสารละลายโซเดียมคลอ
ไรดเขมขน 0.85% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และปนแยกเซลลดวยเคร่ืองปนเหวี่ยง ทําข้ันตอนดังกลาว
ซ้ําอีก 1 คร้ัง นําเซลลที่ไดมาแขวนลอยในอาหารเหลว carbon free minimal medium (CFMM) 
pH 7 หรือ 0.1xLB หรือ CFMM ที่เติมโซเดียมอะซิเตท 0.25 % (w/v) หรือสารละลายโพแทสเซียม
ฟอสเฟสบัฟเฟอร (potassium phosphate buffer, PB) ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 6.5 ใหมี
แบคทีเรีย 109 MPN/มิลลิลิตร โดยวัดความขุนที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และเจือจาง
แบคทีเรียแขวนลอยใหมีคาดูดกลืนแสง เทากับ 0.45 ซึ่งมีปริมาณเช้ือเร่ิมตน 109 CFU/มิลลิลิตร  
จากนั้นจึงนําแบคทีเรียแขวนลอยเก็บรักษาในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุแบคทีเรีย
แขวนลอยปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน เก็บตัวอยางแบคทีเรีย
แขวนลอยในวันที่ 0 และ 30 วัน เพื่อวิเคราะหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย ทดสอบ
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ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน และวิเคราะหขอมูลทางสถิติตามวิธีที่ระบุในขอ 5.3.1.1 - 
5.3.1.3  

5.3.1.1 ตรวจวัดเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย 
ตรวจวัดเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียดวยวิธี viable plate count โดยนําสาร

แขวนลอยเซลลเจือจางดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85% ใหมีความเขมขนที่

เหมาะสม นํามาเกล่ียบนอาหารแข็ง LB บมที่อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 48 ชั่งโมง นับจํานวนโคโลนี
ที่เกิดข้ึน เพื่อวัดเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียโดยใชสมการดังตอไปนี้ 

 
 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย = 100 - (log10CFU/มิลลิลิตรวันที่ 0 - log10CFU/มิลลิลิตรวันที่ n) x 100 

      log10CFU/มิลลิลิตรวันที่ 0 

หมายเหตุ n หมายถึง วันที่เก็บตัวอยาง 
 
5.3.1.2 ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนจากแบคทีเรียแขวนลอย 
ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรีย โดยนาํแบคทีเรียแขวนลอยแบบ

ตางๆ ซึง่เกบ็รักษาที่ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 0 10 20 และ 30 วัน โดยมีจํานวนเซลลเร่ิมตนเทากับ 
106 CFU/มิลลิลิตร เติมลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติมไพรีนใหมีความ
เขมขนสุดทายเทากับ 100 มิลลิกรัม/ลิตร เล้ียงเชื้อบนเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวยความเร็ว 
200 รอบตอนาท ี ระยะเวลา 9 วัน โดยทาํการทดลอง 3 ซ้ํา สําหรับการทดลองประสิทธิภาพการ
ยอยสลายไพรีน มีชุดการทดลองควบคุมคือ อาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีนแตไมเติมเชือ้

แบคทีเรีย วเิคราะหปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในอาหารเหลวดวยวิธี HPLC ตามวิธทีี่ระบุในขอ 3.1 
5.3.1.3 วิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
วิเคราะหขอมลูเพื่อหาความแตกตางทางสถิติ โดยวเิคราะหความแปรปรวน (analysis of 

variance) และเปรียบเทยีบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธ ีDuncan’s multiple range test  
(DMRT) ที่ความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติเมื่อ P<0.05 การวิเคราะหโดยใชโปรแกรม 
SPSS version 11.5  

 
5.3.2 พัฒนาแบคทีเรียสูตรนํ้าโดยการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย 
นําสารละลายที่เหมาะสมสําหรับแขวนลอยเซลล RN402 จากผลการทดลองขอ 5.3.1 

โดยเตรียมหัวเชื้อตามวิธีที่ระบุบในขอ 5.3.1 และนําเซลลแบคทีเรียที่ไดมาแขวนลอยในสารละลาย 
ที่เหมาะสม ซึ่งพิจารณาจากเปอรเซ็นตการรอดชีวิตสูงและตนทุนตํ่าในการผลิต เติมดวยสารรักษา
สภาพจุลินทรียดังในตารางที่ 5.1 ที่ปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตน 109 CFU/มิลลิลิตร เพื่อผลิตเปน
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แบคทีเรียสูตรน้ําแบบตางๆ โดยชุดควบคุมคือแบคทีเรียแขวนลอยที่ไมมีการเติมสารรักษาสภาพ
จุลินทรีย  จากนั้นนําแบคทีเรียสูตรน้ําเก็บรักษาในขวดพลาสติกฝาเกลียวขนาด 60 มิลลิลิตร โดย
บรรจุแบคทีเรียสูตรน้ําปริมาตร 50 มิลลิลิตร และเก็บที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน ดัง
แสดงในรูปที่ 5.1 เก็บตัวอยางแบคทีเรียสูตรน้ําแบบตางๆ เพื่อวิเคราะหเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ
แบคทีเรีย ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน และวิเคราะหขอมูลทางสถิติตามวิธีที่ระบุใน
ขอ 5.3.1.1 - 5.3.1.3 

 
 

 
 

 
รูปท่ี 5.1  แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถกูบรรจุในขวดพลาสติกขนาด 60 มิลลิลิตร 
 
 

 ตารางที่ 5.1 ชนิดและความเขมขนของสารรักษาสภาพจุลินทรียที่ใชในการทดลอง 
ชนิดของสารรักษาสภาพจุลินทรีย % ความเขมขน (w/v) 

แลกโทส (lactose)  
ทรีฮาโลส (trehalose)  
กลูโคส (glucose)  
ซอรบิทอล (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 จากขอ5.3.2 โดยคัดเลือกแบคทีเรียสูตรน้ําที่มี

เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงสุด และมีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน เพื่อทดสอบ
ระยะเวลาการเก็บรักษาแบคทีเรียสูตรน้ํา โดยใชขวดพลาสติกฝาเกลียวขนาด 60 มิลลิลิตร ที่บรรจุ
แบคทีเรียสูตรน้ําปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 180 วัน  และศึกษา
ผลของการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรียในการเก็บรักษาในระยะยาว โดยเปรียบเทียบระหวาง
แบคทีเรียสูตรน้ําที่เติมสารรักษาสภาพจุลินทรียกับแบคทีเรียสูตรน้ําที่ไมเติมสารรักษาสภาพ

จุลินทรีย (ชุดควบคุม) เก็บตัวอยางแบคทีเรียสูตรน้ําทุก 30 วัน เพื่อวิเคราะหเปอรเซ็นตการรอด
ชีวิตของแบคทีเรีย ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน และวิเคราะหขอมูลทางสถิติตามวิธีที่
ระบุในขอ 5.3.1.1 - 5.3.1.3 

 
5.3.4 พัฒนาปรับปรุงการเตรียมแบคทีเรียสูตรนํ้า RN402 
พัฒนาปรับปรุงการเตรียมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เพื่อลดตนทุนในการผลิต ลดปริมาณ

การใชหัวเช้ือ และยืดอายุการเก็บรักษาใหยาวนาน โดยคัดเลือกแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 จากขอ 
5.3.2 ที่มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงสุด โดยเพิ่มจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนจาก 109 เปน 
1012 CFU/มิลลิลิตร และชุดควบคุมคือ แบคทีเรียสูตรน้ําที่ไมเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย โดยนํา
แบคทีเรียสูตรน้ําเก็บรักษาในขวดพลาสติกฝาเกลียวขนาด 60 มิลลิลิตร ที่บรรจุแบคทีเรียสูตรน้ํา
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ  30 °ซ เปนเวลา 270 วัน เก็บตัวอยางทุก 30 วัน เพื่อวิเคราะห
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย และทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนตามวิธีที่ระบุ
ในขอ 5.3.1.1 และ 5.3.1.2 

 
5.3.5 ประเมินตนทุนเบื้องตนและคาใชจายเบ้ืองตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้าํ 
ประเมินตนทนุเบ้ืองตนและคาใชจายเบ้ืองตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา ปริมาตร 1 ลิตร 

โดยรายละเอียดดังตอไปนี้ ไดแก คาสารเคมี คาอุปกรณ คาไฟฟา เปนตน โดยเปรียบเทียบตนทุน
เบ้ืองตนระหวางสูตรด้ังเดิมในขอ 5.3.3 กบัสูตรปรับปรุงในขอ 5.3.4 

 5.3.6 พัฒนาวิธีการใชสูตรนํ้าของ RN402 ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีน 
5.3.6.1 เก็บตัวอยางดิน และวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน 

1)  เก็บตัวอยางดิน  
คัดเลือกดินที่มีความอุดมสมบูรณ โดยเลือกดินบริเวณขางสวนผลไม ต. บางเขน 

อ. เมือง จ. นนทบุรี เก็บจากผิวดินลึกลงไปประมาณ 10 ซม. ผ่ึงลมไวขามคืน นํามาบดและรอน
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ผานตะแกรงขนาดรู 1.18 มม. (เบอร16) ปรับสภาพความเปนกรดดางของดินเทา pH 7 โดยใชปูน
ขาว และบมดินไว 24 ชม. จากนั้นเก็บตัวอยางดินไวที่อุณหภูมิ 4๐ซ จนเร่ิมทําการทดลอง       

2)  วิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน 
วิเคราะหลักษณะเนื้อดิน ปริมาณความช้ืน ความจุสูงสุดในการอุมน้ํา คาความเปนกรด-

ดาง สภาพการนําไฟฟา ความสามารถในการแลกเปล่ียนประจุหรือไอออน สารอนิทรีย อินทรีย
คารบอน แมกนีเซียม แคลเซียม ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม โดยนําตัวอยางดินสง
ตรวจที่กลุมงานพัฒนาระบบตรวจสอบคุณภาพดินและน้าํ กลุมวิจยัเกษตรเคมี สํานกัวิจัยพัฒนา
ปจจัยการเกษตร กรมวิชาการเกษตรวิเคราะห 

5.3.6.2 ประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีนใน
ระบบนิเวศจําลองดิน 

เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 
วัน จากขอ 5.3.3 ในการยอยสลายไพรีนที่ปนเปอนในดิน โดยนําดินตัวอยางจากขอ 5.3.6.1 มา
สรางระบบนิเวศจําลองดินที่มีการปนเปอนดวยไพรีน และเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลาย
ไพรีนระหวางการเติมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่เตรียมใหม แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการ
เก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน และการไมเติมเชื้อแบคทีเรีย ที่มีผลกระทบตอการยอยไพรีนในระบบ
นิเวศจําลอง โดยระบบนิเวศจําลองดินนี้ประกอบดวย 4 ชุดทดลอง ไดแก 

1) ชุดทดลอง abiotic control  
สรางระบบนิเวศจําลอง โดยบรรจุดิน 6 กรัม ในขวดแกวฝาเกลียว (รูปที่ 5.2) นึ่ง

ฆาเช้ือที่ 121  C 30 นาที 3 คร้ัง  โดยระหวางการฆาเช้ือแตละคร้ัง ต้ังทิ้งไว 1 คืน จึงจะฆาเช้ือคร้ัง
ตอไป เพื่อกําจัดสปอรเชื้อราในดิน จากนั้นเติมดวยไพรีนที่ละลายในอะซิโตนใหมีความเขมขน
สุดทายในดินเปน 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดิน ต้ังทิ้งไว 1 คืนใหอะซิโตนระเหย ปรับอัตราสวน
ระหวาง คารบอน : ไนโตรเจน : ฟอสฟอรัส (C:N:P) ใหใกลเคียง 100 : 8 : 2 โดยเติมอาหารเหลว 
CFMM ปรับความช้ืนใหเปน 40% ของความจุสูงสุดในการอุมน้ําดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ  จากนั้น
ทุกๆ 7 วัน เติมน้ํากล่ันปลอดเชื้อใหเทากับน้ําหนักเร่ิมตนการทดลองเพื่อรักษาความช้ืน เก็บ
ตัวอยางดินทุก 2 สัปดาห นาน 8 สัปดาห โดยใชดิน 1 กรัม เพื่อวิเคราะหจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด 
และแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนตามวิธีที่ระบุในขอ 3.6 ใชดิน 1 กรัม ใชดิน 2 กรัม เพื่อวิเคราะห
ปริมาณไพรีนที่เหลืออยูโดยวิธีแกสโครมาโตรกราฟ (GC) ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.7 และในใชดิน 1 
กรัม ในการสกัดดีเอ็นเอจากดินตามวิธีที่ระบุในขอ 3.8  

2) ชุดทดลอง biostimulation 
สรางระบบนิเวศจําลองเชนเดียวกับวิธีที่ระบุในขอ 1 โดยใชดินไมผานการฆาเชื้อ

เติมสารสกัดจากยีสตความเขมขนสุดทายในดินเปน 200 มิลลิกรัม/ลิตร 
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3) ชุดทดลอง bioaugmentation I 
สรางระบบนิเวศจําลองเชนเดียวกับวิธีที่ระบุในขอ 1 โดยใชดินไมผานการฆาเชื้อ 

เติม แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ไมผานการเก็บรักษา โดยมีแบคทีเรียเร่ิมตน 108 CFU / กรัม ดิน  
4) ชุดทดลอง bioaugmentation II 
สรางระบบนิเวศจําลองเชนเดียวกับวิธีที่ระบุในขอ 1 โดยใชดินไมผานการฆาเชื้อ 

เติม แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน โดยมีแบคทีเรียเร่ิมตน 108 
CFU / กรัม ดิน 

 

 
รูปท่ี 5.2 ระบบนิเวศจาํลองดิน โดยบรรจดิุน 6 กรัม ในขวดแกวฝาเกลียว 

 
5.3.7 ตรวจติดตามการมีอยูของ  Pseudoxanthomonas sp. RN402 ในระบบนิเวศ

จําลองดินโดยวิธ ีPCR-DGGE 
นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากดินในขอ 5.3.6.2 จากชุดทดลอง biostimulation 

bioaugmentation I และ bioaugmentation II มาเพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA 
ของแบคทีเรียโดยใชไพรเมอร 341FGC (5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’) ซึ่งมี GC clamp  
(5’-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG-3’) เช่ือมตอบริเวณ 
5’ และ 520R (5'- ACCGCGGCTGCTGGC -3') (Muyzer และคณะ, 1993) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ
บริเวณ V-3 region ซึ่งผลิตภัณฑ PCR มีความยาวประมาณ 200 bp โดยที่ความเขมขนสุดทาย
ของสารแตละชนิดในปฏิกิริยา เปนดังนี้ สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ความเขมขน 4.0 
มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1xTaq DNA polymearase ปริมาณ 
2.5 หนวย สารละลายไพรเมอร ความเขมขน 20 พิโคโมล ดีเอ็นเอแมแบบ ประมาณ 300 ng ปรับ
ปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดมีปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขา
กัน หลังจากนั้นทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (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 ในแตละรอบ 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 ี

จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดยใชอะกาโรส
เจลเขมขน 2% ในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอโดยการเปรียบเทยีบ
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  

นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดวิเคราะหการมีอยูของ RN402 ในโครงสรางประชาคมแบคทีเรีย
ของระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี DGGE ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.9 

 
5.3.8  ตรวจติดตามการมีอยูของยีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนส

ในระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี PCR 
นําดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 5.3.6.2 ทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชสวนผสมของสาร

ในปฏิกิริยาและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่มียีนเปาหมายเปนยีน nidA โดยใชไพรเมอร nidAF 
5’-ATCTTCGGGCGCGGCTGGGTGTTTCTCGG-3’ และ nidAR 5’- AATTGTCGGCGGCTG 
TCTTCCAGTTCGC-3’ (Khan และคณะ 2001) ซึ่งผลิตภัณฑ PCR มีความยาวประมาณ 508 
bp โดยที่ความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยาเปนดังนี้ สารละลาย MgCl2 ความ
เขมขน 4.0 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1xTaq DNA 
polymearase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอร ความเขมขน 20 พิโคโมล ดีเอ็นเอแมแบบ 
ประมาณ 300 ng ปรับปริมาตรน้ําดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดมีปริมาตร 
30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน หลังจากนั้นทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอ โดยมีโปรแกรมดังนี้  

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

จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดย    ใชอะกา
โรสเจลเขมขน 2% ในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอโดยการ
เปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  

 
5.3.9  ตรวจนับจํานวนแบคทีเรียท่ีมยีีน nidA ที่ประมวลรหสัเอนไซมไดออกซิจีเน

สดวยวิธ ีreal-time qPCR  
5.3.9.1 ออกแบบไพรเมอรและทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรสําหรับ real-

time qPCR  
การออกแบบไพรเมอรใหเหมาะสําหรับวธิ ี real-time qPCR โดยใชโปรแกรม FastPCR 

version 5.1.70  ซึ่งออกแบบจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nidA จาก Pseudoxanthomonas 
sp. RN402 (GenBank accession no. FJ032197)  โดยลําดับนวิคลีโอไทดของไพรเมอรมีดังนี้ 
nidA402F 5’-ACGTTCTACCTCGACCTCATTGC-3’ และ nidA402R 5’-
GTTCTGCAGCGAGATTTCCGCTG-3’ ซึ่งผลิตภัณฑ PCR มีความยาวประมาณ 222 bp  การ
ทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร nidA402F และ nidA402R ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใช
ดีเอ็นเอแมแบบจากแบคทีเรียดังนี ้ 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) โดยใชสวนผสมของสารในปฏิกิริยาเปนดังนี้ สารละลาย 
MgCl2 ความเขมขน  2.0 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1xTaq 
DNA polymearase ปริมาณ 2.5 หนวย สารละลายไพรเมอร ความเขมขน 20 พิโคโมล ดีเอ็นเอ
แมแบบ ประมาณ 300 ng ปรับปริมาตรน้ําดวยน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ รวมสวนผสมทัง้หมดมี
ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั หลังจากนั้นทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเคร่ืองเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอ โดยมีโปรแกรมดังนี ้ 
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1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 60.5°ซ เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 
6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 10 นาที 

จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดย    ใชอะกา
โรสเจลเขมขน 2% ในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอโดยการ
เปรียบเทยีบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  

นอกจากนีย้ังทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรบนเคร่ืองคอมพิวเตอร (in silico) โดย
เปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรกับขอมูลทีม่ีในฐานขอมลู GenBank โดยใชโปรแกรม 
BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

5.3.9.2 เตรียมดีเอ็นมาตรฐานสําหรับ real-time qPCR 
นําดินจากขอ 5.3.6.1 ปริมาณ 9 กรัม ใสลงหลอดทดลองที่ปลอดเช้ือ เติมดวยแบคทีเรีย

สูตรน้ํา RN402 จากขอ 5.3.3 ที่ทราบปริมาณเชื้อเร่ิมตน 1± 1.18 × 1013 MPN/มิลลิลิตร ผสมให
เขากันดวยเคร่ืองผสมสาร แลวบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําดิน 1 กรัม เพื่อสกัด
ดีเอ็นเอและทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์โดยใชตามวิธีที่ระบุในขอ 3.8 โดยใหปริมาณสุดทายของดีเอ็นเอ
ที่ละลายในสารละลาย TE เทากับ 40 ไมโครลิตร นําดีเอ็นเอที่สกัดไดเจือจาง 10 เทา ดวยน้ํา
ปลอดประจุปลอดเช้ือ โดยปเปตดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร ใสในน้ําปลอดประจุ TE 18 ไมโครลิตร  ใหมี
ความเขมขนอยูในชวง 1± 1.18 × 104 to 1± 1.18 × 1012 MPN/กรัม ดิน นําดีเอ็นเอเจือจางที่ความ
เขมขนตางๆ มาใชเปนดีเอ็นเอแมแบบสําหรับ real-time qPCR เพื่อสรางกราฟมาตรฐานระหวาง
คา cycle threshold (Ct) และปริมาณเชื้อ (log MPN/กรัม ดิน)  

5.3.9.3 การตรวจนับจํานวนแบคทีเรียท่ีมียีน nidA ดวยวิธี real-time qPCR  
การตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA จากดินตัวอยางในระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี 

real-time qPCR โดยนําตัวอยางดีเอ็นเอจากขอ 5.3.6.2 ซึ่งประกอบดวยดีเอ็นเอจากชุดทดลอง 
biostimulation ชุดทดลอง bioaugmentation I และ ชุดทดลอง bioaugmentation II เพื่อใชเปนดี
เอ็นเอแมแบบ โดยใชสวนผสมของสารในปฏิกิริยาเปนดังนี้ 1x Maxima™ SYBR Green qPCR 
Master Mix (Fermentas) สารละลายไพรเมอร ความเขมขน 0.3 ไมโครโมล ดีเอ็นเอแมแบบ 2 
ไมโครลิตร ปรับปริมาตรน้ําดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดมีปริมาตร 25 
ไมโครลิตร หลังจากนั้นทําปฏิกิ ริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอซ่ึง



 
 

75 

ประกอบดวย 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  เปนเวลา 10 นาที 
 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 65°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 40 รอบ 
6. Melting curve analysis ที่อุณหภูมิ 65-95°ซ 

  (โดยอานสัญญาณตามอุณหภูมิเพิม่ข้ึนทลีะ 0.5๐ซ ทุกๆ 10 วินาท ีจนถงึ 95๐ซ) 

การแปลผลจํานวนแบคทีเรียที่มียนี nidA ทําโดยเปรียบเทียบคา Ct ของตัวอยางดินกับ
กราฟมาตรฐานระหวางคา Ct และปริมาณเช้ือ (log MPN/กรัม ดิน)  (ภาคผนวก ฉ) 

5.4 ผลการทดลอง 
5.4.1 การคัดเลือกสารละลายทีเ่หมาะสมสาํหรับแขวนลอยเซลล 

 ผลจากการคัดเลือกสารละลายทีเ่หมาะสมสําหรับแขวนลอยเซลล เพื่อเปนสารละลาย

พื้นฐานสาํหรับการพัฒนาวิธีการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 โดยเลือกใชสารละลายดังตอไปนี ้
อาหารเหลว CFMM pH 7 อาหารเหลว 0.1xLB อาหารเหลว CFMM ที่เติมโซเดียมอะซิเตท 0.25 
% (w/v) และสารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟสบัฟเฟอร (PB) ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 6.5 ให
มีแบคทีเรีย 109 CFU/มิลลิลิตร เก็บรักษาแบคทีเรียแขวนลอยที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 
30 วัน จากผลการทดลองพบวา การเตรียมแบคทีเรียแขวนลอยในสารละลาย PB มีเปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตของแบคทีเรียสูงที่สุด เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน เทากบั 91 และ 
90 % ตามลําดับ และมีประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนมากกวา 90% จากความเขมขนไพรีน
เร่ิมตน 100 มก/ลิตร ในอาหารเหลว CFMM 5 มิลลิลิตร เปนเวลา 9 วัน ดังแสดงในตารางที่ 5.2 
เมื่อวิเคราะหผลการทดลองทางสถิติ พบวาเปอรเซน็ตการรอดชีวิตของแบคทีเรียในสารละลายทั้ง 
4 ชนิด ซึ่งผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน ไมมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ (P>0.05) แต
เมื่อพิจารณาจากวธิีการเตรียมและราคาตนทนุพบวา สารละลาย PB มีราคาตนทนุตํ่าที่สุด และ
งายตอการเตรียม ทําใหสารละลาย PB ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 6.5 เปนสารละลายที่
เหมาะสมสําหรับแขวนลอยเซลลเพื่อใชในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้าํในขอ 5.3.2  
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ตารางที่ 5.2 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียและประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนของ

แบคทีเรียแขวนลอยที่ผานการเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วนั  

สารละลาย 4°ซ  30°ซ 

  

เปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตของ
แบคทีเรีย 

ประสิทธิภาพใน
การยอยสลาย
ไพรีน(%) 

 เปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตของ
แบคทีเรีย 

ประสิทธิภาพในการ
ยอยสลายไพรีน(%) 

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 แสดงความแตกตางทางสถติิอยางมนีัยสําคัญ ทดสอบโดย DMRT (P<0.05) 
 

5.4.2 การพัฒนาแบคทีเรียสูตรน้ําโดยการเติมสารรกัษาสภาพจุลนิทรีย 
เม่ือนําแบคทีเรียแขวนลอยในสารละลาย PB ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 6.5 เติมดวย

สารรักษาสภาพจุลินทรีย ไดแก แลกโทส ทรีฮาโลส กลูโคส ซอรบิทอล กลีเซอรอล PEG ไกลซีน 
และ โปรลีน ที่ความเขมขนตางๆ เพื่อผลิตเปนแบคทีเรียสูตรน้ําแบบตางๆ และพิจารณาผลของ
การเติมสารรักษาสภาพจุลินทรียตอการเพิ่มเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย โดยเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมคือแบคทีเรียแขวนลอยที่ไมมีการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย จากผลการทดลอง
การเก็บรักษาแบคทีเรียสูตรน้ําที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน พบวา พบวา การเติมซอร
บิทอล 1% กลีเซอรอล 1 และ 5%  PEG 1% และ ทรีฮาโลส 1  5  และ 10%  สามารถเพิ่ม
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งมากกวาเปอรเซ็นตการรอด
ชีวิตของแบคทีเรียในชุดควบคุมที่ไมมีเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย  และพบวา การเติมกลีเซอรอล 
1 % และ PEG 5% ลงในแบคทีเรียแขวนลอย ที่ผานการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 °ซ เปนเวลา 30 วัน 
ทําใหมีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงสุดอยางมีนัยสําคัญ เทากับ 95.58 ± 3.04 และ 
94.62 ± 1.86 % จากปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตน 109 CFU/มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 5.3 และ
พบวามีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายไพรีน แตเมื่อพิจารณาจากราคาตนทุนการผลิต พบวา
การเตรียมกลีเซอรอลมีราคาถูกกวา PEG และยังใชสารปริมาณนอยกวา จึงทําใหกลีเซอรอล 1 % 
เปนสารรักษาสภาพจุลินทรียที่ดีที่สุดในงานวิจัยนี้ ดังนั้นวิธีที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมแบคทีเรีย
สูตรน้ํา RN402 ประกอบดวยสารละลาย PB 0.05 โมลาร pH 6.5  ที่เติมกลีเซอรอล 1 % และ
แบคทีเรีย RN402 ความเขมขน  109 CFU/มิลลิลิตร จากนั้นนําแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ไดนี้ไป
ทดสอบการเก็บรักษาในระยะยาวตอไป  
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ตารางที่ 5.3 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียแขวนลอยที่มีการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย
ชนิดตางๆ ที่ผานการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน 

 สารรักษาสภาพจุลินทรีย ความเขมขน % (v/w) เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย 

4 °ซ 30 °ซ 

ชุดควบคุม (PB) 
ซอรบิทอล  
 
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 แสดงความแตกตางทางสถิติอยางมีนยัสําคัญ ทดสอบโดย DMRT (P<0.05) 

 
5.4.3 การทดสอบระยะเวลาการเก็บรักษา 
นําแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงสุดจากขอ 5.4.2 

โดยคัดเลือกแบคทีเรียสูตรน้ําที่เตรียมจากสารละลาย PB 0.05 โมลาร pH 6.5  ที่เติมกลีเซอรอล 1 
% และแบคทีเรีย RN402 ความเขมขน  109 CFU/มิลลิลิตร เพื่อทดสอบระยะเวลาการเก็บรักษา
แบคทีเรียสูตรน้ํา ที่อุณหภูมิ 4 และ 30°ซ เปนเวลา 180 วัน  และศึกษาผลของการเติมสารรักษา
สภาพจุลินทรียในการเก็บรักษาในระยะยาวโดยเปรียบเทียบระหวางแบคทีเรียสูตรน้ําที่เติมสาร

รักษาสภาพจุลินทรียกับแบคทีเรียสูตรน้ําที่ไมเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย (ชุดควบคุม) จากผล
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การทดลองหลังผานการเก็บรักษาเปนเวลา 180 วัน พบวา แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่เติมกลี-    
เซอรอล 1 % มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียและประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน เทากับ  
80% และ 75% ตามลําดับ เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 4°ซ และมีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียและ
ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน เทากับ 75% และ 70% ตามลําดับ เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 30°ซ โดย
มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียมากกวาชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) ดังแสดงใน
รูปที่ 5.3 และ 5.4 ในขณะที่ชุดควบคุมสามารถตรวจวัดเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียและ
ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ําที่เก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ เทานั้น โดยมี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียและประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา 
เทากับ 70% และ 70% ตามลําดับ เนื่องจากการเก็บแบคทีเรียสูตรน้ําที่เก็บที่อุณหภูมิ 30 °ซ มี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียเทากับ 60% ซึ่งนอยกวาปริมาณเชื้อเร่ิมตนสําหรับการ
ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน จากผลการทดลองช้ีใหเห็นวาการเติมกลีเซอรอล 1 % 
ในแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 สามารถยืดอายุการเปนรักษาแบคทีเรียมีชีวิตได แตเนื่องจากจํานวน
แบคทีเรียมีชีวิตของวันที่ 180 มีปริมาณเทากับ 106 CFU/มิลลิลิตร จึงตองใชแบคทีเรียสูตรน้ํา
จํานวนมากจึงจะพอเพียงกับการประยุกตใชในการบําบัดสารพิษ ดังนั้นในการทดลองขอ 5.3.4 จะ
เปนการพัฒนาปรับปรุงการเตรียมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 โดยเพิ่มจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตน เพื่อ
ลดตนทุนในการผลิต ลดปริมาณการใชหัวเชื้อ และยืดอายุการเก็บรักษาใหยาวนาน 

 

 

รูปที่ 5.3 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการเก็บรักษาที่ 4 และ 30 °
ซ เปนเวลา 30 วัน 

4oซ 30oซ 

a b 
b c 
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รูปที่ 5.4 ประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการเก็บรักษาที่ 
4 และ 30 °ซ เปนเวลา 180 วัน โดยหัวเช้ือเร่ิม 106 CFU/มิลลิลิตร ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 100 
มิลลิกรัม/ลิตร ในอาหารเหลว CFMM 5 มิลลิลิตร เขยาที่ 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปน
เวลา 9 วัน 

5.4.4 การพฒันาปรับปรงุการเตรยีมแบคทีเรียสูตรน้ํา Pseudoxanthomonas sp. 
RN402 

พัฒนาปรับปรุงการเตรียมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เพื่อลดตนทุนในการผลิต ลดปริมาณ
การใชหัวเช้ือ และยืดอายุการเก็บรักษาใหยาวนาน โดยคัดเลือกแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 จากขอ 
5.3.2 ที่มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงสุด โดยเพิ่มใหมีจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนจาก 109 
เปน 1012 CFU/มิลลิลิตร โดยชุดควบคุมคือ แบคทีเรียสูตรน้ําที่ไมเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย 
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ  30 °ซ และเก็บตัวอยางทุกๆ 30 วัน เปนเวลา 270 วัน พบวา เปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตของแบคทีเรียของแบคทีเรียสายพันธุ RN402 ในแบคทีเรียสูตรน้ําเทากับ 66 % หรือ
ประมาณ 108 CFU/มิลลิลิตร ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมเติมกลีเซอรอล พบวาเปอรเซ็นตการรอด
ชีวิตของแบคทีเรียสายพันธุ RN402 ในแบคทีเรียสูตรน้ําเทากับ 55 % หรือประมาณ 106 CFU/
มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 5.4 และรูปที่ 5.5  นอกจากนี้ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยอย
สลายไพรีนไดเพียงแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่มีเติมกลีเซอรอล พบวา ประสิทธิภาพการยอย
สลายไพรีนที่ความเขมขน 100 มิลลิกรัม/ลิตร ในระยะเวลา 9 วัน เทากับ 10% ซึ่งแสดงผลการ
ทดลองแสดงในตารางที่ 5.5 และรูปที่ 5.6  

a a 

4oซ 30oซ 

a 

b 
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   เมื่อเปรียบเทียบผลของเปอรเซ็นตของแบคทีเรียสูตรน้ําชุดด้ังเดิม (หัวเช้ือเร่ิมตน 109 
CFU/มิลลิลิตร) เมื่อผานการเก็บรักษาเปนเวลา 180 วัน ในสภาวะการเก็บรักษาเชนเดียวกัน 
พบวาเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย RN402 เหลืออยู 4.23 x 106 CFU/มิลลิลิตร ซึ่งนอย
กวาแบคทีเรียสูตรน้ําชุดปรับปรุงแลวถึง 1000 เทา จากประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของ

แบคทีเรียสูตรน้ํา ซึ่งจากผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหวาแบคทีเรียสูตรน้ําชุดปรับปรุงมีอายุการ
เก็บรักษาเทากับ 180 วัน และยังคงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนเทากับ 70% 
 
ตารางที่ 5.4 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถูกเก็บที่อุณหภูมิ 30 Oซ 
เปนเวลา 270 วัน ที่จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 1012 CFU/มิลลิลิตร ในสารละลาย PB  ที่มีเติม
กลีเซอรอลเทากับ 1% โดยชุดควบคุมสารละลาย PB  ไมเติมกลีเซอรอล 

ระยะเวลา 
(วัน) 

เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย  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 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถูกเก็บที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปน
เวลา 270 วันที่จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 1012 CFU/มิลลิลิตร ในสารละลาย PB  ที่มีเติมกลี
เซอรอลเทากับ 1% โดยชุดควบคุมสารละลาย PB ไมเติมกลีเซอรอล  
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ตารางที่ 5.5 ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถูกเก็บรักษาที่
ระยะเวลาตางๆ โดยหัวเช้ือเร่ิม 106 CFU/มิลลิลิตร ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 100 มิลลิกรัม/ลิตร 
ในอาหารเหลว CFMM 5 มิลลิลิตร เขยาที่ 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 9 วัน 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีน (%) 
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 ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถูกเก็บรักษาที่

ระยะเวลาตางๆ โดยหัวเช้ือเร่ิม 106 CFU/มิลลิลิตร ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 100 มิลลิกรัม/ลิตร 
ในอาหารเหลว CFMM 5 มิลลิลิตร เขยาที่ 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 9 วัน 

 
5.4.5 ประเมินตนทุนเบื้องตนและคาใชจายเบื้องตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา 

ประเมินตนทนุเบ้ืองตนและคาใชจายเบ้ืองตนในการผลติแบคทีเรียสูตรน้ํา ปริมาตร 1 ลิตร โดย
เปรียบเทยีบตนทนุเบ้ืองตนระหวางชุดด้ังเดิม (จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตน 109 CFU/มลิลิลิตร) กับชุด
ปรับปรุง (จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตน 1012 CFU/มิลลิลิตร) เทากับ 50.26 และ 62.88 บาท/ลิตร 
แบคทีเรียสูตรน้ํา รายละเอียดดังในตารางที่ 5.6
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ตารางที่ 5.6 ประเมินตนทนุเบื้องตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 
ขั้นตอน รายการ ปริมาณ หนวย ตนทุน/หนวย รวมตนทุน (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 

 รวมคาใชจายสารเคมี    12.62 25.24 
 คาไฟฟา      
    Incubator  0.384 กิโลวัตต*ชม. 2.5 0.96 0.96 

 รวมคาใชคาไฟฟา    0.96 0.96 

 รวมตนทุนขั้นตอนการเตรียมหัวเชื้อ    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 หนวย ตนทุน/หนวย รวมตนทุน (บาท) 

(บาท) ชุดดั้งเดิม ชุดปรับปรุง 

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

 รวมคาใชจายสารเคมี    14.18 14.18 
 คาบรรจุภณัฑ      
   ขวดพลาสติก 25 ขวด 0.9 22.50 22.50 

 รวมคาบรรจุภัณฑ    22.50 22.50 

 รวมตนทุนขั้นตอนการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา    36.68 36.68 
  รวมตนทุน       50.26 62.88 
ที่มา: 2554 
หมายเหตุ  สูตรดั้งเดิม คือแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึง่ประกอบดวยสารละลาย PB 0.05 โมลาร pH 6.5  ที่เติมกลีเซอรอล 1 % และแบคทีเรีย RN402 ความ
เขมขน  109 CFU/มิลลิลิตร 
 สูตรปรับปรุง คือแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งประกอบดวยสารละลาย PB 0.05 โมลาร pH 6.5  ที่เติมกลีเซอรอล 1 % และแบคทีเรีย RN402 ความ
เขมขน  1012 CFU/มิลลิลิตร
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5.4.6 การวิเคราะหสมบติัทางฟสิกสและเคมีของดิน 
จากผลการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดินบริเวณขางสวนผลไม ต. บางเขน อ. 

เมือง จ. นนทบุรี โดยสงตัวอยางดินเพื่อตรวจวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดินที่กลุมงาน
พัฒนาระบบตรวจสอบคุณภาพดินและน้ํา กลุมวิจัยเกษตรเคมี สํานักวิจัยพัฒนาปจจัยการเกษตร 
กรมวิชาการเกษตร ไดผลการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน ดังแสดงในตารางที่ 5.7 
โดยมีอัตราสวนของ C: N: P ของตัวอยางดินนนทบุรี เทากับ 92: 8: 2 จากการตรวจวัดคา pH ของ
ดินเทากับ 4.4 แสดงวาดินมีความเปนกรด ดังนั้นกอนนําดินมาทดลองจึงตองเติมปูนขาวเพื่อปรับ
คา pH ใหเทา 7 นอกจากนี้วิเคราะหการปนเปอนไพรีนของตัวอยางดินดวยเคร่ือง GC-FID ไมพบ
การปนเปอนไพรีนในดินตัวอยาง วิเคราะหจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด เทากับ 4.65 × 108 MPN/กรัม 
ดิน จํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน เทา 1.45 × 105 MPN/กรัม ดิน 

 
ตารางที ่5.7  ผลการวิเคราะหสมบัติทางฟสิกสและเคมีของดิน 

พารามิเตอร ผลการวิเคราะห 
ลักษณะเนื้อดิน ดินรวนเหนียว 
ปริมาณความช้ืน (%) 7.64 
ความจุสูงสุดในการอุมน้ํา (%) 64.75 
ความเปนกรดดาง 4.4 
สภาพการนําไฟฟา (dS/m) 0.100 
อินทรียคารบอน (%) 2.755 
ไนโตรเจน (%) 0.238 
ฟอสฟอรัส (มิลลิกรัม/ลิตร) 6 
โพแทสเซยีม (มิลลิกรัม/ลิตร) 162 

ที่มา: กลุมงานพัฒนาระบบตรวจสอบคุณภาพดินและน้าํ กลุมวิจยัเกษตรเคมี สํานกัวิจัยพัฒนา
ปจจัยการผลิตทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร 

 
5.4.7 การประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีนใน

ระบบนิเวศจําลองดิน 
จากประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีน เพื่อทดสอบ

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในยอยสลายไพรีนที่ปนเปอนในดิน โดยสรางระบบ
นิเวศจําลองดิน จํานวน 6 กรัม เติมไพรีนในอะซิโตนใหมีความเขมขนสุดทายในดินเปน 300 
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มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดิน ในการทดลองนี้ประกอบดวย 4 ชุดทดลอง ไดแก ชุดทดลอง abiotic 
control ชุดทดลอง biostimulation (เติมสารสกัดจากยีสต) ชุดทดลอง bioaugmentation I (เติม
แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402) และ ชุดทดลอง bioaugmentation II (เติมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่
ผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน) จากผลการทดลองพบวา ไมสามารถตรวจพบไพรีนที่เหลืออยู
ในชุดทดลอง bioaugmentation II หลังจากผานการบมเปนเวลา 4 สัปดาห ในขณะที่ชุดทดลอง 
bioaugmentation I มีปริมาณไพรีนที่เหลืออยู 23.75 % จากความเขมขนของไพรีนเร่ิมตน 300 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดิน และไพรีนลดลงเพียงเล็กนอยในชุดทดลอง biostimulation คือมีปริมาณ
ไพรีนที่เหลืออยู 76.47 % และในชุดทดลอง abiotic control มีปริมาณไพรีนที่เหลืออยูมากกวา 90 
% ดังแสดงในรูปที่ 5.7  ดวยเปอรเซ็นตของปริมาณของไพรีนที่ไดจากการสกัด เทากับ 99.37 % ± 
32.18 (ภาคผนวก ค.)จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการลดลงของไพรีนของชุดทดลอง 
bioaugmentation I  และ bioaugmentation II มาจากกิจกรรมการยอยสลายของแบคทีเรีย ซึ่ง
สอดคลองกับผลการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดและแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนตลอดการ

ทดลอง 4 สัปดาห พบวา แบคทีเรียทั้งหมดและแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนของชุดทดลอง 
bioaugmentation I และ II มีแนวโนมเพิ่มข้ึนอยางใกลเคียงกัน เชนเดียวกับชุดทดลอง 
biostimulation มีจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนเพิ่มข้ึนจาก 5 เปน 7 log MPN/กรัม ดิน แสดง
ใหวาแบคทีเรียด้ังเดิมในดินสามารถปรับตัวและมีความสามารถยอยสลายไพรีน ซึ่งสอดคลองกับ
การคอยๆลดลงอยางตอเนื่องของไพรีนในสัปดาหที่ 2 และ 4 ของชุดทดลอง biostimulation 
ในขณะที่ชุดทดลอง abiotic control ไมมีการตรวจพบแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนตลอดทั้ง 4 
สัปดาห ดังแสดงในรูปที่ 5.7  และตารางที่ 5.8 จากผลการทดลองแสดงใหวาแบคทีเรียสูตรน้ํา 
RN402 มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายไพรีนในดิน และมีประสิทธิภาพสูงกวาการใชวิธีกระตุน
การเจริญของจุลินทรียด้ังเดิมที่อยูในดิน 

 
 

รูปที่ 5.7 ปริมาณไพรีนที่เหลือยูจากการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในระบบ
นิเวศจําลองดิน ที่ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดิน 



 
 

86 

ตารางที่ 5.8 แบคทีเรียทั้งหมดและแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน 
ชุดทดลอง แบคทีเรียท้ังหมด 

(log MPN/กรัม ดิน) 
 แบคทีเรียท่ียอยสลายไพรีน 

(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  การตรวจติดตามการมีอยูของ Pseudoxanthomonas sp. RN402 ในระบบ

นิเวศจําลองดินโดยวิธี PCR-DGGE  
จากการตรวจติดตามการมีอยูของ Pseudoxanthomonas sp. RN402 ในระบบนิเวศ

จําลองดินโดยวิธี PCR-DGGE ซึ่งประกอบดวย 3 ชุดทดลอง ไดแก ชุดทดลอง biostimulation 
เพื่อตรวจติดตามการเปล่ียนแปลงโครงสรางประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจําลองดิน ชุด
ทดลอง bioaugmentation I และ ชุดทดลอง bioaugmentation II เพื่อตรวจติดตามการมีอยู และ
บทบาทในการยอยสลายไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน โดยนําดีเอ็นเอที่สกัดจากดินจากระบบ
นิเวศจําลองดินในสัปดาหที่ 0 2 และ 4 และนํามาเพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA 
ของแบคทีเรียโดยใชคูไพรเมอร 341F GC clamp  และ 520R (Muyzer และคณะ, 1993) นํามา
ตรวจติดตามโครงสรางประชาคมแบคทีเรียดวยวิธี DGGE โดยพอลิอะคริลาไมดเจลที่มีเกรเดีย
นทของความเขมขน denaturant 30% – 70% จากผลการทดลอง พบวา จากโครงสรางประชาคม
แบคทีเรียที่เกิดข้ึนจากระบบนิเวศจําลองดิน มีแถบดีเอ็นเดนของ RN402 อยูตลอดชวงการทดลอง
ในชุดทดลอง bioaugmentation I และ II  ดังแสดงในรูปที่ 5.8 ซึ่งแสดงใหเห็นวา RN402 เปน
ประชากรหลักในโครงสรางประชาคมแบคทีเรีย และเปนแบคทีเรียที่มีบทบาทตอการยอยสลาย
ไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน ซึ่งสอดคลองกับการเพิ่มข้ึนของจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน
ในชุดทดลอง bioaugmentation I และ II  ดังแสดงในตารางที่ 5.8 นอกจากนี้ในโครงสราง

ประชาคมแบคทีเรียของชุดทดลอง biostimulation ชุดทดลอง bioaugmentation I และ II  ยังพบ
แถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียด้ังเดิมในสัปดาหที่ 2 และ 4 ของทุกชุดทดลอง แสดงใหวาแบคทีเรีย
ด้ังเดิมในดินสามารถปรับตัวและมีความสามารถยอยสลายไพรีนหรือสามารถใชไพรีนเปนแหลง
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คารบอนและแหลงพลังงานได อยางไรก็ตามจากผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวา
การเติมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน 

 

 

รูปที่ 5.8  โครงสรางประชาคมแบคทีเรียโดยวิธี DGGE จากระบบนิเวศจําลองดิน ประกอบดวย  3 
ชุดทดลอง ไดแก ชุดทดลอง biostimulation ชุดทดลอง bioaugmentation I และ ชุดทดลอง 
bioaugmentation II  โดยเก็บตัวอยางในสัปดาหที่ 0 2 และ 4 ชองวิ่งที่ M :   แถบดีเอ็นเอ RN402  

 
5.4.9  การตรวจติดตามการมีอยูของยีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิ

จีเนสในระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี PCR  
 ยีน nidA มีหนาที่ในการประมวลรหัสหนวยยอยของแอลฟาอะโรมาติกริงไฮดรอกซิเลททิง

ไดออกซิจีเนส ซึ่งเปนเอนไซมเร่ิมตนของวิถีการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรีย จากการตรวจ
ติดตามการมีอยูของยีน nidA ดวยวิธี PCR โดยนําดีเอ็นเอที่สกัดจากดินจากระบบนิเวศจําลองดิน
ในสัปดาหที่ 0 2 และ 4 ของทั้ง 3 ชุดทดลอง ไดแก ชุดทดลอง biostimulation  ชุดทดลอง 
bioaugmentation I และ ชุดทดลอง bioaugmentation II และนํามาเพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอ
บริเวณยีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียโดยใชคูไพรเมอร nidAF และ 
nidAR (Khan และคณะ 2001) จากผลการทดลองพบผลิตภัณฑ PCR ขนาดตามที่คาดหวัง 508 
bp ในสัปดาหที่ 2 และ 4 ของชุดทดลอง biostimulation แตไมมีการตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ใน
สัปดาหที่ 0 เนื่องมาจากแบคทีเรียด้ังเดิมในดินสามารถปรับตัวและมีความสามารถยอยสลาย

ไพรีน ทําใหจํานวนแบคทีเรียด้ังเดิมที่สามารถยอยสลายไพรีนเพิ่มข้ึนมากพอที่จะตรวจพบยีน 
nidA โดยวิธี PCR สอดคลองกับการเพิ่มข้ึนของจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนในชุดทดลอง 
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biostimulation ดังแสดงในตารางที่ 5.8  ในขณะที่ชุดทดลอง bioaugmentation I และ II ตรวจพบ
การมีอยูของยีน nidA ต้ังแตสัปดาหที่ 0 และแถบดีเอ็นเอมีความเขมข้ึนในสัปดาหที่ 2 และ 4   
เนื่องจากการเติมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ต้ังแตสัปดาหที่ 0 และมีการเพิ่มจํานวนของ RN402 
และแบคทีเรียด้ังเดิมในดินที่สามารถยอยสลายไพรีน ดังแสดงในตารางที่ 5.8  และ รูปที่ 5.9  

 
 

1500 bp 
 
500 bp 
 
 
 

รูปที่ 5.9 การมีอยูของยีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสในระบบนิเวศจําลองดินดวย
วิธี PCR ชองวิ่งที่ M: marker 100 bp ชองวิ่งที่ 1-3: ดีเอ็นเอจากชุดทดลอง biostimulation ใน
สัปดาหที่ 0 2 และ 4, ตามลําดับ ชองวิ่งที่ 4-6: ดีเอ็นเอจากชุดทดลอง bioaugmentation I ใน
สัปดาหที่ 0 2 และ 4, ตามลําดับ ชองวิ่งที่ 7-9: ดีเอ็นเอจากชุดทดลอง bioaugmentation II ใน
สัปดาหที่ 0 2 และ 4, ตามลําดับ 

 
5.4.10  การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรสาํหรับ real-time qPCR  

 จากการออกแบบไพรเมอรสําหรับ real-time PCR โดยไพรเมอรที่ออกแบบใหมซึ่งมี

ความจําเพาะตอยีน nidA โดยใชโปรแกรม FastPCR version 5.1.70  โดยออกแบบจากลําดับนิ
วคลีโอไทดของยีน nidA จาก Pseudoxanthomonas sp. RN402 (GenBank accession no. 
FJ032197) คือ คูไพรเมอร nidA402F และ nidA402R การทดสอบความจําเพาะของคูไพรเมอร
ทําโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ซึ่งใชดีเอ็นเอแมแบบจากแบคทีเรียดังนี้ 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) จากผลการทดลองพบวา คูไพรเมอร nidA402 มี
ความจําเพาะตอดีเอ็นของ RN402 เทานั้น ซึ่งตรวจพบผลิตภัณฑ PCR ขนาดตามที่คาดหวัง 222 
bp ในขณะที่คูไพรเมอรนี้ไมมีความจําเพาะตอดีเอ็นเอจากแบคทีเรียตัวอ่ืน ดังแสดงในรูปที่ 5.10 
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นอกจากนี้การทดสอบความจําเพาะของไพรเมอรดวยวิธี in silico โดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอ
ไทดของไพรเมอรกับขอมูลที่มีในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn พบวา คูไพรเมอร
นี้มีความคลายกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน nidA  (ไพรีนไดออกซิจีเนส) ของ Mycobacterium 
หลายสายพันธุ เทา 100 % แตไมจําเพาะกับไดออกซิจีเนสชนิดอ่ืน ดังแสดงในตารางที่ 5.9 จาก
ผลการทดลองทั้งหมดยืนยันวาคูไพรเมอร nidA402 มีความจําเพาะสูงตอยีน nidA  ดังนั้นคูไพร
เมอรนี้จึงเหมาะสมที่จะนําไปใชในการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ในระบบนิเวศจําลอง
ดินวิธี real-time qPCR ในหัวขอถัดไป 

 
 
 

 
 
 
 

 
 

รูปที่ 5.10 การทดสอบความจําเพาะของคูไพรเมอร nidA402F และ nidA402R ทําโดยปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรส ชองวิ่งที่ M: marker 100 bp ชองวิ่งที่ 1: water ชองวิ่งที่ 2: Sphingobium 
yanoikuyae สายพันธุ B1ชองวิ่งที่ 3: Novosphingobium aromaticivorans สายพันธุ F199 ชอง
วิ่งที่ 4: Sphingobium sp. สายพันธุ P2 ชองวิ่งที่ 5: Acinetobacter sp. สายพันธุ R2 ชองวิ่งที่  6: 
Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 

 
 

ตารางที่ 5.9 ผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร nidA402 กับลําดับนิวคลีโอไทด
จากฐานขอมูล (BLASTn) 

No. สายพันธุแบคทีเรีย Accession no. 
Sequencing 
identity (%) 

เอกสารอางอิง 

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. สายพันธุแบคทีเรีย Accession no. 
Sequencing 
identity (%) 

เอกสารอางอิง 

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. ไมตีพิมพ 

8 Mycobacterium sp. สายพันธุ 
6PY1 

AJ494745 23/23 
(100%) 

Krivobok และคณะ, 
2003 

9 Mycobacterium gilvum สายพันธุ 
BB1 

AF548347 
 

23/23 
(100%) 

Brezna และคณะ, 
2002. ไมตีพิมพ 

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

Zhou และคณะ, 2006 

 
 

5.4.11 การตรวจนับจํานวนแบคทีเรียท่ีมียีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิ
จีเนสในระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี real-time qPCR 

จากการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ในระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี real-time 
qPCR โดยนําดีเอ็นเอที่สกัดจากดินจากระบบนิเวศจําลองดินในสัปดาหที่ 0 2 และ 4 ของทั้ง 3 ชุด
ทดลอง ไดแก ชุดทดลอง biostimulation  ชุดทดลอง bioaugmentation I และ ชุดทดลอง 
bioaugmentation II และนํามาเพิ่มจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณยีน nidA โดยใชคูไพรเมอร 
nid402F และ nid402R โดยนําคา Ct ของตัวอยางเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก ฉ) 
เพื่อคํานวณเปนจํานวนแบคทีเรีย จากผลการนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ดวยวิธี real-time 
qPCR พบวา แบคทีเรียที่มียีน nidA ในชุดทดลอง biostimulation มีจํานวนนอยกวาในชุดทดลอง 
bioaugmentation ทั้ง 2 ชุด และเมื่อบมเปนระยะเวลานานข้ึนจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ของ
ทุกชุดทดลองก็มีแนวโนมเพิ่มข้ึน ดังแสดงในรูปที่ 5.11 ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวามีการเพิ่ม
จํานวนแบคทีเรียด้ังเดิมที่สามารถยอยสลายไพรีนอยูในดิน และในชุดทดลอง bioaugmentation II 
ในสัปดาหที่ 4 สารมารถตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ไดมากที่สุด เทากับ 11 log CFU/ 
กรัม ดิน ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายไพรีน ดังแสดงในรูปที่ 5.7 จากผลการทดลอง
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แสดงใหเห็นไดอยางชัดเจนวา  RN402 มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายไพรีน สวนชุดทดลอง 
bioaugmentation I และ II มีจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA เร่ิมตนเทากัน ขณะที่ในสัปดาหที่ 4 
พบวา ในชุดทดลอง bioaugmentation II ที่เติมแบคทีเรียสูตรน้ําที่ผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 
วัน มีจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA และมีอัตราการยอยสลายไพรีนมากกวาในชุดทดลอง 
bioaugmentation I ดังแสดงในรูปที่ 5.11 และตารางที่ 5.8  จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา

สถานภาพทางสรีรวิทยาของเซลลมีผลกระทบตอกิจกรรมการยอยสลายของเซลล ดังนั้นการเก็บ
รักษาหัวเช้ือแบคทีเรียพรอมใชในรูปแบบแบคทีเรียสูตรน้ําสามารถรักษาประสิทธิภาพของ

แบคทีเรียที่มียีน nidA ในการยอยสลายไพรีนที่ปนเปอนในดิน 
 
 

 
 

รูปที่ 5.11 ตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสในระบบ
นิเวศจําลองดินดวยวิธี real-time qPCR ประกอบดวย 3 ชุดทดลอง biostimulation  ชุดทดลอง 
bioaugmentation I และ ชุดทดลอง bioaugmentation II โดยเก็บตัวอยางในสัปดาหที่ 0 2 และ 4  
 
5.5 อภิปรายผลการทดลอง 

จากการศึกษาวิธีการเตรียมแบคทีเรียพรอมใชในรูปแบบแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 จาก
หลายหลากสูตร พบวาแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 สามารถรักษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียไดสูง
และคงประสิทธิภาพในการยอยสลายของเซลลตลอดอายุการเก็บรักษา โดยวิธีการเตรียม

แบคทีเรียสูตรน้ําที่เหมาะสมสําหรับการพัฒนาเปนแบคทีเรียสูตรน้ําเชิงพาณิชยนอกประสิทธิภาพ

สูงในการบําบัดแลว ควรมีวิธีการเตรียมอยางงาย ไมซับซอน และมีตนทุนการผลิตตํ่า จากการ
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ทดสอบหาสารละลายที่เหมาะสมเพื่อผลิตแบคทีเรียแขวนลอย พบวาแบคทีเรียที่ถูกแขวนลอยดวย
สารละลายทั้ง 4 ชนิด ไดแก อาหารเหลว CFMM pH 7 อาหารเหลว 0.1xLB อาหารเหลว CFMM 
ที่เติมโซเดียมอะซิเตท 0.25 % (w/v)  และสารละลาย PB ความเขมขน 0.05 โมลาร pH 6.5 ที่ถูก
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 และ 30 oซ เปนเวลา 30 วัน มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียและ
ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนที่ใกลเคียงกันอยางมีนัยสําคัญ ไมมีความแตกตางทางสถิติ เม่ือ
วิเคราะหดวยวิธี Duncan Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (ตารางที่ 5.2) 
เนื่องจากการนําเซลลแบคทีเรียมาแขวนลอยดวยสารละลายที่มีปริมาณแหลงคารบอนและ

พลังงานอยูอยางจํากัด ทําใหเกิดสภาวะการอดอาหาร (starvation-stress response) ซึ่งขนาด
ของเซลลแบคทีเรียจะขนาดเล็กลง นําไปสูการลดอัตราการเกิดกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล
จนหยุดการเจริญ เพื่อรักษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียเปนระยะเวลายาวนาน (Moat และคณะ, 
2002) แบคทีเรียสามารถรอดชีวิตอยูไดเปนระยะเวลาหลายปในสภาวะอดอาหาร (Cunningham 
และคณะ, 2007) สอดคลองกับงานวิจัยของ Kim และคณะ (2001) ศึกษาการรอดชีวิตของเชื้อ 
Lactococcus lactis ที่ผานการเก็บรักษาในสภาวะการอดอาหารเปนระยะเวลายาวนาน พบวา 
การเก็บรักษาเช้ือ L. lactis ในอาหารเหลว M17 ที่ปราศจากกลูโคส ที่อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 
350 วัน มีอัตราการรอดชีวิตสูงกวาแบคทีเรียที่ถูกเก็บในอาหารเหลว M17 ที่มีกลูโคส ดังนั้นการ
ผลิตแบคทีเรียแขวนลอยในสารละลายที่เหมาะสมจึงเปนวิธีที่เหมาะสมในการยืนอายุการเก็บ

รักษาแบคทีเรียที่ยังมีชีวิต  และเนื่องจากจุดประสงคในงานวิจัยนี้ตองการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา
เพื่อเปนตนแบบในการใชในเชิงพาณิชย ผูวิจัยจึงเลือกสารละลาย PB ความเขมขน 0.05 โมลตอ
ลิตร pH 6.5 เปนสารสารละลายที่เหมาะสมเพื่อใชในการผลิตแบคทีเรียแขวนลอยสูตรน้ํา 
เนื่องจากตนทุนในการผลิตสารละลาย PB ตํ่ากวาสารละลายชนิดอ่ืนๆ เชนเดียวกับงานวิจัยของ 
Melin และคณะ (2006) ที่เลือกใชสารละลาย PB ในการผลิตสูตรน้ําของสารควบคุมชีวภาพ 
(biocontrol agent) ของ Pichia anomala เพื่อศึกษาการรอดชีวิตหลังจากเก็บรักษาเปน

ระยะเวลายาวนาน  
 จากการทดสอบการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรียที่เหมาะสมในแบคทีเรียแขวนลอย เพื่อ
เพิ่มเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรีย และยืดอายุการเก็บรักษาของแบคทีเรียแขวนลอย พบวา 
การเติมซอรบิทอล 1% กลีเซอรอล 1 และ 5%  PEG 1% และ ทรีฮาโลส 1  5  และ 10%  สามารถ
เพิ่มเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งมากกวาเปอรเซ็นตการ
รอดชีวิตของแบคทีเรียในชุดควบคุมที่ไมมีเติมสารรักษาสภาพจุลินทรีย (ตารางท่ี 5.3) สอดคลอง
กับงานวิจัยของ Torres และคณะ (2003) รายงานวานการเติม กลีเซอรอล PEG และทรีฮาโลส  
ในสารละลาย PB ของสารควบคุมชีวภาพของ Candida sake มีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ
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แบคทีเรียสูงกวา 60% เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 4 oซ เปนเวลา 2 เดือน   สารปองกันทําหนาที่ปรับสมดุล
ของแรงดันออสโมติกในเซลล และมีผลตอยับยั้งการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของในกระบวนการเม
ตาบอลิซึม ทําใหสามารถหยุดการเจริญของแบคทีเรียได (Barton และคณะ, 2005) และพบวาการ
เติมกลีเซอรอล 1 % และ PEG 5% ลงในแบคทีเรียแขวนลอย ที่ผานการเก็บรักษาที่ 4 °ซ ทําใหมี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูงสุดอยางมีนัยสําคัญ เทากับ 95 และ 94% จากปริมาณ
แบคทีเรียเร่ิมตน 109 MPN/มิลลิลิตรและมีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายไพรีน แตเม่ือพิจารณา
จากราคาตนทุนการผลิต พบวาการเตรียมกลีเซอรอลมีราคาถูกวา PEG และยังใชสารปริมาณนอย
กวา จึงทําให กลีเซอรอล 1 % เปนสารรักษาสภาพจุลินทรียที่ดีที่สุด ดังนั้นวิธีที่เหมาะสมสําหรับ
การเตรียมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งประกอบดวยสารละลาย PB 0.05 โมลาร pH 6.5  ที่เติม
กลีเซอรอล 1 % และแบคทีเรีย RN402 ความเขมขน  109 CFU/มิลลิลิตร  

จากผลการทดลองการเก็บแบคทีเรียสูตรน้ําในระยะยาว หลังผานการเก็บรักษาเปนเวลา 
180 วัน (รูปที่ 5.3) พบวา แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่เติมกลีเซอรอล 1 % มีเปอรเซ็นตการรอด
ชีวิตของแบคทีเรียสูงกวาชุดควบคุมที่ไมมีการเติมกลีเซอรอล ทั้งในการเก็บรักษาที่ 4 และ 30Oซ 
อยางมีนัยสําคัญ และพบวาในชุดทดลงที่เติมกลีเซอรอลซ่ึงถูกเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 30Oซ มี
เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียใกลเคียงกับชุดควบคุมซึ่งถูกเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4Oซ จาก
ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในสารละลาย PB ที่เติมกลีเซอรอล 1 % 
ไมจําเปนตองเก็บรักษาในที่อุณหภูมิตํ่า และยังมีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของแบคทีเรียสูง ดังนั้นจึง
สามารถลดตนทุนการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําโดยลดที่ตนทุนการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา อีกทั้งกลีเซ
อรอลเปนสารพอลิออล (polyol) ที่ราคาไมแพงและเปนสารรักษาสภาพจุลินทรียที่ดี นอกจากนี้กลี
เซอรอลสามารถปกปองเซลลจากสภาวะเครียด รักษาสมดุลของแรงดันออสโมติกในเซลล และ
ควบคุมเขาออกของผนังเซลล (transmembrane transportation) (Gutierrez และคณะ, 1995; Li 
และคณะ, 2009) กลีเซอรอลสามารถเพิ่มความคงตัวของเอนไซมในสภาพความรอนสูง  (stability 
of thermolabile enzymes) และปองกันการหยุดชะงักของเอนไซม (inactivation of enzymes)ใน
สภาวะที่มีความรอนสูง (Zancan และ Sola-Penna, 2005) เชน การเติมกลีเซอรอลความเขมขน 
10 มิลลิโมลาร ในอาหารเหลว nutrient broth สามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของ Pseudomonas 
fluorescens sp. สายพันธุ Pf1 และคงประสิทธิภาพความเปนสารควบคุมชีวอินทรียในการยับยั้ง
โรคในมะเขือเทศ (Manikandan และคณะ, 2010) จากผลการทดลองชี้ใหเห็นวาการเติมกลีเซ
อรอล 1 % ในแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 สามารถยืดอายุการเปนรักษาแบคทีเรียมีชีวิตได แต

เนื่องจากจํานวนแบคทีเรียมีชีวิตของวันที่ 180 มีปริมาณเพียง 106 CFU/มิลลิลิตร จึงตองใช
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แบคทีเรียสูตรน้ําจํานวนมากจึงจะพอเพียงกับการประยุกตใชในการบําบัดสารพิษ ดังนั้นยังตองมี

การพัฒนาปรับปรุงการเตรียมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาและลดตนทุน
การผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา 

การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเปนทางเลือกหนึ่งสําหรับการพัฒนาปรับปรุงการเตรียม

แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เพื่อลดตนทุนในการผลิต ลดปริมาณการใชหัวเช้ือ และยืดอายุการเก็บ
รักษาใหยาวนาน โดยใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่เตรียมจากสารละลาย PB 0.05 โมลาร pH 
6.5  ที่เติมกลีเซอรอล 1 %  โดยใหมีจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนจาก 109 ไปเปน 1012 CFU/มิลลิลิตร 
เม่ือผานการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 180 วัน พบวา มีแบคทีเรียรอดชีวิตประมาณ 74 
% หรือประมาณ 109 CFU/มิลลิลิตร (รูปที่ 5.5) ซึ่งมากกวาการเตรียมแบบเดิมประมาณ 1,000 
เทา  และแบคทีเ รียที่ เก็บในสูตรดังกลาวยังคงมีประสิทธิภาพการยอยสลายปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนที่ดีประมาณ 70 % เนื่องการเพิ่มจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนสามารถเพิ่มการรอดชีวิต
ของแบคทีเรียที่ผานการเก็บรักษา เชน การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียเร่ิมของ Lactococcus lactis Sr. 
3.54 จาก109 เปน 1010 CFU/มิลลิลิตรกอนผานเก็บรักษาแบบ freeze dring  พบวาแบคทีเรียมี
การรอดสูงข้ึนประมาณ 1.7 เทาจากการรอดชีวิตของการเตรียมแบบเดิม (Berner และ 
Viernstein, 2006) ดังนั้นการเตรียมแบคทีเรียสูตรน้ําโดยใชเซลลเร่ิมตนเพิ่มข้ึนนี้จะทําใหมีเซลล
คงเหลืออยูมากกวาเม่ือผานการเก็บรักษาแลว ซึ่งทําใหใชแบคทีเรียสูตรน้ําในปริมาตรที่นอยลงได
ในการประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา (สูตรปรับปรุง) สําหรับบําบัดส่ิงแวดลอมที่ปนเปอนสารพิษ 
เปนการลดตนทุนในการดําเนินการบําบัดสารพิษในระบบบําบัดที่นําเอาแบคทีเรียสูตรน้ําไป

ประยุกตใชตอไป 

จากการประเมินตนทุนเบ้ืองตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําปริมาตร 1 ลิตร เม่ือผานเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ 30 oซ เปนเวลา 30 วัน เทากับ 62 บาท ซึ่งตนทุนเบ้ืองตนในการผลิตแบคทีเรีย
สูตรโดยการเตรียมแบบเดิม เทากับ 50 บาท (ตารางท่ี 5.6) ซึ่งพบวาตนทุนสูงข้ึนเพียงเล็กนอย 
ในขณะที่การเตรียมที่นี้สามารถเพิ่มการรอดชีวิตของแบคทีเรีย ยืดอายุการเก็บรักษา และลด
ปริมาณการใชแบคทีเรียสูตรน้ําในบําบัดสารพิษได เมื่อเปรียบเทียบตนทุนเบ้ืองตนแบคทีเรียสูตร
น้ําที่ผลิตจากงานวิจัยคร้ังนี้กับแบคทีเรียสูตรน้ําที่มีการจําหนาย ยี่หอ SpillRemed ที่ผลิตใน
สหรัฐอเมริกา ซึ่งราคาขายเทากับ 143 บาท/ ลิตร พบวามีราคาที่ถูกกวาถึง 2 เทา และจาก
ประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ทําใหเห็นแนวโนมความ
เปนไปไดในพัฒนาการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําไปสูการผลิตในเชิงพาณิชยตอไปอนาคตได   
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 การประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการบําบัดดินปนเปอนไพรีน เพื่อทดสอบ
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในยอยสลายไพรีนที่ปนเปอนในดิน โดยสรางระบบ
นิเวศจําลองดิน จํานวน 6 กรัม เติมไพรีนในอะซิโตนใหมีความเขมขนสุดทายในดินเปน 300 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดิน ในการทดลองนี้ประกอบดวย 4 ชุดทดลอง ไดแก ชุดทดลอง abiotic 
control ชุดทดลอง biostimulation (เติมสารสกัดจากยีสต) ชุดทดลอง bioaugmentation I (เติม
แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402) และ ชุดทดลอง bioaugmentation II (เติมแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่
ผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน) จากผลการทดลองพบวา ในชุดทดลอง bioaugmentation II มี
ประสิทธิภาพสูงที่สุดในการจํากัดไพรีน เมื่อเทียบกับชุดทดลอง abiotic control ชุดทดลอง 
biostimulation (รูปที่ 5.7) เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 กับ

แบคทีเรียแขวนลอย Mycobacterium sp. สายพันธุ Spyr1 โดยใชเวลา 14 วัน สําหรับยอยสลาย
ไพรีนใหหมดไป ที่ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 100 มิลลิกรัม/ลิตร ในระบบนิเวศจําลองดิน 50 กรัม 
(Karabika และคณะ, 2009) อยางไรก็ตามแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 มีประสิทธิภาพสูงกวา 
Mycobacterium sp. สายพันธุอ่ืนๆ ที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน ซึ่งใชเปนหัวเชื้อ
สําหรับ bioaugmentation ในดิน ไดแก  Mycobacterium sp. สายพันธุ NJS-1, NJS-P สามารถ
ยอยสลายไพรีนไดเพียง 52 และ 48% ที่ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
ตามลําดับ โดยใชเวลา 8 สัปดาห (Zeng และคณะ, 2010) Mycobacterium sp. สายพันธุ LP1 
สามารถยอยสลายไพรีนไดเพียง 65% ที่ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัม โดยใช
เวลา 39 วัน (Pizzul และคณะ, 2007) นอกจากนี้ยังพบวา แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการ
เก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน มีประสิทธิภาพสูงกวาแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ไมผานการเก็บรักษา 
สามารถอธิบายไดดวยสภาวะการอดอาหาร เชน การอดอาหารในหัวเชื้อแบคทีเรียสามารถเพิ่ม
การรอดชีวิตและกระตุนกิจกรรมการยอยสลายสารพิษของแบคทีเรีย (Watanabe และคณะ, 
2000) ดังนั้นแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการเก็บรักษามีประสิทธิภาพสูงกวา อาจเนื่องมาจาก
สภาวะการอดอาหารที่เปนแหลงคารบอนสําหรับแบคทีเรีย  

จากการตรวจติดตามการมีอยูของ Pseudoxanthomonas sp. RN402 ในระบบนิเวศ
จําลองดินโดยวิธี PCR-DGGE จากดีเอ็นเอที่สกัดจากดินจากระบบนิเวศจําลองดินในสัปดาหที่ 0 
2 และ 4 ซึ่งประกอบดวย 3 ชุดทดลอง ไดแก ชุดทดลอง biostimulation ชุดทดลอง 
bioaugmentation I และ ชุดทดลอง bioaugmentation II สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเดนของ 
RN402 อยูตลอดชวงการทดลองในชุดทดลอง bioaugmentation I และ II (รูปที่ 5.8) และ
สอดคลองกับการตรวจพบยีน nidA อยูตลอดชวงการทดลอง (รูปที่ 5.9) แสดงใหเห็นวา RN402 
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เปนประชากรหลักในโครงสรางประชาคมแบคทีเรีย และเปนแบคทีเรียที่มีบทบาทตอการยอย
สลายไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน ซึ่งสอดคลองกับผลการลดลงอยางรวดเร็วของไพรีนในชุด
ทดลอง bioaugmentation I และ II  เมื่อเปรียบเทียบกับชุดทดลอง biostimulation ที่ไมเติม 
RN402 (รูปที่ 5.7) จากผลการทดลองทั้งหมดชี้ใหเห็นวา RN402 เปนแบคทีเรียที่เหมาะสมสําหรับ
การใชเปนหัวเช้ือในการบําบัดดินปนเปอนโดยวิธีชีววิธี และเปนปจจัยสําคัญในการบําบัดสารพิษ
โดยชีววิธีประสบผลสําเร็จได ซึ่งหัวเชื้อแบคทีเรียที่เติมเขาไปในส่ิงแวดลอมตองสามารถแขงขันกับ
แบคทีเรียด้ังเดิมและมีชีวิตอยูรอดในส่ิงแวดลอมได (Robles-Gonzalez และคณะ, 2008; Mrozik 
และ Piotrowska-Seget, 2010) จากผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาการเติม
แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 มีบทบาทสําคัญในการยอยสลายไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน 

การตรวจพบยีน nidA ในสัปดาหที่ 2 และ 4 ของชุดทดลอง biostimulation (รูปที่ 5.8) 
แสดงใหวาแบคทีเรียด้ังเดิมในดินสามารถปรับตัวและมีความสามารถยอยสลายไพรีนหรือสามารถ

ใชไพรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได ทําใหจํานวนแบคทีเรียด้ังเดิมที่สามารถยอย

สลายไพรีนเพิ่มข้ึนมากพอที่จะสามารถตรวจพบยีน nidA โดยวิธี PCR ดังเชนการเติมสาร
ไฮโดรคารบอนสามารถกระตุนกิจกรรมการยอยสลายไฮโดรคารบอนของแบคทีเรียด้ังเดิมในดิน 
และเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไฮโดรคารบอน (Aleer และคณะ, 2011)  

จากรายงานทีผ่านมาการเติมสารสกัดจากยีสตสามารถกระตุนการยอยสลายไพรีนในการ

บําบัดดินแบบ in situ เนื่องจากสารสกัดจากยีสตสามารถใชเปนสารอาหารที่จําเปนในการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียด้ังเดิมได (Bach และคณะ, 2005) ในขณะที่ผลการทดลองคร้ังนีพ้บการ
ลดลงเพียงเล็กนอยของไพรีนที่เกิดจากการยอยสลายไพรีนในชุดทดลอง biostimulation ที่มีการ
เติมสารสกัดจากยีสต เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดทดลอง bioaugmentation (รูปที่ 5.7) และมีจํานวน
แบคทีเรียยอยสลายไพรีนเพิม่ข้ึนเพยีงเล็กนอยในสัปดาหที ่2 และ 4 ในชุดทดลอง biostimulation 
(ตารางที ่ 5.8) จากผลการทดลองแสดงใหเหน็วา การเติมสารสกัดจากยีสตมีผลเพียงเล็กนอยตอ
การกระตุนการเจริญเติบโตของแบคทีเรียด้ังเดิมที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน แตเมื่อ

พิจารณาปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในชุดทดลอง biostimulation มีแนวโนมที่ลดลงอยางตอเนือ่ง 
หากยืดระยะเวลาในการบมใหเพยีงพอสําหรับการปรับตัวและเพิม่จํานวนของแบคทีเรียด้ังเดิม ทาํ
ใหประสิทธิภาพในการยอยสลายของกระบวนการ biostimulation เพิ่มข้ึน (Lee และคณะ, 2007; 
Venkata Mohan และคณะ, 2008) ดังนัน้หากมกีารประยุกตใชกระบวนการ biostimulation 
รวมกับกระบวนการ bioaugmentation โดยการเติมแบคทีเรียสูตรน้าํ RN402 จะทําใหเกิดการ
บําบัดดินทีม่ีการปนเปอนไพรีนที่มีประสิทธิภาพสูงข้ึน  
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การมีชีวิตรอดของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารพิษเปนปจจัยหนึ่งที่

สําคัญในการบําบัดดินปนเปอนอยางมีประสิทธิภาพโดยชีววิธี การตรวจติดตามจํานวนแบคทีเรีย
เหลานี้ดวยเทคนิคทางชีวโมเลกุลซ่ึงเปนวิธีที่รวดเร็ว ทําใหทราบถึงการเปล่ียนแปลงของจํานวน
แบคทีเรียที่มีบทบาทในการยอยสลาย เพื่อใชเปนขอมูลสําหรับการควบคุมระบบบําบัดให
เหมาะสมตอกิจกรรมการยอยสลายของแบคทีเรีย ทําใหเกิดระบบบําบัดที่มีประสิทธิภาพสูง 
(Phrommanich และคณะ, 2009) ในงานวิจัยคร้ังนี้เลือกใชการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่
สามารถยอยสลายไพรีนในระบบนิเวศจําลองดินดวย 2 วิธี คือ การใช real-time qPCR โดยติด
ตามที่ยีน nidA เปนยีนเปาหมาย และการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนดวยวิธี 
MPN จากการทดลองพบวา การตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนดวยวิธี real-time 
qPCR ซึ่งเปนเทคนิคที่ไมอาศัยการเพาะเล้ียง มีผลการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน
ไดมากกวาการตรวจนับดวยวิธี MPN เล็กนอย (ตารางที่ 5.8 และ รูปที่ 5.11) ซึ่งสามารถอธิบายได
หลายเหตุผล เชน การตรวจนับจํานวนแบคทีเรียดวยวิธี MPN ตองอาศัยการเพาะเล้ียงใน
หองปฏิบัติการ ซึ่งดวยสภาวะที่ใชในการเพาะเล้ียงไมสามารถทําใหแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนที่มี
ทั้งหมดเจริญได (Amann และคณะ, 1995) และยีน nidA บนเมกะพลาสมิดของ RN402 ที่
สามารถเคล่ือนที่ไปสูแบคทีเรียด้ังเดิมที่ไมสามารถเพาะเล้ียงไดในหองปฏิบัติการ ซึ่งคลายกับ
งานวิจัยของ Nancharaiah และคณะ (2008) ไดศึกษาพบวา  ยีน TOL บนพลาสมิดของ 
Pseudomonas putida สายพันธุ KT2442 สามารถเคล่ือนที่ไปสูกลุมของแบคทีเรียด้ังเดิม ทําให
เพิ่มอัตราการยอยสลาย benzyl alcohol  นอกจากนี้ยังอาจเกิดจากขอจํากัดของการเพิ่มจํานวน
ชิ้นสวนดีเอ็นเอวิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ซึ่งผลที่ไดจากการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอจาก
เซลลที่มีชีวิตและเซลลตายของแบคทีเรีย (Shannon และคณะ, 2007) การเพิ่มจํานวนช้ินสวนอาร
เอ็นเอดวยวิธี real-time PCR จึงเปนทางเลือกหนึ่งเพื่อแกปญหาขอจํากัดดังกลาวสําหรับการนับ
จํานวนแบคทีเรียที่มีบทบาทในการยอยสลายสารพิษ ในทางกลับกันในงานวิจัยนี้มีการประยุกตใช
การนับจํานวนแบคทีเรียดวยวิธีอาศัยการเพาะเล้ียงและไมอาศัยการเพาะเล้ียง จากทั้งสองเทคนิค
นี้ทําใหไดขอมูลที่มีควบถวน แตอยางไรก็ตามการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนโดย
วิธี MPN ตองใชเวลานานอยางนอย 3 สัปดาห ในการบม (Johnsen และคณะ, 2002) จึงทําให
การตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนโดยวิธี real-time PCR มีความเหมาะสมมากกวา 
เนื่องจากสามารถตรวจวัดไดทันทีจากตัวอยางดินในส่ิงแวดลอมโดยไมใชเวลาในการเพาะเล้ียง

แบคทีเรียเพื่อนับจํานวน จากรายงานวิจัยจํานวนมากเลือกใชเทคนิคนี้สําหรับตรวจนับและ
ประเมินประสิทธิภาพของการบําบัดสารพิษโดยชีววิธีในตัวอยางจากส่ิงแวดลอม ไดแก ดิน 
(Dominguez และคณะ, 2008; Phrommanich และคณะ, 2009), น้ําใตดิน (Nyyssönen และ
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คณะ, 2009; Kao และคณะ, 2010), น้ําเสียและสลัดจจากระบบบําบัดน้ําเสีย (Shannon และ
คณะ, 2007)  ดังนั้นการประยุกตใชการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มี nidA ดวยวิธี real-time PCR 
จึงเปนวิธีตรวจติดตามที่รวดเร็วในการวิเคราะหจํานวนประชากรแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน และ
ไดรับขอมูลอยางรวดเร็ว เพื่อใชขอมูลดังกลาวในการดูแลและควบคุมระบบบําบัดใหดําเนินงาน
อยางมีประสิทธิภาพ 

จากงานวิจัยคร้ังนี้ทําใหไดแบคทีเรียสูตร RN402 ที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลาย

ไพรีนและมีอายุการเก็บรักษาท่ียาวนาน วิธีการเตรียมประกอบดวยสารละลาย PB 0.05 โมลาร 
pH 6.5 ที่เติมกลีเซอรอล 1 % และแบคทีเรีย RN402 ที่ความเขมขนเร่ิม 1012 CFU/มิลลิลิตร โดย
แบคทีเรียสูตรน้ําดังกลาวสามารถเก็บรักษาไดที่ 30°ซ เปนเวลาอยางนอย 6 เดือน และแบคทีเรีย
สูตร RN402 ที่ผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน สามารถใชเปนหัวเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการ
บําบัดดินปนเปอนไพรีนที่ความเขมขนเร่ิม 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดิน โดยใชเวลา 4 สัปดาห ใน
การยอยสลายไพรีนไดอยางสมบูรณ จากประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 และตนทุน
การผลิตชี้ใหเห็นถึงศักยภาพในการพัฒนาตอยอดงานวิจัยไปสูการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําเชิง

พาณิชย และประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เพื่อเปนหัวเช้ือในการบําบัดสารพิษใน
ส่ิงแวดลอม 
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บทที่  6 

 พัฒนาวิธีการใชสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 โดย
การตรึงเซลลสําหรับการบําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามันดีเซล 

6.1 บทนํา 
ปจจุบันน้ํามันดีเซลจัดเปนเช้ือเพลิงพลังงานในภาคคมนาคมขนสง ภาคอุตสาหกรรม ที่มี

ปริมาณการใชสูงที่สุด เม่ือเปรียบเทียบกับน้ํามันปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดอ่ืน (สํานักงาน
นโยบายและแผนพลังงาน, 2555)  ผลจากการใชน้ํามันดีเซลจํานวนมากทําใหมีแนวโนมสูงในการ
กอใหเกิดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจํานวนมาก และการร่ัวไหลของน้ํามันดีเซลจาก
อุบัติเหตุทางคมนาคม นําไปสูการปนเปอนในส่ิงแวดลอมและกอใหเกิดอันตรายตอส่ิงมีชีวิต เชน 
กรณีเรือบรรทุกน้ํามันดีเซลของขบวนการลักลอบขนน้ํามันเถื่อนลมบริเวณทะเล อ.บานฉาง จ.
ระยอง (เทศบาลนครระยอง, 2553)  กรณีเรือบรรทุกน้ํามันดีเซลลมบริเวณเกาะราชาใหญจังหวัด
ภูเก็ตสงผลใหน้ํามันร่ัวออกออกมาในทะเล (คมชัดลึก, 2554)   นอกจากนี้น้ํามันดีเซลยัง
ประกอบดวย PAHs ซึ่งมีความเปนพิษ และเปนสารกอมะเร็ง  ดังนั้นการปนเปอนน้ํามันดีเซลใน
ธรรมชาติอาจเกิดการสะสมในสิ่งมีชีวิตในส่ิงแวดลอมมีความสําคัญและกอใหเกิดผลกระทบตอ

มนุษย เนื่องจากความเกี่ยวของกับหวงโซอาหารของส่ิงมีชีวิต (Lohi และคณะ, 2008; Chandran 
และ Das, 2011)   ดังนั้นเพื่อลดปญหาการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในธรรมชาติ ซึ่งอาจ
เกิดจากการปลอยน้ําเสียจากอุตสาหกรรม หรืออุบัติเหตุการร่ัวไหลของน้ํามันลงสูส่ิงแวดลอม จึง
จําเปนตองมีวิธีการบําบัดน้ําเสียอยางถูกวิธี   

วิธีการบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอนน้ํามันโดยทั่วไปนิยมใชวิธีทางกายภาพ ทางเคมี แต
เนื่องจากวิธีการเหลานี้มีขอดอยในเรื่องคาใชจายที่มีราคาสูง และไมสามารถกําจัดน้ํามันไดอยาง
สมบูรณ (Hong และคณะ, 2005; Vieira และคณะ, 2007) ดังนั้นจึงมีการใชวิธีทางชีววิธีมา
ประยุกตใชในการบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอนน้ํามัน เนื่องจากการบําบัดโดยชีววิธีเปนการใชจุลินทรีย
ในการบําบัดสารพิษจึงไมเปนอันตรายตอมนุษยและส่ิงแวดลอม (EPA, 2001) โดยจุลินทรีย
สามารถใชน้ํามันเปนแหลงคารบอนเปลี่ยนเปนมวลชีวภาพของจุลินทรีย คารบอนไดออกไซด และ
น้ํา ซึ่งกระบวนการดังกลาวทําใหน้ํามันที่ปนเปอนในน้ําเสียถูกกําจัดไดอยางสมบูรณโดยจุลินทรีย 
(Das และ Chandran, 2011; Tyagi และคณะ, 2011) 

ดังนั้นจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายจึงเปนปจจัยสําคัญในการบําบัดน้ําเสียที่

ปนเปอนน้ํามันดีเซลโดยชีววิธี (Tyagi และคณะ, 2011) จากรายงานพบวามีแบคทีเรียหลายชนิดที่
มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดีเซล ไดแก 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) อยางไรก็ตามการใช
แบคทีเรียสูตรน้ําในการบําบัดน้ําเสียยังมีขอจํากัดในดานการเตรียมเซลลแบคทีเ รียที่มี

ประสิทธิภาพ ความคงทนตอสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมตอการเจริญ และการนําแบคทีเรีย
กลับมาใชซ้ํา การแกปญหาดังกลาวอาจทําไดโดยการใชแบคทีเรียที่ถูกตรึงในวัสดุตรึงในการ
บําบัดน้ําเสีย (Obuekwe และ Al-Muttawa, 2001; Rahman และคณะ, 2006) 

การประยุกตใชแบคทีเรียในการบําบัดน้ําเสียสามารถทําไดโดยการใชเทคนิคตรึงเซลล

แบคทีเรียบนวัสดุตรึงที่เหมาะสม ซึ่งจะชวยเปนแหลงคุมกัน อีกทั้งยังทําใหแบคทีเรียสามารถทน
ตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมกับการเจริญ เชน ปริมาณน้ํามันที่มีความเขมขนสูง หรือ
สารอาหารที่มีปริมาณตํ่าในน้ําเสีย ทําใหอัตราการอยูรอดของแบคทีเรียเพิ่มข้ึน และเพิ่ม
ประสิทธิภาพการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนได (Obuekwe และ Al-Muttawa, 2001; 
Gentry และคณะ, 2004; Wu และคณะ, 2009;  Lee และคณะ, 2011) เชน Lee และคณะ 
(2011) ทดสอบการตรึงเซลลแบคทีเรียกลุม (Acinetobacter sp., Gordonia sp. and 
Rhodococcus sp.) บนวัสดุตรึงผสมระหวางพีทมอส (peat moss) เบนโทไนท (bentonite) 
และอัลจิเนต (alginate) พบวาเซลลตรึงสามารถกําจัดน้ํามันดีเซลความเขมขนสูงไดอยางมี
ประสิทธิภาพ และ Lawniczak และคณะ (2011) พบวาเม่ือตรึงเซลลจากแบคทีเรียกลุมบนวัสดุ
ตรึงเซลลูโลส (cellulose-based carrier) มีประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันดีเซลสูงกวาเซลล
อิสระ นอกจากนี้ยังสามารถนําแบคทีเรียที่ถูกตรึงนี้กลับมาใชซ้ําได ทําใหคาใชจายในการ
ดําเนินการบําบัดน้ําเสียในระยะยาวตํ่า การตรึงเซลลทําไดหลายรูปแบบ เชน การจับกลุมของ
เซลล การดูดซับบนผิววัสดุตรึง การสรางพันธะโควาเลนทระหวางเซลลกับวัสดุตรึง การเชื่อมกัน
ของเซลล การบรรจุเซลลในวัสดุตรึง และการทําใหเซลลติดอยูในเมทริกซ (Cassidy และคณะ, 
1996) นอกจากนี้ยังพบวามีวัสดุตรึงหลากหลายชนิด เชน ไคติน ไคโตซาน พอลิยูรีเทน อัลจิเนต 
ตัวกลางแกว ถานกัมมันต กอนหิน กอนกรวด ฟางขาว และตัวกลางพลาสติก เปนตน (Gentili 
และคณะ, 2006; Rodríguez-Martínez และคณะ, 2006; Karabika และคณะ, 2009; Liu และ
คณะ, 2009; Wu และคณะ, 2009;  Das และ Chandran, 2011; Lee และคณะ, 2011) 

งานวิจยันี้จงึมเีปาหมายที่จะมุงหาวธิีการประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้าํ RN402 ที่มี

ประสิทธิภาพจากผลการทดลองในบทท่ี 3 เพื่อใชในการบําบัดน้าํเสียปนเปอนน้าํมนัดีเซลโดยการ
ใชเทคนิคตรึงเซลลแบคทีเรียบนวัสดุตรึงที่เหมาะสม ทัง้นีง้านวิจยันีเ้ร่ิมจากการทดสอบ

ประสิทธิภาพแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ เพือ่



 
 
101

จะไดทราบขอบเขตความสามารถในการประยุกตใชแบคทีเรียชนิดนี้ตอไป จากนัน้พฒันาวิธกีารใช
แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 สําหรับการบําบัดน้าํเสีย โดยใชวิธีการตรึงแบคทีเรียบนวัสดุตรึงที่

เหมาะสม ทดสอบประสิทธภิาพของเซลลตรึง RN402 ในการกําจัดน้ํามันดีเซล และทดสอบการใช
ซ้ําของเซลลตรึง RN402 นอกจากนี้มีการตรวจติดตามการยึดเกาะของเซลล RN402 ในไบโอฟลม
บนพืน้ผิวของวัสดุตรึงโดยกลองจุลทรรศนคอนโฟคอลเลเซอร (confocal laser scanning 
microscopy, CLSM) ซึ่งใหผลการตรวจติดตามเปนภาพถายที่ชัดเจน และรวดเร็ว โดยผลการ
ทดลองนี้จะทาํใหทราบขอบเขตความสามารถของเซลลตรึง RN402 และเพื่อเปนขอมูลเบ้ืองตนใน
การประยุกตใชเซลลตรึง RN402 สําหรับบําบัดน้าํเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม  

6.2 ขั้นตอนงานวิจยั 
6.2.1 ทดสอบประสิทธภิาพแบคทีเรียสูตรน้าํ RN402 ในการยอยสลายปโตรเลยีม

ไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ 
 1) ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้าํ RN402 ในการยอยสลายน้าํมัน

ปโตรเลียม 
 2) ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้าํ RN402 ในการยอยสลายอัลเคน 
6.2.2  คัดเลือกวสัดุตรึงที่เหมาะสมสาํหรับตรึงเซลลแบคทีเรียสูตรน้ําของ RN402  
 1) ทดสอบการดูดซับน้ํามนัของวัสดุตรึง 
 2) ทดสอบการยอยสลายของวสัดุตรึงที่ลอยอยูในน้าํเสียสังเคราะห 
6.2.3 ทดสอบประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 1) ทดสอบผลของความเขมขนของน้ํามันดีเซลตอประสิทธภิาพการยอยสลาย

โดยเซลลอิสระ และเซลลตรึง RN402 
 2)  ทดสอบประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการกาํจัดน้ํามนัดีเซลที่ความ

เขมขนตางๆ 
 3)  ทดสอบประสิทธิภาพในการใชซ้ําของเซลลตรึง RN402 
 4)  ตรวจสอบการมีอยูของยีนทีป่ระมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสที่คาดวา

เกี่ยวของกับการยอยสลายน้าํมันดีเซล 

6.3 วัสดุอุปกรณและวิธีดําเนินงานวจิยั 
6.3.1 ทดสอบประสิทธภิาพของแบคทีเรียสตูรนํ้า RN402 ในการยอยสลายน้าํมนั

ปโตรเลียม 
ทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันปโตรเลียมชนิดตางๆ 10 ชนิด ไดแก กลุมน้ํามัน

ดีเซล PTT Diesel, PTT Diesel B5 กลุมน้ํามันหลอล่ืนเคร่ืองยนตเบนซิน  Performa, Performa 
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Semi-Synthetic, Performa Synthetic, กลุมน้ํามันหลอล่ืนเคร่ืองยนตดีเซล  Dynamic  Super 
Synthetic, Dynamic premier, Dynamic Synthetic, PTT V-120, และกลุมผลิตภัณฑหลอล่ืน
จาระบี  PTT cup grease  ที่มีความเขมขนสุดทายของน้ํามันแตละชนิดเทากับ 100 และ 200 
มิลลิกรัม/ลิตร ในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุในขวดแกวรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่เติมแบคทีเรียสูตรน้ําตามขอ 5.3.4 ซึ่งถูกเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน ใหมีปริมาณเช้ือ
เร่ิมตนประมาณ 107 CFU/มิลลิลิตร นํามาบมบนเครื่องเขยาอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน โดยมีชุดควบคุม คือ ไมมีการเติมหัวเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM เพื่อดูการลดลงของน้ํามันที่เกิดจากปจจัยทางกายภาพ ทุกชุดทํา 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางน้ําเสีย
เพื่อนํามาวิเคราะหปริมาณปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่เหลืออยู ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.11 และ
คํานวณประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันของแบคทีเรียสูตรน้ําจากสมการ  

 
ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามัน (%) = 100 – [(ปริมาณนํ้ามันที่เหลืออยูในชุดควบคุม(วันที่3) – ปริมาณ

น้ํามันที่เหลืออยูในชุดทดลอง(วันที่3))/ปริมาณน้ํามันหลอล่ืนในชุด
ควบคุม(วันที่3)) x100]  

 

6.3.2 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการยอยสลายอัลเคน 
นําแบคทีเรียสูตรน้ําจากขอ 4.3.4 ที่มีผลการอยูรอดของแบคทีเรียที่สูงสุดและประสิทธิภาพ

ในการยอยสลายสูง ที่ถูกเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน ใสในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ใหปริมาณของแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 108 CFU/มิลลิลิตร และเติมอัลเคนชนิดตางๆ 
ไดแก เตตระเดคเคน (n-tetradecane)  เฮกซะดีเคน (n-hexadecane) น้าํมันดีเซล และน้ํามนัดิบ 
ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 450 มิลลิกรัม/ลิตร บมบนเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวย
ความเร็ว 200 รอบ/นาท ีระยะเวลา 9 วัน โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา มชีุดควบคุมคือไมเติมเชื้อ เพือ่
ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้าํ RN402 ในการยอยสลายอัลเคน โดยสกัดอัลเคนที่

เหลืออยูและวเิคราะหปริมาณอัลเคนโดยวิธี GC ตามวธิีที่ระบุในขอ 3.12 

6.3.3 คัดเลือกวสัดุตรึงที่เหมาะสมสาํหรับตรึงเซลล RN402  
คัดเลือกวัสดุตรึงที่เหมาะสมโดยวิเคราะหประสิทธิภาพในการดูดซับน้าํมันของวัสดุตรึงแต

ละชนิดในขอ 1)  และสมบัติการยอยสลายของวัสดุตรึงในขอ 2) โดยชนิดของวัสดุตรึงที่ใชทดสอบ
มี 3 ประเภท ไดแก (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 
การวิเคราะหการดูดซับน้ํามันของวัสดุตรึงทาํโดยใชวธิตีาม ASTM F726-81 (1986) ที่มี

การดัดแปลงบางสวน โดยเติมวัสดุตรึงชนิดแหงปริมาณ 300 มิลลิกรัม ในขวดรูปชมพูขนาด 125 
มิลลิลิตร ที่บรรจุน้ํากล่ัน ปริมาตร 25 มิลลิลิตร วางขวดทดลองบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็วรอบ 140 
รอบ/นาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง เติมน้ํามันที่ทราบปริมาณลงไปในขวดทดลองเพยีงเล็กนอย  นาํขวด
ทดลองไปวางบนเคร่ืองเขยาตอทันทีเปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติมน้าํมันลงไปในขวดทดลอง และ
นําไปวางบนเคร่ืองเขยาอีกคร้ัง ทาํเชนนี้ตอไปจนกระทั่งสังเกตเหน็คราบน้าํมนัลอยอยูบนผิวน้ํา

เสียสังเคราะหภายหลังการใหอากาศ โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา คาการดูดซับน้ํามนัของวัสดุตรึงแต
ละชนิดมหีนวยเปน กรัม/กรัมของวัสดุตรึง โดยคํานวณจากสูตร 

 คาการดูดซับน้ํามนัของวัสดุตรึง   =   ปริมาณน้ํามันทีถู่กดูดซับ / น้าํหนักวัสดุตรึง  

2) ทดสอบการสลายตัวของวัสดุตรึงที่ลอยอยูในน้าํเสียสังเคราะห 
เติมวัสดุตรึงปริมาณ 1 กรัม ในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุน้ําเสีย

สังเคราะหปริมาตร 50 มิลลิลิตร และเติมน้ํามันปริมาณ 2 % ของปริมาณทัง้หมด สังเกตลักษณะ
การเปล่ียนแปลงของวัสดุตรึง  และนาํวัสดุตรึงที่ลอยในนํ้าเสียสังเคราะหมาชัง่เพือ่หาน้ําหนกัที่

ลดลง ทาํการทดลอง 15 วนั 3 ซ้ํา คาการสลายตัวของวัสดุตรึงแตละชนิดมหีนวยเปนเปอรเซ็นต 
(%) โดยคํานวณจากสมการ 

 
คาการสลายตัวของวัสดุตรึง = ((น้ําหนักของวัสดุตรึง(วันที่ 0) - น้ําหนักของวัสดุตรึงกอนใช(วันที่ 15))/

น้ําหนักของวัสดุตรึง (วันที่ 0) x 100) 
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6.3.4 ทดสอบผลของความเขมขนของน้ํามันดีเซลตอประสิทธภิาพการยอยสลาย
โดยเซลลอิสระ และเซลลตรึง RN402 

จากผลการคัดเลือกวัสดุตรึงที่เหมาะสมสําหรับการตรึงเซลลแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ใน
ขอ 6.3.3 และนําวัสดุตรึงดังกลาวผานการตรึงเซลลโดยใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เปนหวัเชือ้
แบคทีเรียโดยวิธีของปริชาติ (2554) ซึ่งมข้ัีนตอนการตรึงดังนี้     วัสดุตรึง 5 กรัม น้ํามันดีเซล 0.5 
% (w/v) ในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 108 MPN/ชุดทดลอง 
และเขยาเปนเวลา 6 วนั นาํเซลลตรึงที่ไดมาทดสอบผลของความเขมขนของน้าํมนัดีเซลตอ

ประสิทธิภาพการยอยสลายโดยเปรียบเทยีบกับเซลลอิสระ โดยเตรียมอาหารเหลว CFMM 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ทําการทดลองแบบก่ึงตอเนื่อง โดยเติม
น้ํามันดีเซลทีค่วามเขมขนเร่ิมตน 200 มิลลิกรัม/ลิตร และเติมน้าํมันดีเซล 200 มลิลิกรัม/ลิตร ทกุ 3 
วัน นาํไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 วัน การทดลองแบง
ออกเปน 3 ชุด ชุดที่ 1 เติมเซลลอิสระ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 108 MPN/ชุดทดลอง  และชุดที่ 2 เติม
เซลลตรึงที่มีอายุ 6 วนั จาํนวน 1 กรัม ซึ่งมีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 108 MPN/ชุดทดลอง ทาํการทดลอง 
3 ซ้ํา ชุดควบคุมแบงออกเปน 2 ชุด คืออาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่เติมน้าํมนั
ดีเซลความเขมขนสุดทายเทากบั 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุกๆ 3 วัน ชดุที่ 1 ไมเติมแบคทีเรีย ชุดที ่ 2 
เติมวัสดุตรึงปลอดเช้ือ จากนั้นวิเคราะหปริมาณแบคทีเรียบนวัสดุตรึงปริมาณแบคทเีรียที่มีชวีิตใน
อาหารเหลว CFMM โดยวธิี MPN และวิเคราะหปริมาณน้ํามนัทีเ่หลืออยูโดยวิธ ีTLC-FID ตามวธิีที่
ระบุในขอ 3.10 และ 3.11 ตามลําดับ 

  
6.3.5 ทดสอบประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการกําจัดน้ํามันดีเซลที่ความ

เขมขนตางๆ 
ทดสอบประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการยอยสลายน้ํามนัดีเซลที่ความเขมขน

ตางๆ เพื่อหาอัตราการกําจดัน้ํามนัดีเซลของเซลลตรึง RN402 โดยข้ันตอนดังนี้เตรียมอาหารเหลว 
CFMM 50 มลิลิลิตร ที่เติมน้ํามนัดีเซลความเขมขนสุดทายเทากับ 100 500 1,000 5,000 10,000 
และ 20,000 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มลิลิลิตร เติมเซลลตรึงจํานวน 5 
กรัม ซึง่ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 109 MPN/ชุดทดลอง และนําไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วนั ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ชุดควบคุมคืออาหารเหลว CFMM ที่เติมน้าํมัน
ดีเซลและวัสดุตรึงปลอดเช้ือ เก็บตัวอยางทุกวนัเพื่อวิเคราะหปริมาณน้ํามนัที่เหลืออยูโดยวิธ ี TLC-
FID ตามวธิีทีร่ะบุในขอ 3.11 และเก็บตัวอยางในวันที ่ 7 เพื่อวเิคราะหปริมาณแบคทีเรียบนวัสดุ
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ตรึงปริมาณแบคทีเรียทีม่ีชีวติในอาหารเหลวโดยวิธี MPN ตามวิธทีีร่ะบุใน 3.10 อัตราการกาํจัด
น้ํามันดีเซล มหีนวยเปน มิลลิกรัม/ลิตร/กรัมเซลลตรึง/วัน โดยคํานวณจากสมการ 

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

(มิลลิกรัม/ลิตร/กรัมเซลลตรึง/วัน) 

นําขอมูลของอัตราการกําจดัน้ํามนัดีเซลของแตละความเขมขนของน้าํมันดีเซลสรางกราฟ

ระหวางอัตราการกําจัดน้ํามนัดีเซลและความเขมขนของน้ํามนัดีเซล เพื่อหาคาอัตราการกาํจัด

น้ํามันดีเซลสูงสุด 
 
6.3.6 ทดสอบประสิทธภิาพในการใชซํ้าของเซลลตรึง RN402 
ทดสอบประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 เพื่อทดสอบในการใชซ้าํในอาหารเหลวและ

การใชงานในระยะยาว โดยขั้นตอนดังนี้เตรียมอาหารเหลว CFMM 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู
ขนาด 250 มิลลิลิตร และเติมน้ํามนัดีเซลความเขมขนสุดทายเทากับ 200 มิลลิกรัม/ลิตร เติมเซลล
ตรึงจํานวน 1 กรัม ซึง่ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 108 MPN/ชุดทดลอง แลวนาํไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ
ตอนาท ี ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน จากนัน้เก็บเซลลตรึงมาลางดวยสารละลายโพแทสเซียม
ฟอสเฟตบัฟเฟอร และเติมลงไปในอาหารเหลว CFMM ในขวดใหม ที่เติมน้าํมันดีเซล 200 
มิลลิกรัม/ลิตร ทาํซํ้าเปนจาํนวน 70 คร้ัง วิเคราะหปริมาณน้าํมนัที่เหลืออยูโดยวิธ ี TLC-FID ตาม
วิธีที่ระบุในขอ 3.10 นําเซลลตรึงกอนใชงาน และที่ผานการใชงาน 70 คร้ังเพื่อถายภาพการยึด
เกาะของเซลลโดยกลองจุลทรรศนอิเล็กตอนแบบสองกราด (scanning electron microscopy, 
SEM) (บริษัท JEOL Ltd., Tokyo, Japan) กลองจุลทรรศนคอนโฟคอลเลเซอร (confocal laser 
scanning microscopy, CLSM) (บริษัท Nikon Canada, Mississauga, Canada) และการ
สรางไบไอโอฟลมโดยกลองจุลทรรศนแบบสแกนภาพอะตอม  (scanning probe microscopy, 
SPM) (บริษัท Veeco Instruments, Woodbury, NY, USA) 

สําหรับการตรวจติดตามการยึดเกาะของเซลล RN402 ในไบโอฟลมบนพ้ืนผิวของวสัดุตรึง
โดยกลอง CLSM โดยมีชั้นตอนดังนีน้ําเซลลตรึงที่ผานการใชงาน 70 คร้ัง ลางดวยน้าํกล่ันปลอด
เชื้อที่ผานการกรองดวยกระดาษกรองที่มขีนาดรูกรอง 0.20 ไมโครเมตร ยอมดวยสียอม 
FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit (บริษัท MolecularProbes, Eugene, OR, 
USA) บมในทีม่ืดเปนเวลา 20 นาที จากนัน้ถายภาพการยึดเกาะของเซลลโดยกลอง CLSM 

การมีชีวิตของ RN402 ในไบโอฟลมบนพ้ืนผิวของวัสดุตรึง โดยมีชั้นตอนดังนีน้ําตัวอยาง
เซลลตรึงขางตนแชดวยน้ํากล่ันปลอดเชือ้ที่ผานการกรองปริมาตร 2 มิลลิลิตร และขุดดวยไมจิม้
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ฟนที่ผานการฆาเชื้อเพื่อนาํเอาเซลลออกจากพื้นผิวของวัสดุตรึง นาํเซลลแขวนลอยปนแยกเซลล

ดวยเคร่ืองปนเหว่ียงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4๐ซ เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิง้
และเติมดวยน้าํกล่ันปลอดเช้ือที่ผานการกรองปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และยอมดวยสียอม 
FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร บมในที่มดืเปนเวลา 20 
นาที ดูดตัวอยาง 5 ไมโครลิตร และหยดบนสไลด จากนัน้ถายภาพการมีชีวิตของ RN402 ในไบโอ
ฟลมโดยกลอง CLSM นําภาพถายที่ไดนับจํานวนเซลลแบคทเีรียที่ถกูยอมติดสีโดยโปรแกรม

วิเคราะหภาพ ImageJ (Abramoff และคณะ, 2004) การมีชวีติของ RN402 มีหนวยเปน
เปอรเซ็นต (%) โดยคํานวณจากสมการ  

การมีชีวิตของ RN402 (%) = จํานวนเซลลที่ยอมติดสีเขียว/จํานวนเซลลที่ยอมติดสีทั้งหมด x 100 

6.3.7 ตรวจสอบการมีอยูของยนีที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสที่คาดวา
เกี่ยวของกับการยอยสลายน้ํามันดีเซล 

6.3.7.1 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 
นําเซลลตรึงที่ผานการใชงาน 70 คร้ัง ลางดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อที่ผานการกรองดวย

กระดาษกรองที่มีขนาดรูกรอง 0.20 ไมโครเมตร ขุดดวยไมจิ้มฟนที่ผานการฆาเช้ือเพื่อนําเอาเซลล
ออกจากพื้นผิวของวัสดุตรึง และนําเซลลมาสกัดแยกจีโนมิกดีเอ็นเอ วิเคราะหความเขมขนของดี
เอ็นเอ และความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอตามตามวิธีที่ระบุในขอ 3.2 

6.3.7.2 ตรวจสอบยีนที่เกี่ยวของในการยอยสลายน้ํามันดีเซลโดยวิธี PCR 
 นําดีเอ็นเอจากเซลลตรึงที่สกัดไดไปทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชสวนผสมของสาร
ในปฏิกิริยาและไพรเมอรที่มียีนเปาหมายเปนยีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสของ

แบคทีเรียกลุมตางๆ ที่สามารถยอยสลายอัลเคน ดังในตารางที่ 6.1 
 
ตารางที่ 6.1 ไพรเมอรตรวจสอบยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายน้ํามันดีเซลเบื้องตน 
ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด เปาหมาย อุณหภูมิ (oซ) 

Annealing 
ขนาดคาดหวัง 

(bp) 
เอกสารอางอิง 

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 เปาหมาย อุณหภูมิ (oซ) 
Annealing 

ขนาดคาดหวัง 
(bp) 

เอกสารอางอิง 

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’ 

 
  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสปริมาตรสุทธ ิ 30 ไมโครลิตร ประกอบดวยความเขมขนสุดทาย
ของแตละสารในปฏิกิริยามีดังนี้ Taq DNA polymerase ปริมาณ 0.5 หนวย สารละลายไพรเมอร
ความเขมขน 20 พิโคโมลตอไมโครลิตร (ของแตละตัว) สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) 
ความเขมขน 2 มิลลิโมลาร สารละลาย dNTP ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร  ดีเอ็นเอ ปริมาณ 1    
ไมโครกรัม ปรับปริมาตรดวยน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ หลังจากนั้นดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรสดวยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler, model 2400) (บริษัท Perkin Elmer, 
MA, USA) โดยใหมีสภาวะที่เหมาะสมกับไพรเมอรกันดังนี ้

ไพรเมอร ALK-1F และ ALK-1R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

 2. Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
3. Annealing  ที่อุณหภูมิ 54°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 30 วินาที 
5. ทําข้ันตอน 2 ถึง 4 จํานวน 30 รอบ 



 
 
108

6. Final extension  ที่อุณหภูมิ 72°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

ไพรเมอร ALK-2F และ ALK-2R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

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

ไพรเมอร ALK-3F และ ALK-3R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

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

ไพรเมอร alkB-1F และ alkB-1R ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

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

ไพรเมอร CYP153-F1 และ CYP153-R1 ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

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

ไพรเมอร P450fw1 และ P450rv3 ใชสภาวะ 
1. Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 95°ซ  เปนเวลา 5 นาที 

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

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร TAE ความ
เขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจลเขมขน 2% เพื่อตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ PCR โดยการ
เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  

 
6.4 ผลการทดลอง 

6.4.1 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการยอยสลายน้ํามัน
ปโตรเลียม 
 ผลจากการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ําในการยอยสลายปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอน 10 ชนิด ไดแก 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  ที่มีความเขมขนสุดทายของน้ํามันแตละชนิดใน
อาหารเหลว CFMM เทากับ 100 และ 200 มิลลิกรัม/ลิตร โดยเติมแบคทีเรียสูตรน้ําที่ถูกเก็บรักษา
เปนเวลา 30 วัน เติมลงในน้ําเสียสังเคราะหใหมีปริมาณเชื้อเร่ิมตนประมาณ 107 CFU /มิลลิลิตร 
นํามาบมบนเคร่ืองเขยาอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน พบวา 
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ําในการยอยสลาย PTT Diesel และ PTT Diesel B5 ที่ความ
เขมขน 100 มิลลิกรัม/ลิตร มีประสิทธิภาพสูงประมาณ 90% ข้ึนไป  ทั้งนี้ 80-90% ในน้ํามันดีเซล
ประกอบดวยสารประกอบไฮโดรคารบอนอ่ิมตัวซ่ึงแบคทีเรียสามารถยอยสลายไดงายเมื่ออยูใน

สภาวะที่เหมาะสม ที่เหลืออีก 10 – 20 % เปนอะโรมาติกไฮโดรคารบอน ซึ่งแบคทีเรียสายพันธ 
RN402 สามารถยอยสลายไดเชนกัน ผลสงใหประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันดังกลาวสูง สวน
ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเคร่ืองยนตดีเซลชนิด PTT V-120 สูงถึง 80 % ในขณะที่
ประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันอ่ืนๆในกลุมน้ํามันหลอล่ืนทั้ง 2 กลุมคือน้ํามันหลอล่ืน
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เคร่ืองยนตดีเซล และน้ํามันหลอล่ืนจาระบีอยูระหวาง 20 – 60 % ดังแสดงผลการทดลองในตาราง
ที่ 6.2 และรูปที่ 6.2 เนื่องจาก PTT V-120 เปนน้ํามันหลอล่ืนพื้นฐาน (mineral base oil) ในขณะที่
น้ํามันในกลุม Performa และ Dynamic เปนน้ํามันหลอล่ืนที่มีสวนประกอบของสารเคมีที่ถูก
สังเคราะหข้ึนมาเพื่อใชในการเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานและอายุการใชงานของน้ํามันหลอล่ืน 
ซึ่งสารสังเคราะหเหลานี้จะมีโครงสรางโมเลกุลที่ซับซอนทําใหยากตอการยอยสลายโดยเชื้อ

แบคทีเรีย 
 
ตารางที่ 6.2 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ําในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 

ชนิดน้าํมนั ประสิทธิภาพการยอยสลาย (%) 
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 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ําในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ 
ที่ความเขมขน 100 และ 200 มก/ลิตร ซึ่งมีปริมาณเชื้อเร่ิมตนประมาณ 107CFU/มิลลิลิตร โดย
เขยาที ่200 รอบ/นาท ีที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วนั  

6.4.2 ทดสอบประสิทธภิาพของแบคทีเรียสตูรน้ํา RN402 ในการยอยสลายอัลเคน 
ผลจากการทดสอบประสิทธภิาพของแบคทีเรียสูตรน้าํ RN402 ในการยอยสลายอัลเคน 

ไดแก n-เตตระเดคเคน n-เฮกซะดีเคน น้ํามันดีเซล และน้ํามนัดิบ ที่ความเขมขนเร่ิมตนเทากับ 450 
มิลลิกรัม/ลติร โดยบมบนเคร่ืองเขยาที่อุณหภูมิ 30°ซ ดวยความเร็ว 200 รอบ/นาที เปนระยะเวลา 
9 วัน พบวา ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการยอยสลาย เตตระเดคเคน เฮกซะดี
เคน น้ํามนัดีเซล และน้าํมนัดิบ เทากับ 89 83 92 และ 65% ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 6.3  

 
ตารางที ่ 6.3 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการยอยสลายอัลเคน น้ํามันดีเซล 
และน้ํามนัดิบ ที่ความเขมขนเร่ิมตนเทากับ 450 มิลลิกรัม/ลิตร 

ชนิดน้ํามัน ปริมาณแบคทีเรีย (CFU/มิลลิลิตร) เปอรเซ็นตการยอยสลาย 

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 
ผลจากการคัดเลือกวัสดุตรึงที่จําหนายในทองตลาด โดยพิจารณาจากราคา การหาซ้ือได

งาย ประสิทธิภาพในการดูดซับน้ํามนัของวัสดุตรึงเซลลแตละชนิดและสมบัติการยอยสลาย โดย
ทดสอบวัสดุตรึง 3 ประเภท ไดแก (1) BCN-009 (2) BCN-012  และ (3) Dazs Bio-Ring S-1320  
เพื่อใชตรึงแบคทีเรียสูตรน้ําสําหรับการบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน พบวา คา
การดูดซับน้ํามันดีเซลของวสัดุเซลลทั้ง 3 ประเภท นอยกวา 1 ไมโครลิตร สวนทดสอบการยอย
สลายของวัสดุตรึงที่ลอยอยูในน้าํเสียสังเคราะหที่มนี้ํามนัดีเซล 2 % (w/v) เปนเวลา 15 วัน พบวา
การสลายตัวของวัสดุตรึง BCN-009  BCN-012  และ Dazs Bio-Ring S-1320 เทากบั 0.216 
0.282 และ 0.316 % ของน้ําหนกัวัสดุตรึงเร่ิมตน จากผลการทดลองจะเห็นไดวาวัสดุตรึง BCN-
009 เหมาะสมสําหรับตรึงเซลลเพือ่ประยุกตใชในการบาํบัดน้าํเสียปนเปอนปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอน เนื่องจากคาการดูดซับน้าํมันดีเซลนอยกวา 1 ไมโครลิตร และมีการสลายตัวนอย
ที่สุดในการทดลอง นอกจากนีเ้ปนวัสดุที่หาซ้ือไดงายตามทองตลาด ผลิตจากพลาสติก high-
density polyethylene (HDPE) ซึ่งสามารถทนตอการยอยสลายไดสูง และมีลักษณะใกลกบั

ตัวกลางที่ใชในระบบน้าํเสียขนาดใหญที่จาํหนายในทองตลาด ทําให BCN-009 จึงเปนวัสดุตรึงที่
มีความทนทานสูงที่เหมาะสมสําหรับการนําศึกษาหาสภาวะตรึงเซลลที่เหมาะสมเพื่อประยุกตใช

เปนตัวกลางสําหรับระบบบําบัดจําลองแบบเติมอากาศที่มีตัวกรองชวีภาพในการบําบัดน้ําเสีย

ปนเปอนน้าํมนัดีเซลในข้ันตอนตอไป 

6.4.4 ทดสอบผลของความเขมขนของน้ํามันดีเซลตอประสิทธิภาพการยอยสลาย
โดยเซลลอิสระ และเซลลตรึง RN402 

จากผลงานวิจยัของปาริฉัตร (2553) พบวา วิธีการเตรียมเซลลตรึง RN402 ที่เหมาะสม 
ทํา โดยใชปริมาณแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เร่ิมตน 108 MPN/ชุดทดลอง บนวัสดุตรึง BCN-009 
ปริมาณ 5 กรัม ในอาหารเหลว CFMM 50 มิลลิลิตร ที่เติมน้าํมนัดีเซล 0.5% (w/v) เขยาที่
ความเร็ว 120 รอบตอนาที ที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 6 วัน มีปริมาณแบคทีเรียทีส่ามารถเกาะติด
บนวัสดุตรึงประมาณ 108 MPN/กรัม วสัดุตรึง ดังนั้นผูวิจัยจงึเลือกวิธีการตรึงเซลลขางตนในการ
ผลิตเซลลตรึง RN402 เพื่อใชสําหรับทดสอบประสิทธิภาพในการทดลองตอไป และการประยุกตใช
ในการบาํบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ในการทดสอบผลของความเขมขนของ

น้ํามันดีเซลตอประสิทธิภาพการยอยสลายโดยเซลลอิสระ และเซลลตรึง RN402 โดยใชปริมาณ
แบคทีเรียเร่ิมตน 108 MPN/ชุดทดลอง ในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มลิลิลิตร ในการ
ทดลองแบบกึง่ตอเนื่อง โดยเติมน้ํามันดีเซลความเขมขนสุดทายเทากับ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุกๆ 3 
วัน เปนเวลา 15 วัน เพื่อเปรียบเทยีบประสิทธิภาพการยอยสลายน้าํมันดีเซลระหวางเซลลอิสระ
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ของแบคทีเรียสูตรน้ําและและเซลลตรึง RN402 จากผลการทดลองพบวา มกีารสะสมของปริมาณ
น้ํามันดีเซลเพิม่ในชุดทดลองเซลลอิสระ ต้ังแตวันที ่ 6 ของการทดลองซ่ึงมีการเติมน้าํมันลงไป

เพิ่มเติม แสดงวาใหเห็นวาเกิดการยอยสลายนอยมาก  ซึ่งสอดคลองกับปริมาณแบคทีเรียที่ลดลง
จาก 1.57×108 ± 1.27 เหลือ 3.37×106± 3.70 MPN/ชุดทดลอง เมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลอง
ของปาริฉัตร (2553) ที่ใชเซลลตรึง ปริมาณน้าํมนัดีเซลลดลงอยางคงที่ตลอดการทดลอง และ
สอดคลองกับปริมาณแบคทเีรียบนวัสดุตรึงทีย่ังคงมีอยูที่ประมาณ 108 MPN/ชุดทดลอง เมื่อส้ินสุด
การทดลอง (รูปที่ 6.3  และตารางที ่6.4) 

ในขณะที่ชุดควบคุมทัง้ทีเ่ปนวัสดุตรึงปลอดเชื้อและเซลลตรึง RN402 ที่ผานการฆาเชื้อ 
พบวา มีการสะสมของปริมาณน้ํามนัดีเซลเพิ่มข้ึน ต้ังแตวันที่ 9 ของการทดลอง และเมื่อส้ินสุดการ
ทดลองความเขมขนของน้าํมันดีเซลที่เหลืออยูใกลเคียงกับปริมาณน้าํมันทีถู่กเติมเขาไป แสดงให

เห็นวา การดูดซับน้ํามนัดีเซลโดยเซลลตายของ RN402 เกิดข้ึนนอยมาก ดังนั้นการลดลงของน้ํา
ดีเซลที่เกิดข้ึนในชุดทดลองที่เติมเซลลตรึงมาจากกิจกรรมการยอยสลายโดย RN402 ซึ่งจากผล

การทดลองชี้ใหเหน็วาเซลลตรึง RN402 มีประสิทธิภาพการยอยสลายน้าํมนัดีเซลที่สูงและดีกวา
เซลลอิสระ  

ตารางที่ 6.4 ผลของความเขมขนของน้ํามันดีเซลตอปริมาณเชื้อหลังการยอยสลายน้ํามันดีเซล ใน
การทดลองแบบกึ่งตอเนื่อง (CFMM 50 มิลลิลิตร) ที่ความเขมขนเร่ิมตนของน้ํามันดีเซล 200 
มิลลิกรัม/ลิตร และเติมน้ํามันดีเซล 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุก 3 วันโดยเซลลอิสระและเซลลตรึง 
RN402  
 
เวลา (วัน) เซลลอิสระ1 เซลลตรึง2 

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 ปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตนในวันที่ 0 เทากับ 1.57×108 ± 1.27 MPN/ชุดทดลอง 

2 ผลการทดลองของปาริฉัตร (2553) 
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รูปท่ี 6.3 ประสิทธิภาพในการยอยสลายน้าํมันดีเซลระหวางเซลลตรึงกบัเซลลอิสระ RN402 ใน
การทดลองแบบกึ่งตอเนื่อง (CFMM 50 มิลลิลิตร) ที่ความเขมขนเร่ิมตนของน้าํมนัดีเซล 200 
มิลลิกรัม/ลิตร และเติมน้าํมนัดีเซล 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุก 3 วัน ตามตําแหนงของลูกศร 

 

6.4.5 ทดสอบประสิทธภิาพของเซลลตรึง RN402 ในการกําจัดน้ํามนัดีเซลท่ีความ
เขมขนตางๆ 

จากผลการทดลองขอ 6.4.4 ชี้ใหเห็นวา การตรึงเซลล RN402 บนวัสดุตรึง BCN-009 
สามารถรักษาประสิทธิภาพการยอยสลายของเซลลตรึง RN402 เมื่อความเขมขนน้ํามันดีเซล

เพิ่มข้ึน ซึ่งในการทดลองน้ีทดสอบประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการยอยสลายน้ํามัน

ดีเซลที่ความเขมขนตางๆ เพื่อใหทราบถึงขอบเขตการใชงานของเซลลตรึง RN402 ในการบําบัดน้ํา
เสียปนเปอนน้ํามันดีเซลที่ความเขมขนตางๆ  โดยทดสอบในอาหารเหลว CFMM ปริมาณ 50 
มิลลิลิตร ที่ความเขมขนของน้ํามันดีเซล 100 500 1,000 5,000 10,000 และ 20,000 มิลลิกรัม/
ลิตร ที่ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 109 MPN/ชุดทดลอง จากผลการทดลองพบวา เซลลตรึง RN402 กําจัด
น้ํามันดีเซล 100 มิลลิกรัม/ลิตร (รูปที่ 6.5) ใหหมดไปภายในเวลา 7 วัน  เซลลตรึง RN402 มีอัตรา
การกําจัดน้ํามันดีเซลสูงสุด 165 มิลลิกรัม/ลิตร/กรัมเซลลตรึง/วัน  ที่ความเขมขนน้ํามันดีเซล 
10,000 มิลลิกรัม/ลิตร (รูปที่ 6.6) ในขณะที่อัตราการกําจัดน้ํามันดีเซลเร่ิมลดลงท่ีความเขมขนของ
น้ํามันดีเซล 20,000 มิลลิกรัม/ลิตร ซึ่งสอดคลองกับปริมาณแบคทีเรียบนวัสดุตรึงที่ลดลงสงผลให
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ประสิทธิภาพในการกําจัดลดลง (ภาคผนวก จ) ในขณะที่ชุดควบคุมมีการลดลงของปริมาณน้ํามัน
ดีเซลเกิดข้ึนนอยมาก (รูปที่ 6.4) 

 

  
 

รูปท่ี 6.4 ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามนัดีเซลที่ความเขมขนตางๆ ของชุดควบคุม (วัสดุตรึง
ปลอดเช้ือ) 

 

 
 

รูปท่ี 6.5 ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามนัดีเซลที่ความเขมขนตางๆ ของเซลลตรึง RN402 
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รูปท่ี 6.6 อัตราการกาํจัดน้าํมันดีเซลของเซลลตรึง RN402 ที่ความเขมขนของน้าํมนัดีเซลตางๆ  

 
6.4.6  ทดสอบประสิทธิภาพในการใชซํ้าของเซลลตรึง RN402 
จากการทดสอบประสิทธิภาพการใชซ้ําของเซลลตรึง RN402 ในการยอยสลายน้ํามันดีเซล

ที่ความเขมขน 200 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 3 วัน จํานวน 70 รอบ โดยใชเซลลตรึงจํานวน 1 กรัม 
ซึ่งมีปริมาณเช้ือเร่ิมตนเทากับ 108 MPN/ชุดทดลอง พบวา เซลลตรึง RN402 ยังคงประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายน้ํามันดีเซลสูงตลอดการใชซ้ําเปนจํานวน 70 รอบ เซลลตรึงยังคงประสิทธิภาพใน
การยอยสลายน้ํามันดีเซลซึ่งมากกวา 80 % ดังแสดงในรูปที่ 6.7   

 

รูปท่ี 6.7 ประสิทธิภาพการใชซ้ําของเซลลตรึง RN402 ในการยอยสลายน้ํามันดีเซลที่ความเขมขน 
200 มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 3 วัน จํานวน 70 รอบ 
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 จากภาพถายการยึดเกาะของเซลล RN402 บนวัสดุตรึงโดยกลอง SEM และ SPM ทั้ง
กอนใชและหลังการใช 70 รอบ แสดงใหเห็นวา มีการเกาะตัวกันของเซลล RN402 บนพื้นผิวของ
วัสดุตรึงเปนลักษณะของไบโอฟลมหนาข้ึนอยางเห็นไดชัด (รูปที่ 6.8 ก และ ข) โดยไบโอฟลมมี
ความหนาเพิ่มข้ึนประมาณ 4000 นาโนเมตร เมื่อเทียบกับเซลลตรึงที่ยังไมผานการใชงาน (รูปที่ 
6.8 ค และ ง) 

ก ข 

ค 

 
 

ง 

 

รูปที่ 6.8 ภาพถายการยึดเกาะของเซลล RN402 บนวัสดุตรึงโดยกลอง SEM ที่กําลังขยาย 1,000 
เทา รูป ก) จากเซลลตรึงที่ไมผานการใช รูป ข) จากเซลลตรึงที่ผานการใชซ้ําเปนจํานวน 70 รอบ 
ภาพถายการยึดเกาะของเซลล RN402 บนวัสดุตรึงโดยกลอง SPM ค) จากเซลลตรึงที่ไมผานการ
ใช รูป ง) จากเซลลตรึงที่ผานการใชซ้ําเปนจํานวน 70 รอบ 
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6.4.7 ตรวจติดตามการยึดเกาะของเซลลและการมีชีวิตของ RN402 ดวยกลอง 
CLSM  

ผลการตรวจติดตามการยึดเกาะของเซลล RN402 ในไบโอฟลมบนพื้นผิวของเซลลตรึงที่
ผานการใชซ้ําเปนจํานวน 70 คร้ัง ดวยการยอมเซลลแบคทีเรียบนวัสดุตรึงโดยตรงดวยสียอม 
FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit ซึง่ประกอบดวย SYTO®9 fluorescent stain 
และ propidium iodide fluorescent stain และสองดวยกลอง CLSM แสดงใหเห็นการยึดเกาะ
ของเซลลและความมีชวีิตของเซลล RN402 บนพืน้ผิวของวัสดุตรึง โดยเซลลสีเขียวที่ถกูยอมติดสี
ดวย SYTO®9 fluorescent stain คือเซลลที่มีชีวิต สวนเซลลสีแดงทีถู่กยอมติดสีดวย propidium 
iodide fluorescent stain คือเซลลตาย ดังในรูปที ่6.9 แสดงใหเหน็วาเซลลตรึงที่ผานการใชซ้ําเปน
จํานวน 70 คร้ัง ตรวจพบแบคทีเรีย RN402 ที่มีชวีิตจํานวนมากอยูบนไบโอฟลม ซึง่สอดคลองกบั
การคงประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการกาํจัดน้าํมันดีเซลตลอดการทดลอง 70 คร้ัง 

 

 
 

รูปท่ี 6.9 ภาพถายการยึดเกาะของเซลล RN402 ในไบโอฟลมบนพ้ืนผิวของเซลลตรึงที่ผานการใช
ซ้ําเปนจํานวน 70 คร้ัง โดยกลอง CLSM ที่กําลังขยาย 20 เทา 

 
นอกจากนีจ้ากการติดตามการยึดเกาะของเซลลและการมีชีวิตของ RN402 ดวยกลอง 

CLSM สามารถหาคาการมชีีวิตของ RN402 ไดโดยตรงมีข้ันตอนดังนี้ โดยการขูดเซลลที่เกาะบน
พื้นผวิวัสดุตรึง นําเซลลที่ไดยอมดวยสียอม FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit 
จากนั้นนําตัวอยางสองดวยกลอง CLSM จากผลการทดลองพบวา เซลลตรึงที่ผานการใชซ้ําเปน
จํานวน 70 คร้ัง มีคาการมีชวีิตของ RN402 เทากับ 60.09 ± 6.57% ของจํานวนเซลลที่ถูกยอมติด
สีทั้งหมด ดังแสดงในรูปที่ 6.10  ซึ่งวิธีดังกลาวเปนวิธีการที่สะดวก รวดเร็ว แมนยาํ โดยไมอาศัย
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การเพาะเล้ียงแบคทีเรียในหองปฏิบัติการ และสามารถนับจํานวนเซลลไดโดยตรงจากการสอง

กลอง CLSM   
 

 
 

รูปท่ี 6.10 ภาพถายการมีชีวิตของ RN402 ในไบโอฟลมบนพืน้ผิวของเซลลตรึงที่ผานการใชซ้ํา
เปนจํานวน 70 คร้ัง โดยกลอง CLSM ที่กาํลังขยาย 60 เทา 

 
6.4.8 ตรวจสอบการมีอยูของยนีที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสที่คาดวา

เกี่ยวของกับการยอยสลายน้ํามันดีเซล 
จากความสามารถของ RN402 ในการยอยสลายน้ํามนัดีเซล น้ํามันดิบ และอัลเคน (C14 

และ C16) จึงคาดวา RN402 อาจมียนีที่ประมวลรหสัอัลเคนโมโนออกซิจีเนส ในการเพิ่มจาํนวน
ชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณยีนทีร่หัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชดีเอ็น

เอจากเซลลตรึงของ RN402 ที่ผานการใชซ้ําเปนจํานวน 70 คร้ัง เปนดีเอ็นเอแมแบบ และใชไพร
เมอรคูตางๆ ที่จําเพาะตอยนีที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสของแบคทีเรียกลุมตางๆ ไดแก 
alkB alkM และ CYP153 ซึ่งยนีทัง้สามชนิดเปนยีนที่เกีย่วของในการยอยสลายอันเคนชนิดที่เปน
สายส้ันและสายยาวโดยมีจาํนวนคารบอนที่ตางกนั เชน ยีน alkB ซึ่งเกี่ยวของกบัการยอยสลายแอ
ลเคนที่มีคารบอนต้ังแต 5 – 16 อะตอม ยนี alkM เกี่ยวของกับการยอยสลายแอลเคนท่ีมีคารบอน
มากกวา 12 อะตอม และยีน CYP153 ทีเ่กี่ยวของในการสังเคราะหไซโตรโครม พี450 แอลเคนไฮ
ดรอกซิเลส (cytochrome P450 alkane hydroxylase) สามารถยอยสลายแอลเคนท่ีมีคารบอน 
8 – 16 อะตอม (Kohno และคณะ, 2002; Smith และคณะ, 2002; Van และคณะ, 2006)  ผลจาก
การทดลองพบวา ไมพบผลติภัณฑ PCR ของไพรเมอรทุกคู  
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6.5 อภิปรายผลการทดลอง 
แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันปโตรเลียมชนิดตางๆ เชน

น้ํามันดิบ น้ํามันดีเซล (PTT Diesel และ PTT Diesel B5) และน้ํามันเคร่ือง PTT V120    เม่ือ
พิจารณาโครมาโตรแกรมของการยอยสลายน้ํามันดีเซลและน้ํามันดิบโดยแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 
พบวา มีการลดลงอยางมากของอัลเคนที่เปนสวนประกอบของน้ํามันดีเซลและน้ํามันดิบ 
(ภาคผนวก ค) ซึ่งสอดคลองกับประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ในการยอยสลายอัล
เคน (เตตระเดคเคน (C14) และ เฮกซะดีเคน (C17)) ซึ่งอัลเคนทั้ง  2 ชนิดสามารถพบในน้ํามัน
ดีเซลและน้ํามันดิบ เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดีเซลระหวาง RN402 
และ Rhodococcus erythropolis พบวา  R. erythropolis มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามัน
ดีเซลไดสูงถึง 75% ที่ความเขมขนของน้ํามันดีเซลเร่ิมตน 1% w/v ในน้ําทะเลสังเคราะหปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ภายในเวลา 7 วัน ซึ่งสูงกวาประสิทธิภาพของ RN402 (Huang และคณะ, 2008) 
จากงานวิจัยของ Klankeo (2009) พบวา RN402 มีความสามารถในการยอยสลาย ไพรีน ฟแนนท
รีน และฟลูออแรนทรีน  และจากรายงานจํานวนมากรายงานวา แบคทีเรียสกุล 
Pseudoxanthomonas สามารถยอยสลาย PAHs ไดคลอโรไดฟนิลไตรคลอโรอีเทน

(dichlorodiphenyltrichloroethane, DDT) บีเทค (BTEX)  เฮกซะคลอโรไซโคลเฮกเซน 
(hexachlorocyclohexane)  ไดแก 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) ซึ่งงานวิจัยนี้เปนงานวิจัย
แรกที่พบวา แบคทีเรียสกุล Pseudoxanthomonas  มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันดิบ 
น้ํามันดีเซล เตตระเดคเคน และ เฮกซะดีเคนและจากประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนของ RN402 แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 สามารถนําไปประยุกตใชใน
การบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนตอไป 

การพัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 สําหรับการบําบัดน้ําเสียจําเปนตองนํา
วิธีการตรึงเซลลมาประยุกต เพื่อชวยเปนแหลงคุมกัน อีกทั้งยังทําใหแบคทีเรียสามารถทนตอ
สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมกับการเจริญ เชน ปริมาณน้ํามันที่มีความเขมขนสูง หรือสารอาหารที่
มีปริมาณตํ่าในน้ําเสีย ทําใหอัตราการอยูรอดของแบคทีเรียเพิ่มข้ึน เพิ่มประสิทธิภาพการยอย
สลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนได และการนําแบคทีเรียกลับมาใชซ้ําเพื่อลดคาใชจายในการ
บําบัดน้ําเสีย (Obuekwe และ Al-Muttawa, 2001; Gentry และคณะ, 2004; Wu และคณะ, 
2009;  Lee และคณะ, 2011) โดยใชวิธีการตรึงแบคทีเรียบนวัสดุตรึงที่เหมาะสม เร่ิมจากการ
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คัดเลือกวัสดุตรึงซึ่งพบวา BCN-009 ของบริษัท Wassercare Co., Ltd. เปนวัสดุตรึงที่มีเหมาะสม 
เนื่องเปนวัสดุที่หาซื้อไดงายตามทองตลาด ผลิตจาก HDPE ซึ่งสามารถทนตอการยอยสลายไดสูง 
และยังมีลักษณะใกลกับตัวกลางที่ใชในระบบน้ําเสียขนาดใหญที่จําหนายในทองตลาดซ่ึงทําให

งายตอการขยายปริมาตรในของระบบบําบัดตอไปในอนาคต  
จากงานวิจัยของปาริฉัตร (2553) พบวาสภาวะการตรึงเซลลที่เหมาะสมในขวดทดลอง

ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มี CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร วัสดุตรึง 5 กรัม ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 108 
MPN/ชุดทดลอง น้ํามันดีเซล 0.5 % (w/v) เปนเวลา 6 วัน โดยวัสดุตรึง 1 กรัม มีปริมาณแบคทีเรีย
ที่สามารถเกาะติดบนวัสดุตรึงประมาณ 108 MPN/กรัม  เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอย
สลายน้ํามันดีเซลระหวางเซลลอิสระและเซลลตรึงในการทดลองแบบกึ่งตอเนื่อง ในอาหารเหลว 
CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยการเติมน้ํามันดีเซล 200 มิลลิกรัม/ลิตรทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 15 
วัน พบวาเซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดีเซลมากกวา 80 % ตลอดการทดลอง 
เนื่องมาจากวัสดุที่ใชตรึงเซลลจะปกปองเซลลแบคทีเรียจากน้ํามันที่ความเขมขนสูงๆ (Prieto และ
คณะ, 2002)  ในขณะที่เซลลอิสระไมสามารถทนทานตอความเขมขนที่สูงข้ึนของน้ํามันได 
(Kayode และคณะ, 2008) ทําใหลดประสิทธิภาพการยอยสลายลงอยางมาก จากงานวิจัยของ 
Liu และคณะ (2008) ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายกลุมปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในกลุมฟ
นอล โดยเช้ือ Acinetobacter sp. สายพันธุ XA05 และ Sphingomonas sp. สายพันธุ FG03 
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายระหวางเซลลอิสระและเซลลตรึงในพอลิไวนิลแอลกอฮอล 
(PVA) พบวา เซลลตรึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอลที่ความเขมขน 800 มิลลิกรัม/ลิตร 
เทากับ 95% ภายใน 35 ชั่วโมง สวนในเซลลอิสระที่ความเขมขนของฟนอลที่มากกวา 500 
มิลลิกรัม/ลิตร ประสิทธิภาพในการยอยสลายของเซลลอิสระลดลง เนื่องจากความเขมขนของฟ
นอลที่สูงจะยับยั้งการเจริญของเซลล สวนการใชเซลลตรึงจะมีวัสดุตรึงหุมอยูสําหรับปกปองกัน
เซลลจากความเขมขนของฟนอลที่สูงและมีประสิทธิภาพในการกําจัดฟนอลที่ความขมขนสูงได

ดีกวาเซลลอิสระ ในงานวิจัยของ Chandran และ Das (2011) พบวาการตรึงเซลล Candida 
tropicalis บนรําขาวสาลีสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันดีเซลจาก 80% (เซลล
อิสระ) ไดถึง 98% (เซลลตรึง) ที่ความเขมขนน้ํามันดีเซลเร่ิมตน 2% (v/w) ภายในเวลา 7 วัน 
นอกจากนี้การตรึงเซลลโดยใชหัวเชื้อเปนกลุมแบคทีเรีย ไดแก Achromobacter denitrificans 
Acinetobacter baumannii Aeromonas hydrophila/caviae Pseudomonas fluorescens 
Pseudomonas stutzeri Rahnella aquatilis และ Stenotrophomonas maltophilia บนวัสดุตรึง
เซลลูโลส (cellulose-based carrier) ทําใหประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันดีเซลเพิ่มข้ึน 2 เทา จาก 



 
 
122

35% (เซลลอิสระ) เปน 80% (เซลลตรึง) ที่ความเขมขนน้ํามันดีเซลเร่ิมตน 10% (v/w) ภายในเวลา 
7 วัน (Lawniczak และคณะ, 2011) 

การทดลองประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการกําจัดน้ํามันดีเซลความเขมขนต้ังแต 100 
500 1,000 5,000 10,000 และ 20,000 มิลลิกรัม/ลิตร เพื่อทําใหทราบถึงขอบเขตการใชงานของ
เซลลตรึง RN402 ในการบําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามันดีเซล พบวา เซลลตรึง RN402 มีอัตราการ
กําจัดน้ํามันดีเซลสูงสุด 165 มิลลิกรัม/ลิตร/กรัมเซลลตรึง/วัน ที่ความเขมขนน้ํามันดีเซล 10,000 
มิลลิกรัม/ลิตร จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาเซลลตรึง RN402 สามารถคงประสิทธิภาพการ
กําจัดน้ํามันดีเซลไดถึง 10,000 มิลลิกรัม/ลิตร ในขณะที่อัตราการกําจัดน้ํามันดีเซลเร่ิมลดลงที่
ความเขมขนของน้ํามันดีเซล 20,000 มิลลิกรัม/ลิตร เนื่องจากน้ํามันดีเซลที่ความเขมขนสูงทําให
เปนพิษตอเซลลและสงผลตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลที่เรียกวา การยับยั้งจาก
สารอาหาร (substrate inhibition) (Agarry และคณะ, 2008) เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการ
กําจัดน้ํามันดีเซลของเซลลตรึง RN402 กับเซลลตรึงของแบคทีเรียกลุม (Acinetobacter sp., 
Gordonia sp. and Rhodococcus sp.) บนวัสดุตรึงผสมระหวางพีทมอส เบนโทไนท และอัลจิ
เนต พบวาเซลลตรึงของแบคทีเรียกลุมสามารถกําจัดน้ํามันดีเซลที่ความเขมขนสูงถึง 59% ที่ความ
เขมขนน้ํามันดีเซลเร่ิมตน 10 กรัม/ลิตร ในอาหารเหลว Bushnell Haas  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ภายในเวลา 7 วัน (Lee และคณะ, 2010) อยางไรก็ตามเซลลตรึง RN402 มีประสิทธิภาพในการ
กําจัดน้ํามันดีเซลไดสูงกวาเซลลตรึง Rhodococcus sp. สายพันธุ F92 บนโพลียูรีเทนโฟม ที่มี
ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันดีเซล 80% ความเขมขนน้ํามันดีเซลเร่ิมตน 0.5 (v/w) ในน้ําทะเล
สังเคราะหปริมาณ 50 มิลลิลิตร ภายในเวลา 14 วัน (Quek และคณะ, 2006) 

การทดสอบประสิทธิภาพในการใชซ้ําของเซลลตรึง RN402 ในการยอยสลายน้ํามันดีเซล
ความเขมขน 200 มิลลิกรัม/ลิตร พบวา เซลลตรึง RN402 สามารถใชซ้ําไดถึง 70 รอบ ผลการ
ทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวาเซลลตรึง RN402 มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายน้ํามันดีเซลใน
อาหารเหลว และสามารถใชซ้ําไดอยางตอเนื่อง ดังนั้นการตรึงเซลลบนวัสดุที่เหมาะสมโดยใช
แบคทีเรียสูตรน้ํา สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา  

การยึดเกาะของเซลล RN402 บนวัสดุตรึงและการสรางไบโอฟลมของเซลลตรึงที่ผานการ
ใชซ้ํา 70 รอบ โดยกลอง SEM และ SPM  พบวาเม่ือเซลลตรึงผานการใชงานทําใหชั้นของไบโอ
ฟลมหนา ในขณะที่การตรวจติดตามดวยกลอง CLSM  รวมกับสียอม FilmTracer™ 
LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit แสดงใหเห็นการมีชีวิตของแบคทีเรียบนพื้นผิววัสดุไดทันที ซึ่ง
วิธีดังกลาวเปนวิธีการที่สะดวก รวดเร็ว แมนยํา โดยไมตองผานการเพาะเล้ียงในหองปฏิบัติ และ
สามารถนับจํานวนเซลลจากภาพถายไดโดยตรง จากการตรวจติดตามดวยวิธีดังกลาวพบ
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แบคทีเรีย RN402 มีชีวิตจํานวนมากอยูบนไบโอฟลม ซึ่งสอดคลองกับการคงประสิทธิภาพของ
เซลลตรึงในการกําจัดน้ํามันดีเซลตลอดการทดลอง 70 คร้ัง การมีชีวิตของแบคทีเรียมีความสําคัญ
ตอความคงตัวของไบโอฟลมและการรักษาประสิทธิภาพในการยอยสลายของเซลลบนไบโอฟลม 
สอดคลองกับงานวิจัยของ Sivan และคณะ (2006) ศึกษาการมีชีวิตของ Rhodococcus ruber 
บนไบโอฟลมดวยกลอง CLSM พบเซลลมีชีวิตของ R. ruber จํานวนมาก และยังคงประสิทธิภาพ
การยอยสลายโพลีเอทิลีน (polyethylene) เมื่อผานการบมเปนเวลา 60 วัน   

จากรายงานการศึกษาประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการใชซ้ําแสดงใหเห็นวา เซลลตรึงที่
ผานการใชซ้ําสามารถคงประสิทธิภาพการยอยสลาย และเหมาะสําหรับการประยุกตใชในระบบ
บําบัดน้ําเสียทางชีวภาพได (Karabika และคณะ, 2009; Djefal-Kerrar และคณะ, 2011) จากผล
ในงานวิจัยคร้ังนี้พบวา เซลลตรึง RN402 สามารถใชซ้ําไดมากกวาเซลลตรึง Yarrowia lipolytica 
W29 ในแคลเซียมอัลจิเนตซึ่งสามารถใชซ้ําไดเพียง 12 รอบเทานั้น (Wu และคณะ, 2009) 
นอกจากนี้การตรึงเซลล RN402 บนชิ้นพลาสติกมีความคงตัวสูงในระบบบําบัดที่ดําเนินงานเปน
ระยะยาวนานได ในขณะที่เซลลตรึง Acinetobacter sp. สายพันธุ XA05 และ Sphingomonas 
sp. สายพันธุ FG03 บน PVA สามารถใชซ้ําไดเพียง 20 รอบ (Liu และคณะ, 2008) ดังนั้นจาก
ผลการวิจัยทั้งหมดแสดงใหเห็นวา เซลลตรึง RN402 บนชิ้นพลาสติก BCN-009 มีคุณลักษณะที่
หลากหลาย เชน ประสิทธิภาพการยอยสลายสูง ทนทาน การลอยตัวในน้ํา อายุการใชงานยาวนาน 
ทําใหเซลลตรึง RN402 เหมาะสมสําหรับการประยุกตใชในระบบบําบัดน้ําเสียในงานวิจัยตอไป 

นอกจากนี้จากความสามารถของ RN402 ในการยอยสลายน้ํามันดีเซล น้ํามันดิบ และอัล
เคน (C14 และ C16) ดังนั้น RN402 ตองมียีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนส โดย
ประยุกตใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลเพื่อตรวจสอบการมีอยูของยีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิ

จีเนสที่คาดวาเกี่ยวของกับการยอยสลายน้ํามันดีเซลบนดีเอ็นเอของ RN402 พบวา ไมพบ
ผลิตภัณฑ PCR ของไพรเมอรทุกคู ซึ่งอาจเนื่องมาจากยีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนส 
ของ RN402 มีความแตกตางยีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสที่มีรายงานในปจจุบัน ซึ่ง
ไพเมอรสวนใหญออกแบบมาจากลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสของ

แบคทีเรียสกุลตางๆ ที่ไมครอบคลุมกับแบคทีเรียในสกุล Pseudoxanthomonas อีกทั้งยังไม
ปรากฎรายงานวามีการพบยีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสของแบคทีเรียในสกุล 
Pseudoxanthomonas เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยแรกที่พบวาแบคทีเรียในสกุล 
Pseudoxanthomonas มีความสามารถในการยอยสลาย น้ํามันดีเซล น้ํามันดิบ และอัลเคน ดังนั้น
จึงเปนที่นาสนใจในการศึกษายีนที่ประมวลรหัสอัลเคนโมโนออกซิจีเนสในแบคทีเรียในสกุล 
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Pseudoxanthomonas เพื่อทําใหมีขอมูลความหลากหลายของยีนเพิ่มข้ึน และประโยชนตอการ
ประยุกตในอนาคตตอไป 

จากงานวิจัยคร้ังนี้ทําใหทราบวิธีการใชแบคทีเรียสูตรน้ําของ RN402 สําหรับการบําบัดน้ํา
เสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน โดยตรึงแบคทีเรียบนพลาสติก BCN-009 เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา ลดปริมาณการใชหัวเช้ือแบคทีเรีย และสามารถใชงานในระบบ
บําบัดไดอยางตอเนื่อง ซึ่งพบวาเซลลตรึง RN402 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดีเซลที่
ความเขมขนสูงข้ึนกวาเซลลอิสระ โดยเซลลตรึง RN402 มีอัตราการกําจัดน้ํามันดีเซลสูงสุด 165 
มิลลิกรัม/ลิตร/กรัมเซลลตรึง/วัน ที่ความเขมขนน้ํามันดีเซล 10,000 มิลลิกรัม/ลิตร และสามารถคง
ประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันดีเซลไดถึง 10,000 มิลลิกรัม/ลิตร และจากการใชซ้ําพบวาเซลลตรึง 
RN402 ยังคงมีประสิทธิภาพสูงตลอดการใชซ้ําในการยอยสลายน้ํามันดีเซลความเขมขน 200 
มิลลิกรัม/ลิตร จํานวน 70 รอบ แสดงใหเห็นประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ซึ่งมีอายุการใช
งานในยาวนานมากกวา 210 วัน นอกจากนี้การวิเคราะหการยึดเกาะของเซลล RN402 บนวัสดุ
ตรึง และการสรางไบโอฟลมของเซลลตรึงที่ผานการใชซ้ํา 70 รอบ โดยกลอง SEM และ SPM  ทํา
ใหเห็นช้ันของไบโอฟลมซ่ึงมีความหนาอยางชัดเจนเมื่อเซลลตรึงมีอายุการใชซ้ํามากข้ึน ในขณะที่
การตรวจติดตามดวยกลอง CLSM  รวมกับสียอม FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability 
Kit แสดงใหเห็นวามีแบคทีเรีย RN402 ที่มีชีวิตจํานวนมากอยูบนไบโอฟลม ซึ่งสอดคลองกับการ
คงประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการกําจัดน้ํามันดีเซลตลอดการทดลอง 70 คร้ัง การมีชีวิตของ
แบคทีเรียมีความสําคัญตอความคงตัวของไบโอฟลมและการรักษาประสิทธิภาพในการยอยสลาย

ของเซลลบนไบโอฟลม จากประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันดีเซลของเซลลตรึง RN402 ความ

คงทนตอน้ํามันดีเซลความเขมขน และการคงประสิทธิภาพของการกําจัดน้ํามันดีเซลตลอดอายุ
การใชงานของเซลลตรึง RN402 แสดงใหเห็นถึงศักยภาพของเซลลตรึง RN402 ในการนําไป

ประยุกตใชเปนตัวกรองชีวภาพในระบบบําบัดน้ําเสียแบบตอเนื่องในการทดลองตอไป 
 

 



 
 

 บทที่  7 

 การบําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนโดยเซลลตรึงของแบคทีเรียสูตรน้ํา 
RN402 ในระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลาง 

  
7.1 บทนํา 
 ในปจจุบันประเทศไทยมี อุตสาหกรรมที่หลากหลายที่ เกี่ ยวของกับป โตรเ ลียม

ไฮโดรคารบอน เชน กลุมอุตสาหกรรมโรงกล่ันน้ํามันปโตรเลียม กลุมอุตสาหกรรมปโตรเคมีภัณฑ 
และกลุมอุตสาหกรรมผลิตช้ินสวนและอุปกรณประกอบสําหรับยานยนต ซึ่งในกระบวนการผลิต 
กอใหเกิดน้ําเสียที่ปนเปอนน้ํามันปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ซึ่งน้ําเสียเหลานี้ประกอบดวยของแข็ง

แขวนลอย โลหะ อิมัลสิไฟเออร และน้ํามันซ่ึงมักพบน้ํามันหลอล่ืนชนิดตางๆ น้ํามันไฮดรอ
ลิก  จาระบี น้ํามันคูลแลนทอยูในรูปของอิมัลชันระหวางน้ํามัน สารอิมัลสิไฟเออร และน้ํา และ
เรียกลักษณะแบบนี้วา อิมัลชันเสถียร (stabilized emulsion) (Jang และ Lee, 2000) นอกจากนี้
สวนประกอบขางตนทําใหน้ํามันที่อยูในรูปอิมัลชันยอยสลายไดยาก โดยลักษณะของอิมัลชันที่พบ
ในน้ําเสียเปนแบบ oil-in-water (o/w) หรือเปนแบบ water-in-oil (w/o) การบําบัดน้ําเสียอิมัลชัน
ดวยวิธีทางกายภาพและทางเคมี เชน การทําใหตะกอนลอยดวยการเปาอากาศ (air flotation) การ
เติมสารกอการจับกอน (coagulant) การดูดซับ (adsorption) การแยกดวยเมมแบรน (membrane 
separation process) เปนตน แตเนื่องจากวิธีการเหลานี้มีขอดอยในเร่ืองคาใชจายที่มีราคาสูง 
และไมสามารถกําจัดน้ํามันไดอยางสมบูรณซึ่งอาจทําใหมีน้ํามันจากระบบบําบัดกลับมาปนเปอน

ในน้ําเสียไดอีกคร้ัง รวมถึงมีขอดอยในเร่ืองคาใชจายในการลงทุนและดําเนินการที่มีราคาสูง 
(Amro, 2004; Hong และคณะ, 2005; Vieira และคณะ, 2007; Li และคณะ, 2011; Maiti และ
คณะ, 2011 ) เม่ือระบบบําบัดที่มีอยูไมสามารถกําจัดน้ําเสียในรูปอิมัลชันไดหมดผล  สงผลใหน้ํา
ทิ้งจากระบบเหลานี้มีการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนไปสูส่ิงแวดลอม ถึงแมวาปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในน้ําเสียเหลานี้มีความเขมขนตํ่า แตหากถูกปลอยทิ้งลงแหลงน้ําใน
ธรรมชาติ ทําใหเปนพิษตอสัตวน้ําและเกิดการสะสมสารพิษเหลานี้อยูในส่ิงมีชีวิตในหวงโซอาหาร 
ที่เรียกวา การเพิ่มขยายทางชีวภาพ  (biomagnifications) ซึ่งเปนอันตรายตอมนุษยและส่ิงมีชีวิต
อ่ืนๆ (Lohi และคณะ, 2008; Zhou และคณะ, 2008; Chandran และ Das, 2011)  ดังนั้นเพื่อลด
ปญหาการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในธรรมชาติ ซึ่งอาจเกิดจากการปลอยน้ําเสียจาก
อุตสาหกรรมจึงจําเปนตองมีวิธีการบําบัดน้ําเสียอยางถูกวิธี 

ดังนั้นจึงมีการใชวิธีทางชีวภาพมาประยุกตใชในการบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอนน้ํามัน 
เนื่องจากวิธีทางชีวภาพสวนใหญเปนการใชจุลินทรียในการบําบัดสารพิษจึงไมเปนอันตรายตอ
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มนุษยและส่ิงแวดลอม โดยจุลินทรียสามารถใชน้ํามันเปนแหลงคารบอนเปล่ียนเปนมวลชีวภาพ
ของจุลินทรีย คารบอนไดออกไซด และน้ํา  ซึ่งกระบวนการดังกลาวทําใหน้ํามันที่ปนเปอนในน้ํา
เสียถูกกําจัดไดอยางสมบูรณโดยจุลินทรีย (EPA, 1996; Das และ Chandran, 2011) และ
เนื่องจากน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมมีจํานวนมากจึงจําเปนตองใชระบบบําบัดที่เหมาะสมใน

การบําบัดน้ําเสีย โดยการประยุกตใชระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง (aerobic packed-
bed bioreactor) เปนทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจในการบําบัดน้ําเสีย เนื่องจากประสิทธิภาพในการ
กําจัดสารปนเปอนตางๆ ไดสูง และมีความทนทานตอสภาวะตางๆ ในระหวางการบําบัด เชน 
ความเปนพิษสูงจากในน้ําเสีย นอกจากนี้มีสมบัติที่สําคัญคือการกรองอนุภาคตางๆ ที่ปนเปอนอยู
ในน้ําเสียเปนการชวยข้ันตอนการกําจัดตะกอนจากระบบบําบัด  (Benthack และคณะ, 2001) 
ปจจุบันมีรายงานจํานวนมากไดศึกษาเกี่ยวกับการใชระบบบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอน Ji และคณะ (2009) ไดศึกษาการประยุกตใชระบบบําบัดทางชีวภาพที่มีตัวกลาง
แบบปอนน้ําเสียจากดานลางถังบําบัด (up-flow fixed-bed bioreactor; UFB) เพื่อใชบําบัดน้ํา
เสียสังเคราะหที่ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน  ระบบสามารถกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอน
ไดถึง 90-93% จากความเขมขนเร่ิมตนของปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 48.7 มิลลิกรัม/ลิตร  และ 
Bravo และคณะ (2009) ไดศึกษาการประยุกตใชระบบบําบัดทางชีวภาพที่มีตัวกลางแบบระบบ
โปรยกรอง (trickling-flow fixed-film biological reactor) เพื่อใชในการบําบัดน้ําใตดินที่ปนเปอน
เบนซีนและน้ําดีเซล สามารถลดปริมาณน้ําดีเซลจาก 2000 มิลลิกรัม/ลิตร เหลือ 0.12 มิลลิกรัม/
ลิตร 

นอกจากนี้การบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดยวิธีชีวภาพ จําเปนตอง
ศึกษาตัวแปรตางๆ ที่เกี่ยวของในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ไดแก ปริมาณไนโตรเจน 
ปริมาณฟอสฟอรัส ความเขมขนน้ํามัน pH ระยะเวลาในการบม และ อุณหภูมิในการบม เพื่อหา
สภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายอยางมีประสิทธิภาพ ซึ่งตองใชระยะเวลาและการทดลอง
จํานวนมาก ดังนั้นการประยุกตใชหลักการทางสถิติในการออกแบบการทดลอง ไดแก วิธีการพื้นผิว
ตอบสนอง (response surface methodology: RSM) จะสามารถลดระยะเวลาและจํานวนการ
ทดลองในการหาสภาวะที่เหมาะสม นอกจากนี้ยังสามารถทํานายผลการทดลองไดอีกดวย 
(Mohajeri และคณะ, 2010; Zahed และคณะ, 2010) รายงานการประยุกตใชวิธีทางสถิติเพื่อหา
สภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน ไดแก Zahed และคณะ (2010)  
ศึกษาการประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะในการยอยสลายน้ํามันดิบที่

ปนเปอนในน้ําทะเล โดยทดลองในขวดรูปชมพูที่บรรจุน้ําทะเล 250 มิลลิลิตร ที่ความเขมขนของ
น้ํามันดิบเทากับ 100 มก./ล.  ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน 107 CFU/มิลลิลิตร และศึกษาตัวแปรที่
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เกี่ยวของไดแก ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส และเวลาในการยอยสลาย พบวา สภาวะที่
เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันดิบไดแก ปริมาณไนโตรเจน 13.62 มิลลิกรัม/ลิตร  ปริมาณ
ฟอสฟอรัส 1.39 มิลลิกรัม/ลิตร  ในเวลา 20 วัน โดยประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดิบจาก
การทํานายเทากับ 98 % ในขณะที่ผลจากการทดลองเทากับ 95% 

งานวิจัยนี้จึงมีเปาหมายงานวิจัยโดยมุงศึกษาการประยุกตใชเซลลตรึงในระบบบําบัดแบบ

เติมอากาศท่ีมีตัวกลางสําหรับบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม ในงานวิจัยนี้ใชน้ําเสียจาก
โรงงานผลิตช้ินสวนและอุปกรณประกอบสําหรับยานยนต บริษัท สยามเลมเมอรซ จํากัด 42 หมูที่ 
5 ถนนหนองปลากระด่ี ตําบลหนองปลาหมอ อําเภอหนองแค จังหวัดสระบุรี โดยใชน้ําเสียจาก
แผนก chip yard โดยน้ําเสียในรูปแบบอิมัลชันระหวางน้ํามันสไลดเวยและน้ํา โดยมีน้ํามันคูล
แลนทเปนตัวอิมัลซิไฟลเออร โดยน้ํามันสไลดเวยเปนน้ํามันหลอล่ืน (รูปที่ 7.1) ซึ่งใชในสายพาน
การผลิตและใชสําหรับเคลือบผิวลออัลลอยสําหรับรถยนต น้ําเสียดังกลาวผานการบําบัดน้ําเสีย
ดังนี้ ข้ันตอนแรกรวบรวมน้ําเสียสูถังปรับสภาพ (equalization tank) ข้ันตอนที่ 2 เปนถังบําบัดน้ํา
เสียดวยวิธีทางเคมี (chemical reaction tank) ซึ่งเติมสารพอลิเมอรและสารเคมีเพื่อปรับสภาวะที่
เหมาะสําหรับแยกน้ํามันออกจากน้ํา และเกิดการรวมตัวเปนตะกอนของน้ํามันแยกออกจากน้ําได
อยางชัดเจนและลอยสูดานบน ข้ันตอนที่ 3 ตกตะกอนจากการบําบัดทางเคมีดวยถังตกตะกอน 
(sedimentation tank) ข้ันตอนที่ 4 กรองตะกอนดวยถังกรอง (filter tank) และปลอยสูระบบบําบัด
น้ําเสียของนิคมอุตสาหกรรมโดยไมมีการใชวิธีการบําบัดทางชีวภาพ ดังแสดงในรูปที่ 7.2 

 
 

 
 
รูปท่ี 7.1 พีททีี สไลดเวย ออยล  
ที่มา: ปตท (2554)  
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รูปที่ 7.2  ระบบบําบัดน้าํเสียของแผนก chip yard บริษัท สยามเลมเมอรซ จํากัด 
ที่มา: สยามเลมเมอรซ (2554) 
 
อยางไรก็ตามระบบบําบัดของโรงงานดังกลาวประสบปญหาที่บางคร้ังที่มียอดการผลิต

จํานวนมาก พบวาน้ําทิ้งจากระบบดังกลาว น้ําขุน ไมใส มีคา FOG, BOD, COD และ SS เกิน
มาตรฐานที่เขตประกอบอุตสาหกรรม เอส ไอ แอล สระบุรี ปรับปรุงฉบับลาสุด พ.ศ. 2551 กําหนด
คือ ไมมากกวา 10 มิลลิกรัม/ลิตร ทําใหโรงงานตองเสียคาปรับใหแกนิคมอุตสาหกรรมเพื่อ
คาใชจายบําบัดน้ําเสียในวันที่มีปญหา นอกจากนี้ยังมีผลกระทบตอชื่อเสียงของโรงงานเนื่องทาง
บริษัทผลิตชิ้นรถยนตใหกับบริษัทผลิตรถยนตหลากหลายยี่หอไดแก โตโยตา ฮอนดา อิซูซุ วอลโว 
และ เมอรเซเดส-เบนซ เปนตน ซึ่งทางบริษัทและบริษัทคูคาเหลานี้ไดผานการรับรองมาตรฐาน
ระบบการจัดการสิ่งแวดลอม ISO 14000 หากมีการปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจํานวนมาก
ในน้ําเสียจนทําใหคาไขมันและน้ํามัน (fat oil and grease, FOG) เกินคามาตรฐาน สงผลให
โรงงานถูกปรับจากนิคมขอมูลดังกลาวจะถูกบันทึกและแจงตอบริษัทผลิตรถยนตเหลานี้ทราบ ทํา
ใหมีผลตอการพิจารณาการตอสัญญาการดําเนินธุรกิจระหวางบริษัทผลิตรถยนตและโรงงาน  
ดังนั้นการเพิ่มระบบบําบัดทางชีวภาพเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของระบบบําบัดน้ําเสียที่มีอยูเดิมใน

การกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนและลดคา FOG จึงนาจะเปนทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจเปน

อยางยิ่ง 
ทั้งนี้งานวิจัยนี้เร่ิมจากศึกษาลักษณะสมบัติของน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน

จากโรงงานอุตสาหกรรม สรางระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ และ
ทดสอบประสิทธิภาพของระบบบําบัดในการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนเพื่อหาสภาวะในการบําบัดอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้ไดศึกษาการออกแบบ
การทดลองดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นที่ผิวตอบสนองเพื่อประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันของ

เซลลตรึง RN402 โดยประโยชนที่จะไดรับจากงานวิจัยคร้ังนี้คือสามารถใชเปนขอมูลในการสราง
ระบบบําบัดตนแบบและขอมูลสําหรับควบคุมระบบบําบัดใหทํางานอยางประสิทธิภาพสําหรับการ

ประยุกตใหในการบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงานอุตสาหกรรมตอไป  
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7.2 ขั้นตอนงานวิจยั 
7.2.1 การศึกษาลกัษณะสมบัติของน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจาก

โรงงานอุตสาหกรรม 
7.2.2 การสรางระบบบาํบดัแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ 
7.2.3 การทดสอบประสทิธิภาพการบําบัดน้ําเสยีสังเคราะหปนเปอนปโตรเลยีม

ไฮโดรคารบอนโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบติัการ 
1) การทดสอบระยะเวลากกัเกบ็น้ําเสียในการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอน

น้ํามันสไลดเวยโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง 
2) การทดสอบประสิทธิภาพการบําบัดน้าํเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย

โดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง 
7.2.4 การทดสอบประสทิธิภาพการบําบัดน้ําเสยีจากโรงงานอุตสาหกรรมที่

ปนเปอนน้ํามันโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบติัการ 
7.2.5 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการกําจัดน้าํมันในนํ้าเสียจากโรงงาน

อุตสาหกรรมของเซลลตรึง RN402 ดวยวิธพีื้นผิวตอบสนอง 
 

7.3 วัสดุอุปกรณและวิธีดําเนินงานวจิยั 
 7.3.1 การศึกษาลกัษณะสมบัติของน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจาก
โรงงานอุตสาหกรรม 

นําน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงานผลิตชิ้นสวนและอุปกรณประกอบ

สําหรับยานยนตและเคร่ืองยนต บริษัท สยามเลมเมอรซ จํากัด โดยใชน้ําเสียจากแผนก chip yard 
ที่ผานกระบวนการบําบัดทางกายภาพและทางเคมี นํามาวิเคราะหคุณภาพน้ําทิ้งตามวิธีมาตรฐาน 
เพื่อหาคาพารามิเตอรตางๆ ในตารางที่ 7.1 

ตารางที่ 7.1  วิธีวิเคราะหลักษณะสมบัติตางๆ ของน้ําเสีย 
พารามิเตอร วิธีวิเคราะห 

pH pH Meter 
FOG สกัดดวยตัวทําละลาย แลวแยกหาน้ําหนักของน้ํามันและไขมัน 
TPH เคร่ืองวัดปริมาณปโตรเลียมไฮโดรคารบอน (TLC-FID) 
TSS ระเหยแหงที่อุณหภูมิ 103 -105๐C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
COD Potassium Dichromate Digestion 
Total N Macro Kjedahl 
Total P Ascorbic acid method 
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7.3.2 การสรางระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางระดับหองปฏบิัติการ  
สรางระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง โดยดัดแปลงจากระบบบําบัดแบบเติม

อากาศที่มีตัวกลางของ Juneson และคณะ (2002) ประกอบดวยทออะคริลิกเสนผานศูนยกลาง
ภายใน 120 มิลลิเมตร ความสูง 500 มิลลิเมตร ความจุ 5.5 ลิตร โดยตอเขากับปมน้ําและปมลม
เพื่อปอนน้ําเขาและอากาศทางดานลางระบบบําบัด ซึ่งทิศทางการไหลของนํ้าไหลจากดานลางสู
ดานบน แสดงดังรูปที่ 7.3 โดยนําระบบบําบัดนี้ไปประยุกตใชในการบําบัดน้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม บริษัท สยามเลมเมอรซ ซึ่งน้ําเสียดังกลาวผานการบําบัดทางกายภาพและทางเคมี 
แตยังคงพบวาปญหาการปนเปอนของคา FOG เกินมาตรฐานน้ําทิ้งของนิคมอุตสาหกรรม 

 

 

รูปท่ี 7.3  ระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มตัีวกลาง (aerobic packed-bed bioreactor) 
   

7.3.3 การทดสอบประสิทธิภาพการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ 

7.3.3.1 การทดสอบระยะเวลากักเก็บน้ําเสียในการบําบัดนํ้าเสียสังเคราะห
ปนเปอนน้ํามันสไลดเวยโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ 

นําระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางจากขอ 7.3.2  ปริมาตรในการบําบัดน้ําเสีย
เทากับ 3 ลิตร ซึ่งบรรจุดวยเซลลตรึง RN402 ที่เตรียมจากแบคทีเรียสูตรน้ําจํานวน 200 กรัม เพื่อ
บําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ซึ่งเตรียมจากอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 800 
มิลลิลิตร เติมดวย 0.1% (v/v) tween80 ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ที่มีความเขมขนของน้ํามันเทากับ 

วัสดุตรึง 

น้ําออก ความจุ 3 ลิตร 

น้ํา
เข
า 

อา
กา

ศ 



 
 
131

50 มิลลิกรัม/ลิตร ผสมโดยเคร่ืองปนผสมเปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นจึงนําไปกวนโดยใชเคร่ือง
กวนสารเปนเวลา 30 นาที เพื่อกําจัดฟองที่เกิดข้ึนจากการปนและทําใหน้ําเสียอยูในรูปอิมัลชันมี
ความเสถียรมากข้ึน จากนั้นปริมาตรใหเปน 1,000 มิลลิลิตร (Panpanit และ Visvanathan, 2001) 
โดยแปรผันระยะเวลากักเก็บน้ําเสียเทากับ 5 10 และ 15 ชั่วโมง ตามลําดับ  และใหอากาศ 2 
vvm. โดยชุดควบคุมคือระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางที่ไมผานการตรึงเซลล เก็บ

ตัวอยางน้ําเขาและออกเพื่อวิเคราะหปริมาณน้ํามันที่เหลืออยูโดยวิธี TLC-FID ตามวิธีที่ระบุในขอ 
3.11  

 
7.3.3.2 การทดสอบประสิทธิภาพการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนนํ้ามันสไลด

เวยโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ 
นําระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางจากขอ 7.3.2 ปริมาตรในการบําบัดน้ําเสีย 3 

ลิตร ซึ่งบรรจุดวยเซลลตรึง RN402 ที่เตรียมจากแบคทีเรียสูตรน้ําจํานวน 200 กรัม เพื่อบําบัดน้ํา
เสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย โดยแปรผันความเขมขนของน้ํามัน 50, 100, 150 และ 200 
มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง และการใหอากาศ 2 vvm. เก็บ
ตัวอยางน้ําเขาและออกเพื่อวิเคราะหปริมาณน้ํามันที่เหลืออยูโดยวิธี TLC-FID ตามวิธีที่ระบุในขอ 
3.11 

 
 7.3.4 การทดสอบประสิทธิภาพการบาํบัดนํ้าเสยีจากโรงงานอุตสาหกรรมท่ี
ปนเปอนน้ํามันโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบติัการ 

นําระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางจากขอ 7.3.2 ปริมาตรในการบําบัดน้ําเสีย 3 
ลิตร ซึ่งบรรจุดวยเซลลตรึง RN402 จํานวน 200 กรัม เพื่อบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนจากโรงงานอุตสาหกรรม บริษัท สยามเลมเมอรซ จํากัด ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 
ชั่วโมง และการใหอากาศ 2 vvm. โดยแบงการทดลอง 2 กลุม คือ กลุมที่ 1 กลุมที่ไมเติม

สารอาหาร กลุมที่ 2 กลุมที่เติมสารอาหารโดยเติมสารอาหารเหลว CFMM ในอัตราสวนระหวางน้ํา
เสียและอาหารเหลว CFMM เทากับ 1:1 เก็บตัวอยางน้ําเขาและออกเพื่อวิเคราะหปริมาณน้ํามันที่
เหลืออยูโดยวิธี TLC-FID ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.11 ปริมาณ COD และปริมาณ FOG 

 
7.3.5 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการยอยสลายนํ้ามันหลอลื่นในนํ้าเสียจาก

โรงงานอุตสาหกรรมดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง 
การหาสภาวะที่เหมาะสมในการกําจัดน้ํามันหลอล่ืนในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม

เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการกําจัดน้ํามัน โดยการออกแบบการทดลองดวย
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วิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นที่ ผิวตอบสนอง ซึ่งการออกแบบการทดลองแบบสวนผสมกลาง 
ประกอบดวย 3 ตัวแปร โดยแตละปจจัยเปล่ียนแปลงได 5 ระดับ ดังแสดงในตารางที่ 7.2 และ 7.3 
โดยตัวแปรที่ใชศึกษาไดแก ปริมาณไนโตรเจน (แอมโมเนียมไนเตรต; NH4NO3) ปริมาณ

ฟอสฟอรัส (ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต; Na2HPO412H2O) และความเขมขนของ
น้ํามัน (น้ํามันสไลดเวย) และทดลองในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ประกอบดวยน้ําเสีย
จากโรงงานอุตสาหกรรมปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่เติม tween80 ความเขมขนสุดทาย 0.01%(v/v) 
ปริมาณเช้ือเร่ิมตนของเซลลตรึงเทากับ 109 MPN/ชุดทดลอง  เติมสารอาหารตางๆ ตามสภาวะที่
กําหนดไวในตารางท่ี 7.3 และปรับคา pH ใหเทากับ  7 จากนั้นนําไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/
นาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน ทําการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางน้ําเพื่อวิเคราะหปริมาณ
น้ํามันที่เหลืออยูโดยวิธี TLC-FID ตามวิธีที่ระบุในขอ 3.11 นําขอมูลที่ไดวิเคราะหความถดถอย
เชิงซอนหรือพหุคูณ (multiple regression analysis) โดยโปรแกรม Statistica เวอรชั่น 8 (บริษัท 
StatSoft, สหรัฐอเมริกา) และหาปฏิสัมพันธระหวางการกําจัดน้ํามันกับตัวแปรตางๆ ในรูปแบบ
ของการวิเคราะหหาพื้นผิวการตอบสนอง (response surface plot) และรูปแบบเสนโครงราง 
(contour plot) สําหรับหาสภาวะเหมาะสมตอประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง 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 ชุดทดลองโดยการออกแบบการทดลองแบบสวนผสมกลาง  

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 เปนชุดควบคุม โดยเตรียมจากน้าํเสียจริงที่ผานการฆาเชื้อ 
ที่เติมน้าํมนัทีค่วามเขมขนตางๆ และเติมวสัดุตรึงปลอดเช้ือ 

 
 
7.4 ผลการทดลอง 

7.4.1 ลักษณะสมบัติของน้ําเสยีปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงาน
อุตสาหกรรม 

ผลการวิเคราะหคุณภาพน้ําเสียที่ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงานผลิต

ชิ้นสวนและอุปกรณประกอบสําหรับยานยนตและเคร่ืองยนต บริษัท สยามเลมเมอรซ ตามวิธี

มาตรฐาน เพื่อหาคาพารามิเตอรตางๆ ไดแก pH, FOG,  COD, TSS, total phosphorus, total 
nitrogen และ TPH ดังแสดงในตารางที่ 7.3 โดยเก็บตัวอยางน้ําเสียจํานวน 4 คร้ัง ไดแก ในวันที่ 3 
สิงหาคม 2553 วันที่ 14 มกราคม 2554  วันที่ 4 เมษายน 2554 และ วันที่ 28 มิถุนายน 2554 
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ตารางที่ 7.4 ผลการวิเคราะหน้ําเสียตัวอยาง 
ดัชนีคุณภาพน้ํา ผลการวิเคราะห(1) มาตรฐานของนิคมฯ(2) มาตรฐานคุณภาพ

น้ําทิ้ง(3) 
ลักษณะทั่วไป ขุนเล็กนอยถึงขุนมาก  

มีกล่ินเล็กนอย 
- - 

pH 7 -14 5.5-9.0 5.5-9.0 
FOG (มิลลิกรัม/ลิตร) 28-177 ไมเกิน 10 5-15 
COD (มิลลิกรัม/ลิตร) 83-1,553 ไมเกิน 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) ขอมูลผลการวิเคราะหน้ําเสียแสดงเปนชวงระหวางคาตํ่าสุดถึงสูงสุด จาก 4 
ตัวอยาง ที่ถูกเก็บเมื่อวันที่ 3 สิงหาคม 2553 วันที่ 14 มกราคม 2554  วันที่ 4 เมษายน 2554 และ 
วันที่ 28 มิถุนายน 2554  
 (2) มาตรฐานที่เขตประกอบอุตสาหกรรม เอส ไอ แอล สระบุรี ปรับปรุงฉบับลาสุด พ.ศ. 
2551  
 (3) มาตรฐานคุณภาพน้ําทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม ประกาศ
กระทรวงวิทยาศาสตร เทคโนโลยีและส่ิงแวดลอม ฉบับที่ 3 (พ.ศ. 2539) เร่ือง กําหนดมาตรฐาน
ควบคุมการระบายน้ําทิ้งจากแหลงกําเนิดประเภทโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม ลง
วันที่ 3 มกราคม 2539 ตีพิมพในราชกิจจานุเบกษา เลมที่ 113 ตอนที่ 13ง ลงวันที่ 13 กุมภาพันธ 
2539 
 โดยนํ้าเสียในรูปแบบอิมัลชันระหวางน้ํามันสไลดเวยและนํ้าโดยมีน้ํามันคูลแลนทเปน

ตัวอิมัลซิไฟลเออร น้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงานผลิตช้ินสวนและอุปกรณ
ประกอบสําหรับยานยนตและเคร่ืองยนตจากแผนก chip yard เปนน้ําเสียมาจากการลาง
เคร่ืองจักรในการข้ึนรูปลอแมกซโดยมีการปนเปอนน้ํามันสไลดเวยซึ่งเปนน้ํามันหลอล่ืนซึ่งใชใน

สายพานการผลิตและใชสําหรับเคลือบผิวลออัลลอยสําหรับรถแมกซรถยนต โดยน้ําเสียในรูปแบบ
อิมัลชันระหวางน้ํามันสไลดเวยและน้ําโดยมีน้ํามันคูลแลนทเปนตัวอิมัลซิไฟลเออร ซึ่งน้ําเสีย
ดังกลาวเมื่อผานกระบวนการบําบัดทางกายภาพและทางเคมี ผลจากการวิเคราะหพบวาน้ําเสีย
ดังกลาวมีคา FOG อยูในชวง 43-177  มิลลิกรัม/ลิตร ซึ่งเกินมาตรฐานที่เขตประกอบอุตสาหกรรม 
เอส ไอ แอล สระบุรี ปรับปรุงฉบับลาสุด พ.ศ. 2551 กําหนดคือ ไมมากกวา 10 มิลลิกรัม/ลิตร เม่ือ
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วิเคราะหปริมาณน้ํามันในน้ําเสียตัวอยางโดยเคร่ือง TLC-FID พบวาคา TPH อยูในชวง 50 -  161 
มิลลิกรัม/ลิตร จากผลวิเคราะหคุณภาพน้ําเสียดังกลาวนี้แสดงใหเห็นวาวิธีการบําบัดทางกายภาพ
และทางเคมีไมสามารถลดคา FOG ใหตํ่าผานคามาตรฐาน ดังนั้นการบําบัดทางชีวภาพจึงเปน
วิธีการหนึ่งที่จะนํามาใชบําบัดน้ําเสียจากโรงงานน้ี โดยใชระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง
เปนเซลลตรึง RN402 ในการบําบัดน้ําเสียจากระบบบําบัดทางกายภาพและทางเคมีเพื่อชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันที่ปนเปอนในน้ําเสียมากยิ่งข้ึน 
  

7.4.2 การทดสอบระยะเวลากักเก็บน้ําเสียในระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมี
ตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ 

นําระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางดังแสดงในรูปที่ 7.4 ปริมาตรในการบําบัดน้ํา
เสีย 3 ลิตร ซึ่งบรรจุดวยเซลลตรึง RN402 ที่เตรียมจากแบคทีเรียสูตรน้ําจํานวน 200 กรัม เพื่อ
บําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ความเขมขนของน้ํามัน 50 มิลลิกรัม/ลิตร โดย
แปรผันระยะเวลากักเก็บน้ําเสียเทากับ 5 10 และ 15 ชั่วโมง ตามลําดับ และการใหอากาศ 2 vvm. 
จากผลการทดลองพบวา ระยะเวลาการกักเก็บ 15 ชั่วโมง มีประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามัน
มากกวา 95 % แตเม่ือพิจารณาถึงการประยุกตใชในระบบบําบัดจริง พบวา ระยะเวลาการกักเก็บ 
10 ชั่วโมง มีประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันที่ใกลเคียงกันซ่ึงมีประสิทธิภาพมากกวา 90 % ดัง
แสดงในรูปที่ 7.5 และ 7.6 และยังทําใหอัตราการบําบัดน้ําเสียของระบบสูงข้ึน ทําใหระบบบําบัด
สามารถบําบัดน้ําเสียไดมากข้ึนกวาการใชระยะเวลาการกักเก็บ 15 ชั่วโมง ดังนั้นในงานวิจัยคร้ังนี้
พบวา ระยะเวลาการกักเก็บ 10 ชั่วโมง จึงเหมาะสมสําหรับการบําบัดน้ําเสียในระบบบําบัดแบบ
เติมอากาศที่มีตัวกลาง  

 
 

รูปท่ี 7.4 ระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง ปริมาตรในการบําบัดน้ําเสีย 3 ลิตร 
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รูปท่ี 7.5 ปริมาณ TPH ในน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัม/
ลิตร โดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง  ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 5 10 และ 15 
ชั่วโมง ตามลําดับ และการใหอากาศ 2 vvm. 

 

 
รูปที่ 7.6 ประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ที่ความ
เขมขน 50, มิลลิกรัม/ลิตร โดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง  ที่ระยะเวลาเก็บกัก
น้ํา 5 10 และ 15 ชั่วโมง ตามลําดับ และการใหอากาศ 2 vvm. 
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7.4.4 การทดสอบประสิทธิภาพการบําบัดนํ้าเสียสังเคราะหปนเปอนนํ้ามันสไลด
เวยโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ 

ประสิทธิภาพการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวยโดยระบบบําบัดแบบ

เติมอากาศที่มีตัวกลาง ปริมาตรในการบําบัดน้ําเสีย 3 ลิตร ซึ่งบรรจุดวยเซลลตรึง RN402 จํานวน 
200 กรัม เพื่อบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ที่ความเขมขนของน้ํามันเทากับ 50, 
100, 150 และ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง และการใหอากาศ 
2 vvm. พบวา ปริมาณ TPH ในน้ําเสียสังเคราะหหลังจากผานระบบบําบัด อยูในชวง 0.94 – 
11.75 มิลลิกรัม/ลิตร ดังแสดงในรูปที่ 7.7 และประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันของระบบบําบัด 
อยูในชวง 90-98 % ดังแสดงในรูปที่ 7.8 จากผลการทดลองแสดงเห็นไดวา ระบบบําบัดแบบเติม
อากาศที่มีตัวกลางมีประสิทธิภาพสูงในการกําจัดน้ํามันที่ปนเปอนในน้ําเสีย และประสิทธิภาพของ
เซลลตรึง RN402 ยังเพิ่มข้ึนเมื่อผานการใชงานเปนเวลานาน โดยสังเกตจากประสิทธิภาพในการ
กําจัดน้ํามันของระบบบําบัดที่คอยๆ เพิ่มข้ึน และความหนาของช้ันไบโอฟลมที่เกาะอยูบนวัสดุตรึง 
นอกจากนี้ยังไมพบปญหาการอุดตันของระบบหลังจากดําเนินการบําบัด ซึ่งในการทดลองตอไป
ระบบบําบัดนี้จะถูกนําไปใชในการบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงาน

อุตสาหกรรม 
 

 
 

รูปท่ี 7.7 ปริมาณ TPH ในน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ที่ความเขมขน 50, 100, 150 
และ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ โดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง  ที่
ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง และการใหอากาศ 2 vvm.  
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รูปที่ 7.8 ประสิทธิภาพของการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ที่ความ
เขมขน 50, 100, 150 และ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ  โดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มี
ตัวกลาง ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง และการใหอากาศ 2 vvm.  

 
7.4.6 ทดสอบประสิทธภิาพการบําบดัน้ําเสยีจากโรงงานอุตสาหกรรมท่ีปนเปอน

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากโรงงานอุตสาหกรรมโดยระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมี
ตัวกลางระดับหองปฏิบัติการ 

ประสิทธิภาพการบําบัดน้ํ า เ สียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ปนเปอนป โตรเลียม

ไฮโดรคารบอนจากโรงงานอุตสาหกรรม บริษัท สยามเลมเมอรซ จํากัด ดวยระบบบําบัดแบบเติม
อากาศที่มีตัวกลาง ปริมาตรในการบําบัด 3 ลิตร ซึ่งบรรจุดวยเซลลตรึง RN402 จํานวน 200 กรัม 
ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง และการใหอากาศ 2 vvm. จากการวิเคราะหคุณภาพน้ําเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรมดังกลาวที่เก็บตัวอยางเมื่อวันที่ 28 มิถุนายน 2554 ดังแสดงในตารางที่ 7.5  
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ตารางที่ 7.5 วิเคราะหคุณภาพน้าํเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมบริษทั สยามเลมเมอรซ จํากัด 

พารามเิตอร หนวย (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 พบวา ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดและฟอสฟอรัสทั้งหมดในน้ําเสียมี
ปริมาณนอย อาจกอใหเกิดสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย จากผลการวิเคราะหนี้
เพื่อกอใหเกิดประสิทธิภาพสูงสุดของเซลลในการยอยสลาย น้ํามัน การทดลองจึงแบงการทดลอง
ออกเปน 2 กลุมคือ น้ําเสียที่ไมผานการเติมสารอาหาร และน้ําเสียที่ผานการเติมสารอาหารที่
อัตราสวนระหวางน้ําเสียและอาหารเหลว CFMM เทากับ 1:1 จากผลการทดลองพบวา 
ประสิทธิภาพของบําบัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในน้ําเสียของระบบบําบัดลดลงอยางเห็นไดชัด

ในกลุมของน้ําเสียที่ไมเติมสารอาหาร เมื่อเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพในการบําบัดน้ําเสีย
สังเคราะห และยังไมสามารถลด COD ได ในขณะที่ระบบบําบัดน้ําเสียที่เติมสารอาหารมี
ประสิทธิภาพในการลด TPH สูงถึง 99 % และประสิทธิภาพของการลด COD อยูในชวง 50-70 % 
ดังแสดงในรูปที่ 7.9 – 7.11 และ ตารางที่ 7.6 - 7.7 จากผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นวา 
ระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางเปนเซลลตรึง RN402 ที่เตรียมจากแบคทีเรียสูตรน้ํามี

ประสิทธิภาพสูงในการบําบัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม

บริษัท สยามเลมเมอรซ จํากัด ในสภาวะที่มีการเติมสารอาหาร ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง 
และการใหอากาศ 2 vvm. โดยทําใหคาพารามิเตอรตางๆ ผานคามาตรฐานได นอกจากนี้ยังไมพบ
ปญหาการอุดตันของระบบท่ีเกิดจากตะกอนของน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมและมีอายุการใช

งานที่ยาวนาน ซึ่งจากผลการทดลองเหลาสามารถนําไปประยุกตเพื่อในการสรางระบบบําบัดน้ํา
เสียขนาดใหญในอนาคตตอไป 
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ก) 

 
 
ข) 

 
 
 
รูปที่ 7.9 ก) ปริมาณ COD ข) ปริมาณ TPH ในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมไมผานการเติม
สารอาหาร โดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง  ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง 
และการใหอากาศ 2 vvm.  
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ก) 

 
 
ข) 

  
 
รูปที่ 7.10 ก) ปริมาณ COD ข) ปริมาณ TPH ในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมผานการเติม
สารอาหาร โดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง   
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ก) ข) 

  
รูปท่ี 7.11 ประสิทธิภาพของการบําบัด COD และ TPH ในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมโดย
ระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง ก) น้ําเสียที่ไมผานการเติมสารอาหาร และ ข) น้ํา
เสียที่ผานการเติมสารอาหาร 
 
ตารางที่ 7.6 ปริมาณ COD FOG และ TPH ในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ไมเติม

สารอาหาร โดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง  
วันที่ ปริมาณ COD  

(มิลลิกรัม/ลิตร) 
ปริมาณ FOG  

(มิลลิกรัม/ลิตร) 
ปริมาณ TPH  

(มิลลิกรัม/ลิตร) 
น้ําเขา น้ําออก น้ําเขา น้ําออก น้ําเขา 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 ลงในถงัรวบรวมน้าํเสียกอนเขาระบบบําบัด 
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ตารางที่ 7.7 ปริมาณ COD FOG และ TPH ในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ผานการเติม
สารอาหาร โดยระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง  
วันที่ ปริมาณ COD  

(มิลลิกรัม/ลิตร) 
ปริมาณ FOG  

(มิลลิกรัม/ลิตร) 
ปริมาณ TPH  

(มิลลิกรัม/ลิตร) 
น้ําเขา น้ําออก น้ําเขา น้ําออก น้ําเขา 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 ลงในถงัรวบรวมน้าํเสียกอนเขาระบบบําบัด  
  
 นอกจากนี้จากภาพถายการยึดเกาะของเซลล RN402 บนพื้นผิวของวัสดุตรึงในระบบ
บําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางที่ผานการบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมโดยกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด แสดงใหเห็นวา มีการเกาะตัวกันของเซลล RN402 และ
จุลินทรียอ่ืนๆ บนพื้นผิวของวัสดุตรึงเปนลักษณะของไบโอฟลมหนาข้ึนอยางเห็นไดชัดเมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลลตรึงที่ยังไมผานการใชงานดังแสดงในรูปที่  7.12 
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ก) ข) 

 
รูปที่ 7.12 ภาพถายการยึดเกาะของเซลล RN402 บนพื้นผิววัสดุตรึงโดยกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด ที่กําลังขยาย 1,000 เทา ก) จากเซลลตรึงที่ไมผานการใช ข) จากเซลล
ตรึงที่ผานการใชงานในระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง 
 
 7.4.6 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายนํ้ามันหลอลื่นในน้ําเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรมดวยวิธีพื้นผิวตอบสนอง 
 จากผลการทดลองในขอ 7.4.5 แสดงใหเห็นวาการปรับสภาพน้ําเสียกอนเขาระบบบําบัด
โดยการเติมสารอาหารทําใหเพิ่มประสิทธิภาพของระบบบําบัด แตเนื่องจากการเติมสารอาหารใน
การทดลองนี้ทําโดยการเติมอาหารเหลว CFMM ซึ่งมีสวนประกอบของสารเคมีหลายชนิดทําให
เกิดความยุงยากในการเตรียมและทําใหตนทุนในการบําบัดสูงข้ึน  นอกจากนี้ยังพบวา
ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมของเซลลตรึง RN402 มี

ประสิทธิภาพลดลงอยางชัดเจนเม่ือเปรียบเทียบกับผลการทดลองในนํ้าเสียสังเคราะห ดังนั้นเพื่อ
เปนการเพิ่มประสิทธิภาพเซลลตรึงในการบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมจึงนําไปสูทดลอง

การหาสภาวะที่เหมาะสม ไดแก ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส และ ความเขมขนน้ํามัน
สไลดเวยในการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมดวยวิธีพื้นผิวตอบสนองรวมกับการ

ออกแบบการทดลองแบบสวนกลางและทดลองในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่มีปริมาณ
เชื้อเร่ิมตน 109 MPN/ชุดทดลอง ซึ่งผลการทดลองแสดงในตารางที่ 7.8 ดังนี้ 
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ตารางที่ 7.8 ประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการกําจัดน้ํามันของชุดทดลองโดยการ

ออกแบบการทดลองแบบสวนกลาง 

ชุดทดลองที่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส น้ํามัน การกําจัดนํ้ามันที่

ไดจากการทดลอง 
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 

 
 
และนําขอมูลจากตารางที่ 7.8 นํามาวิเคราะหดวยวิธีทางสถิติโดยใชการวิเคราะหความ

ถดถอยเชิงซอนหรือพหุคูณ (multiple regression analysis) โดยโปรแกรม Statistica เวอรชั่น 8 
(บริษัท StatSoft, สหรัฐอเมริกา) เพื่อหาสัมพันธของตัวแปรตางๆ ไดแก x1 (ปริมาณไนโตรเจน) x2 
(ปริมาณฟอสฟอรัส) และ x3 (ความเขมขนน้ํามันสไลดเวย) ที่มีผลตอคาการตอบสนองของปจจัย 
คือ ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามัน (มิลลิกรัม/ลิตร) โดยพิจารณาท่ีคา p-value นอยกวาระดับ
นัยสําคัญ 0.10 ดังแสดงในตารางที่ 7.9  
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ตารางที่ 7.9 คาการวิเคราะหสัมประสิทธิ์ของสมการถดถอยของการกําจัดน้ํามัน 

ตัวแปร คาสัมประสิทธ์ิ คาคลาดเคล่ือนมาตรฐาน 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) ที่ระดับนัยสําคัญนอยกวา 0.05 
  

จากคาการวิเคราะหสัมประสิทธิ์ของสมการถดถอยในตารางที่ 7.6 พบวาตัวแปรที่มีผลตอ
การกําจัดน้ํามัน ไดแก ฟอสฟอรัส พจนระหวางไนโตรเจนและความเขมขนน้ํามันสไลดเวย และ 
กําลังสองของฟอสฟอรัส ซึ่งแสดงในรูปสมการการถดถอยที่เหมาะสมเปนสมการประสิทธิภาพใน
การกําจัดน้ํามัน มีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เทากับ 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  

 
จากความสัมพันธในสมการถดถอยดังกลาว สามารถนํามาใชทํานายการเปล่ียนแปลง

ของประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามัน ซึ่งสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงของปริมาณไนโตรเจน 
ปริมาณฟอสฟอรัส และความเขมขนน้ํามันสไลดเวยในการกําจัดน้ํามันโดยเซลลตรึง RN402 โดย
เปรียบเทียบคาที่ไดจากการทดลองกับคาที่ไดจากการทํานายพบวาคาที่ไดจากการทํานาย

สอดคลองกับคาที่ไดจากการทดลองดังแสดงในรูปที่ 7.13 
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รูปท่ี 7.13 ความสัมพันธระหวางประสิทธิการกําจัดน้ํามันที่ไดจากการการทดลองและทํานาย 

 
และจากสมการถดถอยดังกลาว สามารถแสดงความสัมพันธระหวางการกําจัดน้ํามันกับ

ตัวแปรตางๆ ในรูปแบบของการวิเคราะหหาพื้นผิวการตอบสนอง (ภาพ 3 มิติ) และรูปแบบเสน
โครงราง (ภาพ 2 มิติ) สําหรับหาสภาวะเหมาะสมตอประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง 
RN402 โดยกราฟจะแสดงอิทธิพลของแตละตัวแปรตอประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง 
RN402 ดังแสดงในรูปที่ 7.14 - 7.16 

จากคาการวิเคราะหสัมประสิทธิ์ของสมการถดถอยในตารางที่ 7.8 พบวาฟอสฟอรัสและ
น้ํามันมีผลตอประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 อยางมีนัยสําคัญ จึงนํากราฟ
พื้นผิวตอบสนองระหวางปริมาณฟอสฟอรัสและความเขมขนน้ํามันสไลดเวยมาพิจารณาเปน

อันดับแรก จากรูปที่ 7.14 พบวา ปริมาณไนโตรเจนและความเขมขนน้ํามันสไลดเวยเทากับ 0.231 
กรัม/ลิตร และ 3413 มิลลิกรัม/ลิตร มีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 
จากรูปที่ 7.15 พบวา ปริมาณไนโตรเจนและปริมาณฟอสฟอรัสเทากับ 0.33 และ 6.27  กรัม/ลิตร 
มีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 และจากรูปที่ 7.16 พบวา ปริมาณ
ปริมาณฟอสฟอรัสและความเขมขนน้ํามันสไลดเวยเทากับ 4.762 กรัม/ลิตร และ 8133 มิลลิกรัม/
ลิตร มีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 จากนั้นคาสภาวะตางๆของทั้ง 
3 ตัวแปร โดยมีสภาวะดังนี้ ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส และความเขมขนน้ํามันสไลด

  Predicted vs. Observed Values
Dependent variable: removal (%)
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เวยเร่ิมตน เทากับ 0.33 กรัม/ลิตร 6.27 กรัม/ลิตร และ 3414 มิลลิกรัม/ลิตร เมื่อแทนคาลงใน
สมการถดถอยพบวาสามารถคํานวณประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 
ไดเทากับ 2426.88 มิลลิกรัม/ลิตร 

 
ก) 

ข) 
 

 
รูปที่ 7.14 กราฟพื้นผิวการตอบสนอง ก) และรูปแบบเสนโครงราง ข) แสดงปฏิสัมพันธระหวาง
ปริมาณไนโตรเจนและความเขมขนน้ํามันสไลดเวยตอประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง 
RN402 
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ก) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ข)  

 

 
 

รูปที่ 7.15 กราฟพื้นผิวการตอบสนอง ก) และรูปแบบเสนโครงราง ข) แสดงปฏิสัมพันธระหวาง
ปริมาณไนโตรเจนและปริมาณฟอสฟอรัสตอประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 
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รูปที่ 7.16 กราฟพื้นผิวการตอบสนอง ก) และรูปแบบเสนโครงราง ข) แสดงปฏิสัมพันธระหวาง
ปริมาณฟอสฟอรัสและความเขมขนน้ํามันสไลดเวยตอประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง 
RN402 

 
จากการออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นผิวตอบสนองและจากสมการ

ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามัน พบวา สภาวะที่เหมาะสมในการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมของเซลลตรึง RN402 มีดังนี้ ปริมาณไนโตรเจน  ปริมาณฟอสฟอรัส และความเขมขน
น้ํามันสไลดเวยเร่ิมตน เทากับ 0.33 กรัม/ลิตร 6.27 กรัม/ลิตร และ 3414 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ
ในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่ 
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pH 7 มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 109 MPN/ชุดทดลอง ซึ่งผานการบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เขยา
ที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที จะมีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 ได
เทากับ 2426.88 มิลลิกรัม/ลิตร  เม่ือนําสภาวะท่ีเหมาะน้ีไปทดสอบการกําจัดน้ํามันพบวา มี
ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันไดถึง 3019.42 ± 310 มิลลิกรัม/ลิตร  และมีประสิทธิภาพในการ
กําจัดสูง 2.65 ± 0.279 เทา โดยเปรียบเทียบกับการทดสอบในนํ้าเสียที่ไมไดปรับสารอาหาร 

 

7.5 อภิปรายผลการทดลอง 
จากการศึกษาประยุกตใชเซลลตรึง RN402 ในระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มี

ตัวกลาง ปริมาตร 3 ลิตร ในการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม เร่ิมจากการ
ประยุกตใชระบบบําบัดกับน้ําเสียสังเคราะหเพื่อศึกษาหาสภาวะเบ้ืองตนในการดําเนนิระบบบาํบัด

อยางมีประสิทธิภาพ ระยะเวลากักเก็บน้ําเสียเปนปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอประสิทธิภาพใน
การกําจัดมลพิษตางๆ ของระบบบําบัด และระยะเวลากักเก็บน้ําเสียเปนชวงเวลาในการสัมผัส

ระหวางน้ําเสีย อากาศ และจุลินทรียในระบบบําบัด เมื่อระยะเวลากักเก็บน้ําเสียเพิ่มข้ึนทําให
ประสิทธิภาพในการบําบัดน้ําเสียเพิ่มสูงข้ึน และระยะเวลาการกักเก็บที่เหมาะสมควรคํานึงถึง
คาใชจายในการดําเนินการบําบัด (Ghosh และ Gopal, 2010; Rodríguez และคณะ, 2011;  
Shariati และคณะ, 2011)  ในงานวิจัยนี้การศึกษาระยะเวลากักเก็บน้ําเสียที่เหมาะสมในการ
บําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ความเขมขนของน้ํามัน 50 มิลลิกรัม/ลิตร พบวา 
ระยะเวลาการกักเก็บ 10 และ 15 ชั่วโมง ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันที่ใกลเคียงกันซึ่งมี
ประสิทธิภาพมากกวา 90 % ดังนั้นจึงเลือกระยะเวลาการกักเก็บน้ําเสีย 10 ชั่วโมง สําหรับการ
ประยุกตใชในการทดลองตอไป เนื่องจากมีระยะเวลาการกักเก็บน้ําเสียที่นอยกวา ทําใหอัตราการ
บําบัดน้ําเสียของระบบสูงและสามารถบําบัดน้ําเสียไดมากข้ึนกวาการใชระยะเวลาการกักเก็บ 15 
ชั่วโมง ในขณะที่ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันลดลงเมื่อลดระยะเวลากักเก็บน้ําเสียเปน 5 
ชั่วโมง สอดคลองกับงานวิจัยของ Kim และคณะ (2008) พบวา ประสิทธิภาพในการกําจัดไซยา
ไนทของระบบบัดน้ําเสียลดลงจาก 74 % เปน 10% ที่ความเขมขนไซยาไนทเร่ิมตน 6 % เม่ือลด
ระยะเวลากักเก็บน้ําเสียจาก 27.8 ชั่วโมง เปน 11.5 ชั่วโมง 

จากการทดสอบประสิทธิภาพการบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวยโดย

ระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลาง ปริมาตรในการบําบัดน้ําเสีย 3 ลิตร ซึ่งบรรจุดวย
เซลลตรึง RN402 จํานวน 200 กรัม เพื่อบําบัดน้ําเสียสังเคราะหปนเปอนน้ํามันสไลดเวย ที่ความ
เขมขนของน้ํามันเทากับ 50, 100, 150 และ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ ที่ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 
10 ชั่วโมง และการใหอากาศ 2 vvm. พบวา ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันของระบบบําบัด อยู
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ในชวง 90-98 % ดังแสดงในรูปที่ 7.7 - 7.8 และสามารถบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่
ความเขมขนของ TPH อยูในชวง 22 - 35 มิลลิกรัม/ลิตร โดยมีประสิทธิภาพบําบัดไดมากกวา 99 
% ในสภาวะน้ําเสียกอนเขาระบบบําบัดผานการเติมสารอาหาร ที่อัตราสวนระหวางน้ําเสียและ
อาหารเหลว CFMM เทากับ 1:1 ในขณะที่การไมเติมสารอาหารน้ําเสียกอนเขาระบบบําบัดทําให
ประสิทธิภาพการบําบัดลดลงอยางเห็นไดชัด เนื่องการจากเติมสารอาหารเปนปรับคา N: P ให
เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียและเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย TPH (Chavan และ 
Mukherji, 2008) จากงานวิจัยของ Huang และคณะ (2008) ในการหาสภาวะของสารอาหารที่
เหมาะสมสําหรับการยอยสลายน้ํามันดีเซลโดย Rhodococcus erythropolis พบวา เมื่อเติม
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) และ สารสกัดจาก
ยีสต (yeast extract) จํานวน 2.53, 2.75 และ 0.1 กรัม/ลิตร ตามลําดับ ลงในน้ําทะเลสังเคราะหที่
ปนเปอนน้ํามันดีเซล พบวา  ประสิทธิภาพในการยอยสลาย TPH เพิ่มสูงข้ึนจาก 12.61% เปน 
75%  นอกจากนี้ยังพบวาระบบบําบัดในงานวิจัยนี้สามารถใชงานอยางตอเนื่องไดอยางนอย 90 
วัน โดยยังไมพบปญหาการอุดตันของระบบที่เกิดจากตะกอนของน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม
และมีอายุการใชงานที่ยาวนาน จากผลการทดลองแสดงเห็นไดวา ระบบบําบัดแบบเติมอากาศที่มี
ตัวกลางมีประสิทธิภาพสูงในการกําจัดน้ํามันที่ปนเปอนในน้ําเสีย และประสิทธิภาพของเซลลตรึง 
RN402 ยังเพิ่มข้ึนเมื่อผานการใชงานเปนเวลานาน โดยสังเกตจากประสิทธิภาพในการกําจัด
น้ํามันของระบบบําบัดที่คอยๆ เพิ่มข้ึน และความหนาของช้ันไบโอฟลมที่เกาะอยูบนวัสดุตรึง 
นอกจากนี้ยังไมพบปญหาการอุดตันของระบบหลังจากดําเนินการบําบัด  

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันของระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่

มีตัวกลางของงานวิจัยนี้กับระบบบําบัดน้ําเสียที่มีตัวกลางชีวภาพแบบอ่ืนๆ พบวา ระบบบําบัดน้ํา
เสียที่มีเซลล RN402 เปนตัวกลางมีประสิทธิภาพการบําบัดไดใกลเคียงกับระบบบําบัดน้ําเสียแบบ
อ่ืน ไดแก งานวิจัยของ Zhao และคณะ (2006) พบวา ไดศึกษาการประยุกตใชระบบบําบัดน้ําเสีย
ที่มีตัวกรองชีวภาพเคล่ือนที่ ซึ่งสรางจากทออะคริลิกเสนผานศูนยกลางภายใน 100 มิลลิเมตร 
ความสูง 200 มิลลิเมตร ปริมาตรในการบําบัด 1.57 ลิตร โดยตอเขากับปมน้ําและปมลมเพื่อปอน
น้ําเขาและอากาศทางดานลางระบบบําบัด ซึ่งทิศทางการไหลของน้ําจากดานลางสูดานบน ที่

ระยะเวลากักเก็บ 4 ชั่วโมง โดยใชจุลินทรียกลุม B350M ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม พบวา ระบบมี
ประสิทธิภาพระบบในการกําจัดน้ํามันปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในน้ําเสียจากการขุดเจาะน้ํามันได

ถึง 94% จากความเขมขนเร่ิมตนของน้ํามัน 20 มิลลิกรัม/ลิตร  
Ji และคณะ (2009) ไดศึกษาการประยุกตใชระบบบําบัดทางชีวภาพที่มีตัวกลางแบบปอน

น้ําเสียจากดานลางถังบําบัด ซึ่งสรางจากทออะคริลิกเสนผานศูนยกลางภายใน 70 มิลลิเมตร 
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ความสูง 750 มิลลิเมตร ปริมาตรในการบําบัด 2.1 ลิตร ซึ่งทิศทางการไหลของนํ้าและอากาศจาก
ดานลางสูดานบน ที่ระยะเวลากักเก็บ 1.5 ชั่วโมง โดยใชหัวเชื้อจุลินทรียจากตะกอนสลัดจของ
ระบบบําบัดน้ําเสียจากหลุมฝงกลบขยะที่ตรึงบนโพลียูรีเทนโฟม พบวา ระบบสามารถกําจัด
ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในน้ําเสียสังเคราะหไดถึง 90-93% จากความเขมขนเร่ิมตนของ

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 48.7 มิลลิกรัม/ลิตร  
Khondee และคณะ (2012) ไดศึกษาการประยุกตใชระบบบําบัดน้ําเสียแบบอากาศยกที่

มีตัวกรองชีวภาพ ซึ่งสรางจากแกวทรงกระบอกเสนผานศูนยกลางภายใน 150 มิลลิเมตร ความสูง 
500 มิลลิเมตร ปริมาตรในการบําบัด 2.5 ลิตร โดยตอเขากับปมน้ําและปมลมเพื่อปอนน้ําเขาและ
อากาศทางดานลางระบบบําบัด ซึ่งทิศทางการไหลของน้ําจากดานลางสูดานบน ที่ระยะเวลากัก
เก็บ 2 ชั่วโมง โดยใช Sphingobium sp. สายพันธุ P2 ตรึงบนไคโตรซาน พบวา ระบบมี
ประสิทธิภาพระบบในการกําจัดน้ํามันหลอล่ืนในน้ําเสียจากการลางรถในสถานีบริการน้ํามันไดถึง 
96% จากความเขมขนเร่ิมตนของน้ํามันน้ํามันหลอล่ืน 50 มิลลิกรัม/ลิตร  

นอกจากนี้ไดสรุปเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันปโตรเลียมไฮโดรคารบอน

ของระบบบําบัดน้ําเสียที่มีตัวกลางชีวภาพแบบอ่ืนๆ แสดงในตารางที่ 7.10 
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ตารางที่ 7.10 ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามนัปโตรเลียมไฮโดรคารบอนของระบบบําบัดน้าํเสียที่มีตัวกลางชีวภาพแบบอื่นๆ 
ระบบบําบัด ขนาด ชนิดของตัวกลาง/หัว

เชื้อจุลินทรีย 
ชนิดของน้ําเสีย ระยะเวลา

กักเก็บ 
ประสิทธิภาพในการบําบัด เอกสาร 

อางอิง 
ระบบบําบัดที่มีตัวกลางชีวภาพ  
(fixed film biological aerated 
filter reactor) 

ทอแกว/เสนผานศูนยกลาง:
ความสูง 1500:200 
มิลลิเมตร/ ปริมาตรในการ
บําบัด 4.4 ลิตร 

ตัวกลางเซรามิค/หัวเชื้อจาก
น้ําเสีย 

น้ําเสียปนเปอนน้ํามัน

จากโรงงานกลั่นน้ํามัน

ปโตรเลียมที่ผานการ

บําบัดทางกายภาพ 

1 ชั่วโมง 94%จากความเขมขนเริ่มตน
ของน้ํามัน 10 มิลลิกรัม/ลิตร 

Xie และคณะ 
(2007) 

       

submerged membrane 
bioreactor (SMBR) 

ทออะคริลิก/ ปริมาตรในการ
บําบัด 4.4 ลิตร 

Hollow fibre membranes /
หัวเชื้อจากตะกอนสลัดจ

จากระบบบําบัดน้ําเสีย

โรงงานกลั่นน้ํามัน

ปโตรเลียม 

น้ําเสียปนเปอนฟนอล

จากโรงงานกลั่นน้ํามัน

ปโตรเลียมที่ผานการ

บําบัดทางกายภาพ 

10 ชั่วโมง 99% จากความเขมขนเริ่มตน
ของฟนอล 15 มิลลิกรัม/ลิตร 

Viero และคณะ 
(2008) 

       

ระบบบําบัดที่มีตัวกลางชีวภาพ  
(biological aerated filter 
reactor) 

ถังบําบัดซีเมนต/ปริมาตรใน
การบําบัด 2.1ลูกบาศกเมตร  

วงแหวนพลาสติกที่บรรจุ

เสนใยสังเคราะห/หัวเชื้อ
กลุมที่คัดแยกมาจากดิน

ปนเปอนน้ํามันดิบ 

น้ําเสียปนเปอน

ปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนจากการ

ขุดเจาะน้ํามันที่ผาน

การบําบัดทางกายภาพ 

32 ชั่วโมง 68% จากความเขมขนเริ่มตน
ของปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอน 23มิลลิกรัม/
ลิตร 

Lu และคณะ 
(2009) 

       

ระบบบําบัดที่มีตัวกลางชีวภาพ

แบบระบบที่มีการโปรยกรอง 
(trickling-fixed-film bioreactor) 

ทอแกว/เสนผานศูนยกลาง:
ความสูง 550:120 มิลลิเมตร/ 
ปริมาตรการบําบัด 5.5 ลิตร 

หินไซนไลด/หัวเชื้อกลุมที่คัด
แยกมาจากน้ําใตดินบริเวณ

แหลงขุดเจาะน้ํามัน 

น้ําใตดินที่ปนเปอนน้ํา

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 
อางอิง 

       

ระบบถังกวนสมบูรณเเบบตอ

เนื่อง (continuous stirred tank 
reactor (CSTR)) 

ถังสแตนเลส/ปริมาตรในการ
บําบัด 9 ลิตร 

หัวเชื้อจากตะกอนสลัดจ

จากระบบบําบัดน้ําเสีย

โรงงานผลิตภัณฑปโตรเคมี 

น้ําเสียปนเปอน PAHs 
จากโรงงาน

ผลิตภัณฑปโตรเคมี 

2 วัน 87% จากความเขมขนเริ่มตน
ของPAHs 65 นาโนกรัม/ลิตร 

Sponza และ
คณะ (2009) 

       

ระบบบําบัดที่มีตัวกลางชีวภาพ

แบบหมุนเวียน (recycled 
packed bed reactor) 

ทอแกว/เสนผานศูนยกลาง:
ความสูง 12:10 มิลลิเมตร 
ปริมาตรในการบําบัด 46.5 
มิลลิลิตร 

หินภูไมทและทราย/ หัวเชื้อ
Pleurotus ostreatus 

น้ําเสียสังเคราะห

ปนเปอนฟลูออรีน 
8 วัน 68% จากความเขมขนเริ่มตน

ของฟลูออรีน 30 มิลลิกรัม/
ลิตร 

Akdogan และ 
Pazarlioglu 
(2011) 

       

ระบบบําบัดน้ําเสียที่มีตัวกรอง

ชีวภาพเคลื่อนที่ (moving bed 
biofilm reactor) 

ถังแกว/ ปริมาตรในการ
บําบัด 5 ลิตร 

ตัวกลางเซรามิค/หัวเชื้อจาก
ตะกอนสลัดจจากระบบ

บําบัดน้ําเสียโรงงานกลั่น

น้ํามันปโตรเลียม 

น้ําเสียปนเปอน

ปโตรเลียม

ไฮโดรคารบอนจากการ

ขุดเจาะน้ํามันที่ผาน

การบําบัดทางกายภาพ 

10 ชั่วโมง 65% จากความเขมขนเริ่มตน
ของPAHs  1,022 
ไมโครกรัม/ลิตร 

Dong และคณะ 
(2011) 

       

ระบบบําบัดน้ําเสียที่มีตัวกรอง ทออะคริลิก/ ปริมาตรในการ
บําบัด 3 ลิตร 

ตัวกลางพลาสติก/หัวเชื้อ
จาก RN402 

น้ําเสียสังเคราะห

ปนเปอนน้ํามันหลอลื่น 
10 ชั่วโมง 90% จากความเขมขนเริ่มตน

ของน้ํามันหลอลื่น  200 
มิลลิกรัม/ลิตร 

งานวิจัยครั้งนี้ 
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จากผลการปรับสภาพของน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมกอนเขาระบบบําบัดโดยการ

เติมสารอาหาร ทําใหระบบบําบัดสามารถดําเนินงานอยางมีประสิทธิภาพเพิ่มข้ึน แตเนื่องจากการ
เติมสารอาหารในทดลองนี้ใชอาหารเหลว CFMM ซึ่งมีสวนประกอบของสารเคมีหลายชนิดทําให
เกิดความยุงยากในการเตรียมและทําใหตนทุนในการบําบัดสูงข้ึน  นอกจากนี้ยังพบวา
ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมของเซลลตรึง RN402 มี

ประสิทธิภาพลดลงอยางชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองในน้ําเสียสังเคราะห ดังนั้นเพื่อ
การเพิ่มประสิทธิภาพเซลลตรึงในการบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม การออกแบบการ
ทดลองดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นผิวตอบสนองจึงนํามาประยุกตใชในงานวิจัยคร้ังนี้ เนื่องจาก
วิธีพื้นผิวตอบสนองสามารถลดระยะเวลาการทดลองและสามารถอธิบายความสัมพันธระหวาง

ดวยแปรตางๆ ไดอยางถูกตอง (Montgomery, 2008; Irani, 2011) 
จากการออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นผิวตอบสนองเพื่อหาสภาวะที่

เหมาะในการกําจัดน้ํามันของเซลล RN402 เปนสมการประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามัน ซึ่งเปน
สมการการถดถอยที่เหมาะสม โดยพิจารณาจากคา p-value <0.5 และมีคาสัมประสิทธิ์การ
ตัดสินใจ 0.8209 ซึ่งมากกวา 0.7 จึงแสดงใหวาสมการที่ไดมีความแมนยําสูง (Hu, 1999) สมการ
นี้จึงเหมาะสมสําหรับประยุกตใชทํานายการเปล่ียนแปลงของประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามัน  

เมื่อวิเคราะหหาความสัมพันธของตัวแปรที่ศึกษาคือ ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณ
ฟอสฟอรัส และความเขมขนน้ํามันสไลดเวย กับคาการตอบสนองคือประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามัน
ของเซลลตรึง RN402 พบวา ปริมาณฟอสฟอรัสมีผลตอประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันของเซลล
ตรึง RN402 อยางมีนัยสําคัญ สอดคลองกับงานวิจัยของ Su และคณะ (2011) ศึกษาการ
ประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะในการยอยสลายน้ํามันเคร่ือง พบวา 
ปริมาณฟอสฟอรัสเปนตัวแปรที่มีบทบาทมากที่สุดตอประสิทธิภาพการยอยสลายของน้ํามันเคร่ือง

โดย Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ  SU-1 และงานวิจัยของ Zahed และคณะ (2010)  
ศึกษาการประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะในการยอยสลายน้ํามันดิบที่

ปนเปอนในน้ําทะเล พบวา ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส และเวลาในการยอยสลาย เปน
ตัวแปรที่บทบาทมากที่สุดตอประสิทธิภาพการยอยสลายของน้ํามันดิบโดยจุลินทรียด้ังเดิมในน้ํา

ทะเล 
นอกจากนี้การประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองและการออกแบบการทดลองดวยวิธีทาง

สถิติเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 ทําใหประสิทธิภาพการ
กําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 เพิ่มเปน 1.7 เทา เม่ือเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพการกําจัดน้ํา
เสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ไมผานการปรับสภาวะ และสอดคลองกับงานวิจัยจํานวนมากที่มี
การประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสารสารปโตรเลียม
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ไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของจุลินทรียที่ใชในการบําบัดโดยชีววิธีที่มี
ศักยภาพยิ่งข้ึน ไดแก Castorena-Cortés และคณะ (2009) ประยุกตใชการออกแบบการทดลอง
ดวยวิธีทางสถิติเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายสลัดจน้ํามันจากโรงงานกล่ันน้ํามัน 
พบวา ความช้ืน สารลดแรงตึงผิว และอัตราสวนคารบอน:ไนโตรเจน เปนตัวแปรสําคัญตอการยอย
สลายน้ํามันของจุลินทรียด้ังเดิม โดยมีสภาวะที่เหมาะสมดังนี้ ความชื้น 70% ปริมาณสารลดแรง
ตึงผิว 0.5% และอัตราสวนคารบอน:ไนโตรเจน 15 ทําใหประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันเพิ่มข้ึน 
20 % 

Mohajeri และคณะ (2010) ประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองและการออกแบบการ
ทดลองดวยวิธีทางสถิติ เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันดิบที่ปนเปอนในดิน 
พบวา ที่ความเขมขนน้ํามันดิบ 2 กรัม/กิโลกรัม ปริมาณเช้ือเร่ิมตน 4.8×106 เซลล ไนโตรเจน 
0.680 กรัม/กิโลกรัม ฟอสฟอรัส 0.14 กรัม/กิโลกรัม ทําใหทําใหประสิทธิภาพการยอยสลาย

น้ํามันดิบเพิ่มข้ึนจาก 12 เปน 83%   
Ghevariya และคณะ (2011) ประยุกตใชวิธีการพื้นผิวตอบสนองและการออกแบบการ

ทดลองดวยวิธีทางสถิติ โดยดัดแปลงสูตรอาหารเหลว Bushnell–Haas เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม
ในการยอยสลายไครซีนโดย Achromobacter xylosoxidans พบวา เฟอริกคลอไรด (FeCl3) 
แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) และแอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) เปนตัวแปรสําคัญตอการยอย
สลายไครซีน โดยมีสภาวะที่เหมาะสมดังนี้  เฟอริกคลอไรด 0.02 กรัม/ลิตร  แคลเซียมคลอไรด 
0.01 กรัม/ลิตร  และแอมโมเนียมไนเตรต 0.525 กรัม/ลิตร ทําใหประสิทธิภาพการยอยสลายไค
รซีนของ Achromobacter xylosoxidans เพิ่มข้ึนถึง 6 เทา  

จากงานวิจัยคร้ังนี้ทําใหทราบขอมูลเกี่ยวกับการประยุกตใชเซลลตรึง RN402 ในระบบ

บําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง ปริมาตร 3 ลิตร ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง และการ
ใหอากาศ 2 vvm. สามารถบําบัดน้ําเสียสังเคราะหที่ปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนสไลดเวยที่ความ
เขมขนเทากับ 50 - 200 มก./ลิตร และสามารถบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ความ

เขมขนของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนทั้งหมดอยูในชวง 22 – 34 มก./ลิตร โดยมีประสิทธิภาพ
บําบัดไดมากกวา 90 %  และจากการออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นผิว

ตอบสนอง พบวา จากการปรับสภาวะที่เหมาะสมทําใหเซลลตรึง RN402 สามารถประยุกตใชใน
น้ําเสียที่มีการปนเปอนของน้ํามันที่ความเขมขนสูงไดสงผลใหเพิ่มขอบเขตของความเขมขนน้ํามัน

ที่เซลลตรึงสามารถกําจัดได โดยสภาวะที่เหมาะสมในการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมของเซลลตรึง RN402 มีดังนี้ ปริมาณไนโตรเจน  ปริมาณฟอสฟอรัส และความเขมขน
น้ํามันสไลดเวยเร่ิมตน เทากับ 0.33 กรัม/ลิตร 6.27 กรัม/ลิตร และ 3414 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ
ในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่ 
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pH 7 มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 109 MPN/ชุดทดลอง ซึ่งผานการบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เขยา
ที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที จะมีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 ได
เทากับ 2426.88 มิลลิกรัม/ลิตร  เม่ือนําสภาวะท่ีเหมาะน้ีไปทดสอบการกําจัดน้ํามันพบวา มี
ประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันไดถึง 3019.42 ± 310 มิลลิกรัม/ลิตร  และมีประสิทธิภาพในการ
กําจัดสูง 2.65 ± 0.279 เทา โดยเปรียบเทียบกับการทดสอบในน้ําเสียที่ไมไดปรับสารอาหาร จาก
ประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการบําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามัน ทําใหเห็นศักยภาพของ
เซลลตรึง RN402 ในการประยุกตในระบบบําบัดน้ําเสียขนาดใหญตอไป  
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บทที่  8 
ขอสรุปและขอเสนอแนะ 

8.1 ขอสรุป 
การกระบวนการผลิตและใชประโยชนจากปโตรเลียมไฮโดรคารบอนทําใหการปนเปอน

ปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอมจัดเปนปญหาทางส่ิงแวดลอมที่สําคัญที่ตองไดรับการ

แกไขอยางถูกตองและยั่งยืน วิธีการหนึ่งที่มีประสิทธิภาพในการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
คือ การบําบัดโดยชีววิธี (bioremediation) โดยการประยุกตใชจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการ

ยอยสลายสารพิษ แตเนื่องจากจุลินทรียพรอมใชที่มีการจําหนายอยูในประเทศไทยเปนหัว
เช้ือจุลินทรียที่นําเขามาจากตางประเทศจึงมีราคาแพง งานวิจัยนี้จึงมีจุดมุงหมายที่จะศึกษา
วิธีการผลิตจุลินทรียพรอมใชสูตรน้ําที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน มี
อายุการเก็บรักษาที่ยาวนาน และคงประสิทธิภาพตลอดอายุการเก็บรักษา เพื่อลดตนทุนและลด
การนําเขาหัวเชื้อจุลินทรียจากตางประเทศ อีกทั้งวิธีการเตรียมจุลินทรียสูตรน้ํามีข้ันตอนการผลิตที่
ไมซับซอน ทําไดงาย และตนทุนตํ่าเมื่อเปรียบเทียบกับการเตรียมจุลินทรียแบบผง ทําใหเห็นความ
เปนไปไดในการพัฒนาการผลิตในเชิงธุรกิจ นอกจากนี้ไดพัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรน้ําในการ
บําบัดดินปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในระบบนิเวศจําลอง  และพัฒนาวิธีการใชแบคทีเรีย
สูตรน้ําสําหรับการบําบัดน้ําเสียปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนดวยระบบบําบัดในระดับ

หองปฏิบัติการ ซึ่งสามารถสรุปผลการศึกษาไดดังนี้ 
 
8.1.1 ศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องตนของ Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402             

เพื่อผลิตแบคทีเรียสูตรนํ้า 
Pseudoxanthomonas สายพันธุ RN402 มียีน nidA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสซึ่งเปน

เอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายไพรีน อยูบนบนเมกะพลาสมิด ซึ่งเปนคุณลักษณะสําคัญของ
หัวเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการบําบัดสารพิษโดยชีววิธี เนื่องจากแบคทีเรีย RN402 
สามารถถายโอนยีนไปสูแบคทีเรียด้ังเดิมที่อยูในส่ิงแวดลอม ซึ่งสามารถอยูรอดและชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการยอยสลายพิษในส่ิงแวดลอมนั้นได และมีจํานวนชุดยีน nidA เทากับ 1 ชุดยีน 
ดังนั้นสามารถใชเปนขอมูลเบ้ืองตนสําหรับใชนับจํานวนของ RN402 โดยวิธีทางชีวโมเลกุล  โดย 1 
ชุดยีน เทากับจํานวนของ RN402  1 เซลล และนอกจากนี้ RN402 เจริญไดในสภาวะที่มีคาเค็มที่
ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 1 และ 2 % และสามารถเจริญไดในสภาวะที่เปนดางที่คา pH 9 
จากคุณลักษณะทั้งหมดทําใหเห็นศักยภาพในการนํา RN402 ไปประยุกตใชสําหรับการผลิต
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แบคทีเรียสูตรน้ําเพื่อใชในการบําบัดสารปโตรเลียมไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในส่ิงแวดลอมตางๆ 
ตอไป ซึ่งสามารถชวยลดมลพิษที่เกิดข้ึนไดอยางยั่งยืน 

 
 8.1.2 พัฒนาวิธีการผลิตสูตรน้ําของ Pseudoxanthomonas sp. สายพันธุ RN402 

ที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน และการประยุกตใชบําบัด
ดินปนเปอนไพรีน 

งานวิจัยคร้ังนี้ไดพัฒนาการแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลาย
ไพรีนและมีอายุการเก็บรักษาท่ียาวนาน วิธีการเตรียมประกอบดวยสารละลาย PB 0.05 โมลาร 
pH 6.5 ที่เติมกลีเซอรอล 1 % และแบคทีเรีย RN402 ที่ความเขมขนเร่ิมตน 1012 CFU/มิลลิลิตร 
โดยแบคทีเรียสูตรน้ําดังกลาวสามารถเก็บรักษาไดที่ 30°ซ เปนเวลาอยางนอย 6 เดือน และ
แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่ผานการเก็บรักษาเปนเวลา 30 วัน สามารถใชเปนหัวเช้ือที่มี
ประสิทธิภาพในการบําบัดดินปนเปอนไพรีนที่ความเขมขนเร่ิม 300 ppm โดยใชเวลา 4 สัปดาห 
ในการยอยสลายไพรีนไดอยางสมบูรณ นอกจากน้ีการประยุกตใชเทคนิคทางชีวโมเลกุลในการ
ตรวจติดตามการมีอยูของแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีน ไดแก ตรวจติดตามการมีอยูของ RN402 ใน
ระบบนิเวศจําลองดินโดยวิธี PCR-DGGE ตรวจติดตามยีน nidA ที่เกี่ยวของในการยอยสลาย

ไพรีนในระบบนิเวศจําลองดินดวยวิธี PCR และตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่มียีน nidA ในระบบ
นิเวศจําลองดินดวยวิธี real-time qPCR ซึ่งวิธีการเหลานี้จัดเปนวิธีเหมาะสมในการประยุกตใชใน
ส่ิงแวดลอม เนื่องจากเปนวิธีที่รวดเร็ว ทําใหทราบถึงการเปล่ียนแปลงของจํานวนแบคทีเรียที่มี
บทบาทในการยอยสลาย เพื่อใชเปนขอมูลสําหรับการควบคุมระบบบําบัดใหเหมาะสมตอกิจกรรม
การยอยสลายของแบคทีเรีย ทําใหเกิดระบบบําบัดที่มีประสิทธิภาพสูง จากประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 และจากประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ําและตนทุนการผลิตที่ถูกกวา
แบคทีเรียสูตรน้ําที่มีจําหนายในทองตลาดจึงชี้ใหเห็นถึงศักยภาพในการพัฒนาตอยอดงานวิจัย

ไปสูการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําเชิงพาณิชย และประยุกตใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เพื่อเปนหัว
เชื้อในการบําบัดสารพิษในส่ิงแวดลอม 
 

8.1.3 พัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 โดยการตรึงเซลลสําหรับการ
บําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามันดีเซล 

งานวิจัยคร้ังนี้ไดพัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรน้ําของ RN402 สําหรับการบําบัดน้ําเสีย
ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน โดยตรึงแบคทีเรียบนพลาสติก BCN-009 เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ํา ลดปริมาณการใชหัวเช้ือแบคทีเรีย และสามารถใชงานในระบบ
บําบัดไดอยางตอเนื่อง ซึ่งพบวาเซลลตรึง RN402 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดีเซลที่
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ความเขมขนสูงข้ึนกวาเซลลอิสระ โดยเซลลตรึง RN402 มีอัตราการกําจัดน้ํามันดีเซลสูงสุด 165 
มิลลิกรัม/ลิตร/กรัมเซลลตรึง/วัน ที่ความเขมขนน้ํามันดีเซล 10,000 มิลลิกรัม/ลิตร และสามารถคง
ประสิทธิภาพการกําจัดน้ํามันดีเซลไดถึง 10,000 มิลลิกรัม/ลิตร และจากการใชซ้ําพบวาเซลลตรึง 
RN402 ยังคงมีประสิทธิภาพสูงตลอดการใชซ้ําในการยอยสลายน้ํามันดีเซลความเขมขน 200 
มิลลิกรัม/ลิตร จํานวน 70 รอบ แสดงใหเห็นประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ซึ่งมีอายุการใช
งานในยาวนานมากกวา 210 วัน นอกจากนี้การวิเคราะหการยึดเกาะของเซลล RN402 บนวัสดุ
ตรึง และการสรางไบโอฟลมของเซลลตรึงที่ผานการใชซ้ํา 70 รอบ โดยกลอง SEM และ SPM  ทํา
ใหเห็นช้ันของไบโอฟลมซ่ึงมีความหนาอยางชัดเจนเมื่อเซลลตรึงมีอายุการใชซ้ํามากข้ึน ในขณะที่
การตรวจติดตามดวยกลอง CLSM  รวมกับสียอม FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability 
Kit แสดงใหเห็นวามีแบคทีเรีย RN402 ที่มีชีวิตจํานวนมากอยูบนไบโอฟลม ซึ่งสอดคลองกับการ
คงประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการกําจัดน้ํามันดีเซลตลอดการทดลอง 70 คร้ัง การมีชีวิตของ
แบคทีเรียมีความสําคัญตอความคงตัวของไบโอฟลมและการรักษาประสิทธิภาพในการยอยสลาย

ของเซลลบนไบโอฟลม จากประสิทธิภาพในการกําจัดน้ํามันดีเซลของเซลลตรึง RN402 ความ

คงทนตอน้ํามันดีเซลความเขมขน และการคงประสิทธิภาพของการกําจัดน้ํามันดีเซลตลอดอายุ
การใชงานของเซลลตรึง RN402 แสดงใหเห็นถึงศักยภาพของเซลลตรึง RN402 ในการนําไป

ประยุกตใชเปนตัวกรองชีวภาพในระบบบําบัดน้ําเสียแบบตอเนื่องในการทดลองตอไป 
 
8.1.4  การบําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามันหลอลื่นโดยเซลลตรึงของแบคทีเรียสูตรน้ํา 

RN402 ในระบบบําบัดแบบเติมอากาศท่ีมีตัวกลาง 
จากงานวิจัยคร้ังนี้ทําใหทราบขอมูลเกี่ยวกับการประยุกตใชเซลลตรึง RN402 ในระบบ

บําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง ปริมาตร 3 ลิตร ระยะเวลาเก็บกักน้ํา 10 ชั่วโมง และการ
ใหอากาศ 2 vvm. สามารถบําบัดน้ําเสียสังเคราะหที่ปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนสไลดเวยที่ความ

เขมขนเทากับ 50 - 200 มก./ลิตร และสามารถบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมที่ความ
เขมขนของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนทั้งหมดอยูในชวง 22 – 34 มก./ลิตร โดยมีประสิทธิภาพ
บําบัดไดมากกวา 90 %  และระบบบําบัดที่พัฒนาข้ึนสามารถลดคา FOG ของน้ําเสียที่ผานระบบ
บําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลางระดับหองปฏิบัติการใหตํ่ากวาคามาตรฐานของนิคม

อุตสาหกรรมกําหนดไว และจากการออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นผิว
ตอบสนอง พบวา สภาวะที่เหมาะสมในการกําจัดน้ํามันในน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมของ
เซลลตรึง RN402 มีดังนี้ ปริมาณไนโตรเจน  ปริมาณฟอสฟอรัส และความเขมขนน้ํามันสไลดเวย
เร่ิมตน เทากับ 7.262 กรัม/ลิตร 0.565 กรัม/ลิตร และ 6536.119 มิลลิกรัม/ลิตร ในน้ําเสียจาก
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โรงงานอุตสาหกรรมปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่ pH 7 มี
ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 109 MPN/ชุดทดลอง ซึ่งผานการบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน เขยาที่
ความเร็ว 200 รอบ/นาที มีประสิทธิภาพสูงสุดในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 ไดเทากับ 
3261.248 มิลลิกรัม/ลิตร นอกจากน้ีการประยุกตใชการออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติ
รวมกับวิธีพื้นผิวตอบสนองเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการกําจัดน้ํามันของเซลลตรึง RN402 ยัง
สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการกําจัดน้ํามันไดถึง 2.6 เทา จาก
ประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการบําบัดน้ําเสียปนเปอนน้ํามันที่ไมผานการปรับสภาวะที่
เหมาะสม จากผลงานวิจัยทั้งหมดแสดงใหเห็นศักยภาพของเซลลตรึง RN402 ในการประยุกตใน
ระบบบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพในโรงงานอุตสาหกรรม โดยใชเปนระบบบําบัดที่ตอเนื่องมาจาก
ระบบบําบัดทางกายภาพและทางเคมีที่มีอยู เดิมของโรงงานอุตสาหกรรม และทําใหเพิ่ม
ประสิทธิภาพใหแกระบบบําบัดของโรงงานอุตสาหกรรมใหสามารถกําจัดน้ํามันที่ปนเปอนในน้ํา

เสียไดมากข้ึน ทําใหลดปริมาณการปนเปอนของน้ํามันในน้ําทิ้งจากระบบบําบัดน้ําเสียอัน
เนื่องมาจากระบบบําบัดที่ไมมีประสิทธิภาพ และสามารถลดการปนเปอนน้ํามันในส่ิงแวดลอมได
อยางยั่งยืน 

จากผลการทดลองทั้งหมดแสดงใหเห็นแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 เปนหัวเช้ือจุลินทรีย

พรอมใชที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนในส่ิงแวดลอม นอกจากนี้
งานวิจัยนี้ถือเปนรายงานทางวิชาการฉบับแรกที่นําเสนอการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําสําหรับ

ประยุกตใชในการบําบัดดินและน้ําเสียที่ปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอน และดวยวิธีการผลิต
แบคทีเรียสูตรน้ําที่ไมซับซอนและมีตนทุนตํ่า ทําใหเห็นถึงศักยภาพในการตอยอดเพื่อผลิตในเชิง
พาณิชยและสามารถ ถายทอดความรูดังกลาวแกประชาชนทั่วไปเพื่อนําประยุกตใชในส่ิงแวดลอม
และกอใหเกิดการมีสวนรวมของประชาชนในการดูแลและรักษาส่ิงแวดลอมตอไปในอนาคต 

 
8.2 ขอเสนอแนะ 

เนื่องจากแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 มีประสิทธิภาพในการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
ไดแก เตตระเดคเคน เฮกซะดีเคน ฟแนนทรีน ไพรีน น้ํามันดีเซล น้ํามันดิบ น้ํามันหลอล่ืนบางชนิด 
ซึ่งจากการทดลองพบวา แบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 มีขอจํากัดของในดานเวลาที่ใชในการยอย

สลายที่ตองใชระยะเวลานานเพื่อกําจัดสารพิษดังกลาวใหหมดไป ดังนั้นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียสูตร RN402 จึงอาจเพิ่มแบคทีเรียกลุมที่มีประสิทธิภาพในการสลายสารพิษลงไปพรอม
กับแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ที่มีอยูเดิม โดยอาศัยวิธีการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําที่ไดจากงานวิจัย
คร้ังนี้ ทําใหไดแบคทีเรียสูตรน้ําในรูปแบบของหัวเช้ือกลุมซ่ึงมีประสิทธิภาพในการกําจัดสารพิษได
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สูงข้ึน มีประสิทธิภาพในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ ที่มีความหลากหลาย
มากข้ึน ดังเชนงานวิจัยของ Kim และคณะ (2009)ประยุกตใชหัวเชื้อแบคทีเรียกลุมของ 
Acinetobacter baumannii Klebsiella oxytoca และ Stenotrophomonas maltophilia  ซึ่งคัด
แยกจากตะกอนสลัดจจากระบบบําบัดนํ้าเสีย สามารถยอยฟแนททรีนความเขมขน 20 มิลลิกรัม/ลิตร 
ใหหมดไปภายใน 36 ชั่วโมง Zhong และคณะ (2011) ประยุกตใชหัวเชื้อแบคทีเรียกลุมระหวาง  
Mycobacterium sp. สายพันธุ A1-PYR และ Sphingomonas sp. สายพันธุ PheB4 สามารถ
ยอยสลายฟแนนทรีนนความเขมขน 10 มิลลิกรัม/ลิตร ใหหมดไปภายใน 3 วัน Lawniczak และ
คณะ (2011) ประยุกตใชหัวเช้ือเปนกลุมแบคทีเรีย ไดแก Achromobacter denitrificans 
Acinetobacter baumannii Aeromonas hydrophila/caviae Pseudomonas fluorescens 
Pseudomonas stutzeri Rahnella aquatilis และ Stenotrophomonas maltophilia สามารถ
กําจัดน้ํามันดีเซลที่ความเขมขนน้ํามันเร่ิมตน 10% (v/w)  ไดถึง 80% ภายในเวลา 7 วัน  Bao และ
คณะ (2012) ประยุกตใชหัวเช้ือแบคทีเรียกลุมของ Ochrobactrum sp. สายพันธุ 
N1 Brevibacillus parabrevis สายพันธุ N2 B. parabrevis สายพันธุ N3 และ B. parabrevis 
สายพันธุ N4 ซึ่งคัดแยกจากน้ําทะเลปนเปอนปโตรเลียมไฮโดรคารบอนเพื่อใชในการยอยสลาย

น้ํามันดิบที่ปนเปอนในน้ําเสียทะเลสังเคราะห 

การพัฒนาการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ําไปสูการผลิตในเชิงการคาจําเปนตองคํานึงถึงตนทุน

ในการผลิต เม่ือพิจารณาที่ตนทุนเบ้ืองตนในการผลิตแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 พบวา ตนทุนสวน
ใหญถูกใชในข้ันตอนการเตรียมหัวเชื้อในสวนอาหารเพาะเล้ียงเชื้อ ดังนั้นในการลดตนทุนการผลิต
ควรศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการพัฒนาสูตรอาหารเล้ียงเชื้อที่มีตนทุนตํ่าและยังคงประสิทธิภาพของ

แบคทีเรียสูตรน้ําไวได โดยเลือกวัตถุดิบที่มีราคาถูกและที่มีจําหนายทั่วไปรวมกับการใชเคร่ืองมือ
ทางสถิติในการออกแบบการทดลองและวิเคราะหผลทดลองเพื่อพัฒนาสูตรอาหารที่มีคุณภาพ

และตนทุนตํ่า ดังเชนงานวิจัยของ Pereira และคณะ (2010) ประยุกตใชการออกแบบการทดลอง
ดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นผิวตอบสนองแบบ Box-Behnken design เพื่อพัฒนาสูตรอาหาร
สูตรอาหารตนทุนตํ่าในการเพาะเล้ียงเชื้อ Saccharomyces cerevisiae เพื่อเพิ่มผลผลิตเอทานอล 
Tomas และคณะ (2010) ประยุกตใชการออกแบบการทดลองดวยวิธีทางสถิติรวมกับวิธีพื้นผิว
ตอบสนองดวยการออกแบบสวนประสมกลาง เพื่อพัฒนาสูตรอาหารตนทุนตํ่าและมีประสิทธิภาพ
ในการเพิ่มผลผลิตของชีวมวลและแบคทีริโอซินของ Lactobacillus salivarius สายพันธุ CRL 
1328 
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จากการพัฒนาวิธีการใชแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 โดยการตรึงเซลลสําหรับการบําบัดน้ํา
เสีย ควรศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับประสิทธิภาพของเซลลตรึงในการยอยสลายน้ํามันชนิดอ่ืนๆ จะทํา
ใหทราบขอบเขตการประยุกตใชงานที่หลากหลายมากข้ึน นอกจากนี้อาจศึกษาผลของสารลดแรง
ตึงผิวเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย จากรายงานวิจัยของ Sarma และ Pakshirajan (2011) 
ประยุกตใช tween80 เพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของเซลลตรึงของ Mycobacterium 
frederiksbergense บนแคลเซียมอัลจิเนต โดยสามารถยอยสลายไพรีนความเขมขน 1000 
มิลลิกรัม ในอาหารเหลว Bushnell Hass ใหหมดไปภายในเวลา 10 วัน Thavasi และคณะ 
(2011) พบวาการเติมสารลดแรงตรึงผิวชีวภาพชนิด glycolipopetide และ lipopeptide ลงใน
อาหารเหลว mineral salt medium มีผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดิบของ 
Pseudomonas aeruginosa และจากงานวิจัยของ Schreiberová และคณะ (2012) พบวาการ
เติมสารลดแรงตรึงผิวชีวภาพชนิด Novanik และ rhamnolipid สงผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพใน
การยอยสลายฟนอลของเซลลตรึง Rhodococcus erythropolis 

จากการประยุกตใชเซลลตรึง RN402 ในระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มีตัวกลาง
อาจศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับตัวแปรตางๆ ที่เกี่ยวของในระบบบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศที่มี
ตัวกลาง เชน ปริมาณของเซลลตรึง ปริมาณการใหอากาศ ปริมาณสารอาหาร คา pH เปนตน  
รวมกับการใชเคร่ืองมือทางสถิติในการออกแบบการทดลองและวิเคราะหผลทดลอง เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการกําจัดปโตรเลียมไฮโดรคารบอนของระบบบําบัดน้ําเสีย ทําใหไดขอมูลพื้นฐาน
สําหรับการนําไปประยุกตในการปรับปรุงประสิทธิภาพและขยายขนาดของระบบบําบัดเพื่อใชใน

โรงงานอุตสาหกรรมตอไป  
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ศุภวัตร กาญจนอติเรกลาภ, สุธิดา กาญจนอติเรกลาภ และ วิษณุพงศ วิเชียรรัตนกุล. 2554. การ
ปนเปอนของสารปโตรเลียมไฮโดรคารบอนรวมทั้งหมดในน้ําบริเวณชายฝงทะเลประเทศ

ไทยป 2553. ใน สัมมนาวิชาการกรมทรัพยากรทางทะเลและชายฝงประจําป 2554, 26-
28 มิถุนายน 2554 ณ โรงแรมโนโวเทล จังหวัดชุมพร.  

เอ็นแอนดพี เคมิ คัลแอ็ดวานซ .  2553. การบําบัดน้ํามันคูแลนท .  [ออนไลน].  แหลงที่มา : 
http://www.npchem.com/kulantoil.htm [17 ตุลาคม 2552] 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 
 

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

 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO412H2O)   5.5       กรัม 
  โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.8       กรัม 

 ข. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO47H2O)   0.1     กรัม 

  เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl36H2O)   0.05   กรัม 

  แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl22H2O)   0.05   กรัม 
 ชั่งสารสวน ก. ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคา pH ดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 7 นึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว
ที่อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที เติมสารละลายในสวน ข. ที่ทําการเตรียมแยกแตละชนิดและ
ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร ลงใน
อาหารสวน ก.  
 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM (CFMM agar) 
 เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM และละลายผง
วุน 15 กรัมตออาหารเล้ียงเชื้อ 1,000 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว จากนั้นนึ่งฆาเช้ือดวย
ความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้วที่อุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 ทริปโตน (tryptone)   10.0  กรัม 
 สารสกัดจากยีสต (yeast extract)  5.0  กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)   5.0  กรัม 
 ชั่งสวนผสมทั้งหมดและละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-
ดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.0 ปรับปริมาตรใหเปน 
1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้วที่อุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 
15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

สารละลายไพรีนในไดเมทธิลฟอรมาไมด ความเขมขน 10,000 ppm 
ฟแนนทรีน     0.1 กรัม 
ไดเมทธิลฟอรมาไมด    10 มิลลิลิตร 
ทําใหปราศจากเช้ือดวยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดรูกรอง 0.2 

ไมโครเมตร 
 
สารละลายไพรีนในอะซิโตน ความเขมขน 12,000 ppm 

ฟแนนทรีน 0.12   กรัม 

อะซิโตน 10   มิลลิลิตร 
ทําใหปราศจากเช้ือดวยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดรูกรอง 0.2 

ไมโครเมตร 
 
สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 

 ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้าํกล่ัน 100 มลิลิลตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนด ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 120๐ซ เปนเวลา 20 นาท ี
 
80% กลีเซอรอล 

    นาํกลีเซอรอลมานึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนด ตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121๐ซ 
เปนเวลา 20 นาที ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชัว่โมง แลวนาํมานึ่งฆาเชื้อใหมอีก 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 
 น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือจนไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูม ิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาท ี เติม SDS ในขณะที่น้าํปลอดประจุอุณหภูมิ
ประมาณ 80๐ซ ละลายใหเขากัน 
 
20% สารละลายโปรตีนเนสเค (proteinase K) 
 โปรตีนเนสเค (proteinase K)  20 มิลลิกรัม 
 น้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ  1 มิลลิลิตร  
 
สารละลาย Tris-HCl pH 8 เขมขน 10 มิลลโิมลาร 

Tris-base (C4H11NO3)   1.2  กรัม 
ละลายในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคาความเปนกรดดางเปน 

8.0 ดวย กรดไฮโดรคลอริก เติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเช้ือดวยความ
ดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร 

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

รอกไซด คนใหเขากัน รอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรดดางเปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุให
เปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปน
เวลา 15 นาที 

 
บัฟเฟอร TE 

Tris-HCl pH 8 เขมขน 10 มิลลิโมลาร  10 มิลลิลิตร 
EDTA pH 8.0 เขมขน 0.1 มิลลิโมลาร   0.2 มิลลิลิตร 
เติมน้ําปลอดประจุใหเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 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

โซเดียมคลอไรดเขมขน 0.7 โมลาร เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุจนไดปริมาตร 100 
มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 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) 
 

สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
ผสมคลอโรฟอรมกับไอโซเอมิลแอกอฮอล ในอัตราสวน 24:1 (v/v) เก็บที่อุณหภูมิ 4๐ซ 

 

สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 

 ผสมสารละลายฟนอลกับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอ ปริมาตร) เติม
สารละลาย Tris-HCl  pH 8.0 เขมขนเปน 0.5 โมลาร ปริมาตร 1 เทา คนดวยแทงแมเหล็กเปน
เวลา 30 นาที ทิ้งใหแยกช้ัน เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ 
 
 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา  

Tris-base     242 กรัม 
EDTA      18.6 กรัม 
กรดอะซิติกเขมขน    57.1 มิลลิลิตร 
ละลาย EDTA และ Tris-base ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร คนดวยแทง

แมเหล็กจนสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน แลวเติมกรดอะซิติกเขมขนและน้ําปลอดประจุใหเปน
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ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางน้ิว อุณหภูมิ     121๐ซ เปน
เวลา 15 นาที 
 
อะกาโรสเจลเขมขน 0.9% 

อะกาโรสเจล     0.9 กรัม 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา   100 มิลลิลิตร 
หลอมใหเขากนัดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 

 
อะกาโรสเจลเขมขน 2% 

อะกาโรสเจล     2 กรัม 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา   100 มิลลิลิตร 
หลอมใหเขากนัดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 

 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร 

เอธิเดียมโบรไมด     0.1 มิลลิกรัม 
น้ํากล่ัน      10 มิลลิลิตร 
ละลายใหเขากันเก็บในภาชนะปดสนิทในที่มืด (ขณะเตรียมควรสวมถุงมือปองกัน 

เนื่องจากเอธิเดียมโบรไมดเปนสารกอมะเร็ง) 
 
ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA labeling and detection 
starter kit (Roche, Germany) 
ประกอบดวย 
 หลอดหมายเลข 1   DIG-High Prime, 5× conc. 
 หลอดหมายเลข 2  DIG-labeled control DNA 5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 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 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-
ดางดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15นาที 
 
Buffer2  

สารละลาย 10× blocking solution ใน Buffer1 ที่นึ่งฆาเช้ือแลวดวยอัตราสวน 1 ตอ 9 
(ปริมาตรตอปริมาตร)  
 
Buffer3 (Detection buffer) 

Tris-base        0.1 โมลาร 
โซเดียมคลอไรด        0.1 โมลาร 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-
ดางดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 9.5 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
Denaturation buffer 

โซเดียมไฮดรอกไซด       0.5 โมลาร 
โซเดียมคลอไรด        1.5 โมลาร 

 ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จนหมดแลวจึงละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือความดัน
ไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

 
Neutralization buffer 

Tris-base        0.5 โมลาร 
โซเดียมคลอไรด        3.0 โมลาร 
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 ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-
ดางเปน 7.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
นําไปนึ่งฆาเชื้อความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย 20×SSC 

โซเดียมคลอไรด        3.0 โมลาร 
โซเดียมซิเตรท          0.3 โมลาร 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับความเปนกรด-
ดางเปน 7.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 
15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย 2×SSC 
 ละลาย 20×SSC ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว ที 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 

 
สารละลาย 0.5×SSC/0.1%SDS 
 ละลาย 20×SSC ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ในน้ําปลอดประจุ 96.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
นําไปนึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที จากนั้น

เติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
 
สารละลาย 2×SSC/0.1%SDS 
 ละลาย 20×SSC ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในน้ําปลอดประจุ 89 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
นําไปนึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที จากนั้น

เติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
 
สารละลายโซเดียมอะซีเตทเขมขน 3 โมลาร 
 ละลายโซเดียมอะซีเตทน้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตร 400 มิลลิลิตร 
นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มิลลิลิตร เติม
น้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121๐ซ เปนเวลา 15 นาที 
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Lysis solution สําหรับสกัดเมกะพลาสมิด 

 ผสม Tris-base ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร กับสารละลาย 
10%SDS ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และเติมน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือ 2 มิลลิลิตร 
 
สารเคมีทีใ่ชในการวิเคราะห DGGE 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% (Ammonium persulfate: ASP) 

แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต    0.1 กรัม 
น้ําปลอดประจุ     1 มิลลิลิตร 

 
30% denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมดเจล 

40% อะคริลาไมด/บิส 37.5:1    3.25 มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา      0.3 มิลลิลิตร 
น้ําปลอดประจุ      8.25 มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล      0.3 มิลลิลิตร 
ฟอรมาไมด (formamide)      1.8 มิลลิลิตร 
ยูเรีย เขมขน 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% อะคริลาไมดเจล 
40% อะคริลาไมด/บิส 37.5:1    3.25 มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา      0.3 มิลลิลิตร 
น้ําปลอดประจุ      7.25 มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล      0.3 มิลลิลิตร 
ฟอรมาไมด (formamide)      2.4 มิลลิลิตร 
ยูเรีย เขมขน 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% อะคริลาไมดเจล 
40% อะคริลาไมด/บิส 37.5:1    3.25 มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา      0.3 มิลลิลิตร 
น้ําปลอดประจุ      4.25 มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล      0.3 มิลลิลิตร 
ฟอรมาไมด (formamide)      4.3 มิลลิลิตร 
ยูเรีย เขมขน 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% อะคริลาไมดเจล 
40% อะคริลาไมด/บิส 37.5:1    3.25 มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา      0.3 มิลลิลิตร 
น้ําปลอดประจุ      3.55 มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล      0.3 มิลลิลิตร 
ฟอรมาไมด (formamide)      4.6 มิลลิลิตร 
ยูเรีย เขมขน 7 โมลาร     4.7 มิลลิลิตร 
TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine) 15 ไมโครลิตร 
10% ASP      0.15     มิลลิลิตร 

 
 

สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร 
เอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 10 ไมโครลิตร 
น้ํากล่ัน      200 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐานของน้ํามันชนิดตางๆ 
 
กราฟมาตรฐานของน้ํามันดีเซล 

 
 

รูปท่ี ค.1 กราฟมาตรฐานระหวางคาอัตราสวนพื้นที่และคาอัตราสวนความเขมขนของ

น้ํามันดีเซล 
 
กราฟมาตรฐานของน้าํมนัดีเซลสรางจากคาอัตราสวนพืน้ที่ (พื้นที่ใตกราฟของน้ํามนั

ดีเซล/พื้นที่ใตกราฟของสเตียริลแอลกอฮอล) และคาอัตราสวนความเขมขน (ความเขมขนของ
น้ํามันดีเซล/ความเขมขนของสเตียริลแอลกอฮอล) 

หาปริมาณน้าํมันดีเซลโดยการนําคาพืน้ที่ใตกราฟที่ไดจากการวเิคราะหดวยเคร่ือง   TLC-
FID มาหาอัตราสวนพืน้ที ่แลวแทนคาในสมการ 

 
อัตราสวนพื้นที่ (y) = 0.422 อัตราสวนความเขมขน (x)  

 
จากนั้นหาคาปริมาณน้าํมันดีเซลดวยการแทนคาอัตราสวนความเขมขนในสมการ

ดานลาง 
ปริมาณของน้ํามัน (มิลลิกรัม) = อัตราสวนความเขมขน x ปริมาณของสเตียริลแอลกอฮอล(มิลลิกรัม)        

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

สลายน้ํามันดีเซลที่ความเขมขนของน้ํามันดีเซล 100 มิลลิกรัม/ลิตร 1  2 และ 3 คือแซททูเรท อะโร
มาติก และสเตียริลแอลกอฮอล ตามลําดับ 

 

 
 
รูปที่ ค.3 แสดง TLC-FID โครมาโตแกรมของนํ้ามันดีเซลชุดทดลอง 3 วัน ในการยอย

สลายน้ํามันดีเซลที่ความเขมขนของน้ํามันดีเซล 100 มิลลิกรัม/ลิตร 1  2 และ 3 คือแซททูเรท อะโร
มาติก และสเตียริลแอลกอฮอล ตามลําดับ 

 

1 2 
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กราฟมาตรฐานของน้ํามันสไลดเวย 
 

 
 

รูปท่ี ค.4 กราฟมาตรฐานระหวางคาอัตราสวนพื้นที่และคาอัตราสวนความเขมขนของ

น้ํามันสไลดเวย 
 

หาปริมาณน้ํามันสไลดเวยโดยการนําคาพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยเคร่ือง   
TLC-FID มาหาอัตราสวนพื้นที่ แลวแทนคาในสมการจากกราฟมาตรฐานและสมการปริมาณของ
น้ํามันเชนเดียวกับการหาคาปริมาณน้ํามันดีเซล 
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รูปที่ ค.5 โครมาโตแกรมของน้ํามันสไลดเวยจากชุดควบคุมวันที่ 0 ในการยอยสลาย
น้ํามันสไลดเวยความเขมขน 200 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใชเซลลอิสระ RN402  ที่มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 
109 MPN/ทรีตเมนต ในอาหารเหลว CFMM (50 มิลลิลิตร) เปนเวลา 7 วัน พีคที่ 1  2 และ 3 คือ
แซททูเรท อะโรมาติก และสเตียริลแอลกอฮอล ตามลําดับ 

 
 

รูปที่ ค.6 โครมาโตแกรมของน้ํามันสไลดเวยจากชุดทดลองวันที่ 7 ในการยอยสลาย

น้ํามันสไลดเวยความเขมขน  200 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใชเซลลอิสระ RN402 ที่มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 
109 MPN/ชุดทดลอง ในอาหารเหลว CFMM (50 มิลลิลิตร) เปนเวลา 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 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไพรีนกับพืน้ที่ใตกราฟ  ที่ไดจากการวิเคราะหโดย GC-
FID 

 
จากกราฟสามารถคํานวณเปอรเซนตของปริมาณของไพรีนที่ไดจากการสกัด โดยดิน

ตัวอยางเติมดวยไพรีนที่ความเขมขนสุดทายเทากับ 300 มิลลิกรัม/ลิตร ในดินจํานวน 6 กรัม 
จากนั้นการสกัดและวิเคราะหปริมาณไพรีนที่สกัดไดดวยเคร่ือง GC-FID แลวจึงนําคาพื้นใตกราฟ
ของตัวอยางที่สกัดไดเมื่อเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน ทําใหความเขมขนที่แนนอนจึงคํานวณ
เปนเปอรเซนตของปริมาณของไพรีนที่ไดจากการสกัด จากผลการวิเคราะหพบวา มีเปอรเซ็นตของ
ปริมาณของไพรีนที่ไดจากการสกัด เทากับ 99.37 % ± 32.18 
 
 

y = 2.0819x
R² = 0.9927
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รูปที่ ค.8 โครมาโตแกรมของน้าํมนัดีเซล ก) ชุดควบคุม ข) ชุดทดลอง ในวนัที่ 9 การยอยสลาย
น้ํามนัดีเซลความเขมขน  450 มิลลิกรัม/ลติร โดยใชเซลลอิสระ RN402 ที่มีปริมาณเช้ือเร่ิมตน 108 
CFU/มิลลิลิตร 
 

 

 

ก 

ข 
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ก 

 

ข 

 

รูปที่ ค.9 โครมาโตแกรมของน้าํมนัดิบ ก) ชุดควบคุม ข) ชุดทดลอง ในวันที่ 9 การยอยสลาย
น้ํามนัดีเซลความเขมขน  450 มิลลิกรัม/ลติร โดยใชเซลลอิสระ RN402 ที่มีปริมาณเช้ือเร่ิมตน 108 
CFU/มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ง 

ขอมูลดิบ 

 
ตารางที่ ง.1 ปริมาณฟแนนทรีนที่เหลือในอาหารเหลว CFMM ที่มีฟแนนทรีนความเขมขนสุดทาย 
100 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากเพาะเล้ียง RN402 เวลาตางๆ 

วัน 

ปริมาณฟแนนทรีนที่เหลือ (%) 

ชุดควบคุมที่ไมเติม RN402  ชุดทดลองที่เติม RN402  

คาเฉล่ีย SD คาเฉล่ีย 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 ที่มีฟแนนทรีน ความเขมขน
สุดทายเทากับ 100 มิลลิกรัมตอลิตร โดยการวิเคราะหดวยวิธี Viable plate count  

วัน 

จํานวนของแบคทีเรีย (log CFM/มิลลิลิตร) 

ชุดควมคุมที่ไมเติมฟแนนทรีน  ชุดทดลองที่เติมฟแนนทรีน 

คาเฉล่ีย SD คาเฉล่ีย 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 



208 
 

 
ตารางที่ ง.3 ปริมาณไพรีนที่เหลือในอาหารเหลว CFMM ที่มีไพรีนความเขมขนสุดทาย 100 
มิลลิกรัม/ลิตร หลังจากเพาะเล้ียง RN402 เวลาตางๆ 

วัน 

ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) 

ชุดควบคุมที่ไมเติม RN402  ชุดทดลองที่เติม RN402  

คาเฉล่ีย SD คาเฉล่ีย 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 ความเขมขนสุดทาย
เทากับ 100 มิลลิกรัม/ลิตร โดยการวิเคราะหดวยวิธี Viable plate count  
 

วัน 

จํานวนของแบคทีเรีย (log CFM/มิลลิลิตร) 

ชุดควมคุมที่ไมเติมไพรีน  ชุดทดลองที่เติมไพรีน  

คาเฉล่ีย SD คาเฉล่ีย 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 การรอดชีวิตของแบคทีเรียของแบคทีเรียแขวนลอยที่ผานการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน (log CFM/มิลลิลิตร) 
 
สารละลาย เวลา 

(วัน) 
อุณหภุมิ 4°ซ อุณหภุมิ 30°ซ 

จํานวน

แบคทีเรีย 
คาเฉล่ีย SD จํานวน

แบคทีเรีย 
คาเฉล่ีย 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 
คาเฉล่ีย SD จํานวน

แบคทีเรีย 
คาเฉล่ีย 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 ประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียแขวนลอยที่ผานการเก็บรักษาที่

อุณหภูมิ 4 °ซ เปนเวลา 30 วัน  
สารละลาย เวลา 

(วัน) 
ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) ประสิทธิภาพการ

ยอยสลาย (%) 
คาเฉล่ีย 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 ประสิทธิภาพในการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียแขวนลอยที่ผานการเก็บรักษาที่

อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน 
สารละลาย เวลา 

(วัน) 
ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) ประสิทธิภาพการ

ยอยสลาย (%) 
คาเฉล่ีย 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 การรอดชีวิตของแบคทีเรียแขวนลอยที่มีการเติมสารรักษาสภาพจุลินทรียชนิดตางๆ 
ที่ผานการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 และ 30 °ซ เปนเวลา 30 วัน จากจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตน 9.63 ± 
0.31 log CFU/มิลลิลิตร 

สารรักษาสภาพ

จุลินทรีย 
ความเขมขน % 

(v/w) 
อุณหภูมิ 

(°ซ) 
จํานวนแบคทีเรีย 

(log CFU/มิลลิลิตร) 
คาเฉล่ีย 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 
ความเขมขน % 

(v/w) 
อุณหภูมิ 

(°ซ) 
จํานวนแบคทีเรีย 

(log CFU/มิลลิลิตร) 
คาเฉล่ีย SD 

ซอรบิทอล 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 
ความเขมขน % 

(v/w) 
อุณหภูมิ 

(°ซ) 
จํานวนแบคทีเรีย 

(log CFU/มิลลิลิตร) 
คาเฉล่ีย 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 ที่ผานการเก็บรักษาที่ 4 °ซ เปนเวลา 180 
วัน ที่จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 109 CFU/มิลลิลิตร โดยชุดควบคุมคือ แบคทีเรียแขวนลอยใน
สารละลาย PB และชุดทดลองคือ แบคทีเรียแขวนลอยในสารละลาย PB ที่เติม 1% กลีเซอรอล 
เวลา (วัน) จํานวนแบคทีเรีย (log CFU/มิลลิลิตร) 

ชุดควบคุม (PB) คาเฉล่ีย SD PB + 1% กลีเซอรอล คาเฉล่ีย 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) คาเฉล่ีย SD PB + 1% กลีเซอรอล คาเฉล่ีย 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 ที่ผานการเก็บรักษาที่ 30 °ซ เปนเวลา 
180 วัน ที่จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 109 CFU/มิลลิลิตร โดยชุดควบคุมคือ แบคทีเรีย
แขวนลอยในสารละลาย PB และชุดทดลองคือ แบคทีเรียแขวนลอยในสารละลาย PB ที่เติม 1% 
กลีเซอรอล 
เวลา (วัน) จํานวนแบคทีเรีย (log CFU/มิลลิลิตร) 

ชุดควบคุม (PB) คาเฉล่ีย SD PB + 1% กลีเซอรอล คาเฉล่ีย 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 เปนเวลา 
270 วัน ที่จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 1012 CFU/มิลลิลิตร โดยชุดควบคุมคือ แบคทีเรีย
แขวนลอยในสารละลาย PB และชุดทดลองคือ แบคทีเรียแขวนลอยในสารละลาย PB ที่เติม 1% 
กลีเซอรอล 
เวลา (วัน) ชุดควบคุม (PB) PB + 1% กลีเซอรอล 

(log CFU/ml) คาเฉล่ีย SD (log CFU/ml) คาเฉล่ีย 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 ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถูกเก็บที่

อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 270 วัน ที่จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 1012 CFU/มิลลิลิตร แบคทีเรีย
แขวนลอยในสารละลาย PB  

เวลา (วัน) ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) ประสิทธิภาพการยอย 
(%) 

คาเฉล่ีย 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 ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ซึ่งถูกเก็บที่

อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 270 วัน ที่จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนเทากับ 1012 CFU/มิลลิลิตร แบคทีเรีย
แขวนลอยในสารละลาย PB ที่เติม 1% กลีเซอรอล 

เวลา (วัน) ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) ประสิทธิภาพการยอย 
(%) 

คาเฉล่ีย 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 ปริมาณไพรีนที่เหลือยูจากการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียสูตรน้ํา RN402 ใน
ระบบนิเวศจําลองดิน ที่ความเขมขนไพรีนเร่ิมตน 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดิน 

ชุดทดลอง เวลา 
(สัปดาห) 

ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) คาเฉล่ีย 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 (%) คาเฉล่ีย 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 แบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนในระบบนิเวศจําลองดิน (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 ที่ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสใน
ระบบนิเวศจาํลองดินจากชดุทดลอง bioaugmentation II ดวยวธิ ีreal-time qPCR 

 
ชุดทดลอง MPN/กรัม ดิน คาเฉล่ีย 

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 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสูตรน้ําในการยอยสลายปโตรเลียมไฮโดรคารบอน 
ชนิดของน้ํามัน ความเขมขน 

(มิลลิกรัม/ลิตร) 
ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามัน  

(%) 
คาเฉล่ีย 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 ความเขมขน 
(มิลลิกรัม/ลิตร) 

ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามัน  
(%) 

คาเฉล่ีย 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 ในการยอยสลายอัลเคน น้ํามันดีเซล 
และน้ํามนัดิบ 

ชนิด ประสิทธิภาพการยอยสลาย (%) คาเฉล่ีย 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 การถูกยอยสลายของวัสดุตรึงที่ลอยอยูในน้ําเสียที่มีน้ํามันดีเซล 2 % (w/v) 
วัสดุ น้ําหนัก การถูกยอยสลายตัว 

(%) 
SD 

กอนใชงาน หลังใชงาน 
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 การถูกยอยสลายตัว 
(%) 

SD 
กอนใชงาน หลังใชงาน 

1320 1008.7 1004.8 0.386636   

 

ตารางที่ ง.21  ประสิทธิภาพของเซลลตรึง RN402 ในการกําจัดน้ํามันของชุดทดลองโดยการ

ออกแบบการทดลองแบบสวนกลาง 

ชุด

ทดลองท่ี 
ไนโตรเจน 

(กรัม/
ลิตร) 

ฟอสฟอรัส 
(กรัม/
ลิตร) 

น้ํามัน 
(มิลลิกรัม/
ลิตร) 

การกําจัดนํ้ามัน (มิลลิกรัม/ลิตร) คาเฉล่ีย 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 คือคาการเจือจาง 

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 

กราฟมาตรฐานสาํหรับการตรวจนับจํานวนแบคทีเรยีดวย real-time PCR 

รูปท่ี ฉ.1 กราฟมาตรฐานระหวางระหวางคา Ct และดีเอ็นเอเจือจาง 10 เทา ที่ความเขมขนตางๆ 
ซึ่งสกัดมาจากดินที่ปริมาณเช้ือ RN402 เทากับ 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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