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ชาลินี  ฉ ่าช่ืน : การตรึง Serratia sp. W4-01 ในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์เพ่ือ
บ าบดัน า้ปนเปือ้นน า้มนัดีเซล. (IMMOBILIZATION OF Serratia sp. W4-01 IN 
CHITOSAN-ACTIVATED CARBON BEADS FOR DIESEL-CONTAMINATED 
WATER TREATMENT) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั: ผศ.ดร. อรฤทยั ภิญญาคง, 100 
หน้า.  
การศึกษานีมี้วัตถุประสงค์เพ่ือตรึงแบคทีเรียท่ีสามารถย่อยสลายน า้มันดีเซลในเม็ด   

ไคโตซาน-คาร์บอนกัมมันต์ และตรวจสอบความสามารถของเซลล์ตรึงในการบ าบดัน า้ท่ี
ปนเปื้อนน า้มันดีเซล  โดยวัสดุตรึงไคโตซาน -คาร์บอนกัมมันต์มีแนวโน้มจะช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการก าจัดน า้มันดีเซล เน่ืองจากคาร์บอนกัมมันต์ช่วยดูดซับน า้มันดีเซลไว้
บางส่วน ในการศึกษานี ้แบคทีเรีย 7 สายพนัธุ์ ท่ีซึ่งถูกคดัแยกก่อนหน้านีจ้ากดินหรือน า้ท่ี
ปนเปือ้นน า้มนัปิโตรเลียมถูกคดักรองโดยการทดสอบความสามารถในการย่อยสลายน า้มนั
ดีเซล การผลิตสารลดแรงตึงผิว การเข้าถึงน า้มันดีเซล และการมียีนท่ีเก่ียวข้องในการย่อย
สลายน า้มนัดีเซล ผลการทดลองพบว่า Serratia sp. W4-01 แสดงประสิทธิภาพการก าจดั
น า้มันดีเซลและสามารถเกิดไฮโดรโฟบิกกับดีเซลได้สูงสุดท่ีสุด คือ 66 เปอร์เซนต์ และ        
81 เปอร์เซนต์ ตามล าดบั Serratia sp. W4-01 จึงถกูเลือกส าหรับใช้ในการตรึงตอ่ไป  โดย
เซลล์ตรึงซึ่งถูกเตรียมด้วยการผสมไคโตซานจากแกนหมึกความเข้มข้น 2 เปอร์เซนต์ และ
คาร์บอนกมัมนัต์ความเข้มข้น 1 เปอร์เซนต์  มีการขึน้รูปท่ีดีท่ีสดุเม่ือพิจารณาจากลกัษณะ
และความแข็งแรงของเม็ดเซลล์ตรึง เซลล์ตรึงของ Serratia sp. W4-01 แสดงประสิทธิภาพ
การก าจดัน า้มนัได้เทียบเท่าเซลล์อิสระ นอกจากนีย้งัพบว่าเซลล์ตรึงของ Serratia sp.W4-01 
ท่ีมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน า้มันดีเซลได้
มากกว่า 50 เปอร์เซนต์ ในช่วงระดบัความเข้มข้นน า้มนัเร่ิมต้น 100 – 400 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
ภายในระยะเวลา 7 วนั รวมทัง้เซลล์ตรึงนีส้ามารถน ามาใช้ซ า้ได้ถึง 12 รอบ แสดงให้เห็นว่า 
Serratia sp. W4-01 ท่ีถูกตรึงในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ มีแนวโน้มท่ีจะประยุกต์ใช้
ก าจดัน า้มนัดีเซลในระบบบ าบดัทางชีวภาพอยา่งตอ่เน่ืองได้  
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CHALINEE  CHAMCHEUN : IMMOBILIZATION OF Serratia sp. W4-01 IN 
CHITOSAN-ACTIVATED CARBON BEADS FOR  DIESEL-CONTAMINATED WATER 
TREATMENT.  ADVISOR : ASST.PROF.ONRUTHAI PINYAKONG, Ph.D., 100 pp.  
This study aimed to immobilize diesel-degrading bacteria in chitosan-activated 

carbon (AC) beads and examine the ability of immobilized cells for diesel-contaminated 
water treatment.  The chitosan-AC beads tend to enhance the efficiency of the diesel 
removal since activated carbon can absorb some diesel.  In this study, seven bacteria 
which were previously isolated from petroleum-contaminated soils and water were 
screened for their efficiency in diesel degradation, biosurfactant production, adhesion of 
cells to diesel and the presence of gene involving diesel degradation.  As a result, 
Serratia sp. W4-01 showed the maximum efficiency of diesel degradation and adhesion 
of cells to diesel at approximately 66 and 81%, respectively thus Serratia sp. W4-01 was 
then selected for further immobilization.  As of immobilization, the immobilized cells which 
were prepared by mixing of 2% of chitosan from squid pen and 1% of activated carbon 
showed the best gel-forming in term of bead shape and strength.  The chitosan-AC 
immobilized cells of W4-01 showed comparable efficacy to degrade diesel to that of free 
cells.  Furthermore, the chitosan-AC immobilized cells of W4-01 with bead’s diameter of 3 
mm could degrade more than 50% of initial diesel concentration between 100-400 mg/L 
within 7 days. Moreover, this immobilized cells could be reused for 12 cycles. These 
results indicated that the chitosan-AC immobilized cells of W4-01 showed tendency of 
using for continuous bioremediation system.   
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%  = เปอร์เซนต์ 
bp  = base pairs 
CFMM  = Carbon Free Mineral Medium 
CFU  = colony forming unit 
LB  = Luria-Bertani 
mN/M  =  มิลลินิวตนัตอ่เมตร 
OD  = Optical Density 
TLC-FID  = Thin Layer Chromatography with Flame   

Ionization Detection     
v/v  = volume/volume 
w/v  = weight/volume 
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บทที่ 1 

บทน า 

ปัจจุบนัมีน า้เสียท่ีมีการปนเปื้อนน า้มันลงสู่แหล่งน า้เป็นจ านวนมาก เน่ืองจากน า้มันถูก
น ามาใช้ในระบบอุตสาหกรรมและระบบคมนาคมขนส่ง ซึ่งก าลงัมีการพฒันาอย่างต่อเน่ืองตาม
ความเจริญของประเทศ โดยน า้มันท่ีพบว่ามีการปนเปื้อนมากได้แก่ น า้มันดีเซล (กรมเจ้าท่า, 
2552) โดยน า้มนัดีเซลเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนท่ีมีจ านวนอะตอม  10-25 อะตอม (Tobias 
และคณะ, 2001)  ซึ่งประกอบด้วย  แอลเคน 71.7% และอะโรแมติก 28.3% (Vendeuvre และ
คณะ, 2005)  องค์ประกอบของน า้มนัดีเซลเหล่านีก้่อให้เกิดผลกระทบตอ่สิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดล้อม 
โดยก่อให้เกิดความเป็นพิษแก่ระบบอวยัวะตา่งๆ ได้แก่ ระบบประสาท ปอด หวัใจ ทางเดินอาหาร 
ตบั ไตและระบบทางโลหิตวิทยา (Levine, 2009) จากความเป็นพิษของน า้มนัดงัท่ีกล่าวมาท าให้
กระทรวงวิทยาศาสตร์เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม (2539) ได้ก าหนดคา่มาตรฐานคณุภาพน า้ทิง้
ของโรงงานหรือนิคมอตุสาหกรรมไม่ให้มีน า้มนัและไขมนัเกิน 5.0 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ดงันัน้โรงงาน
อุตสาหกรรมท่ีมีน า้เสียปนเปื้อนน า้มัน เช่น โรงงานเก่ียวกับโลหะ โรงกลั่นน า้มัน หรือโรงงาน
อตุสาหกรรมตา่งๆ (วิวฒัน์ เอกบรูณะวฒัน์, 2553) รวมทัง้สถานีบริการน า้มนัท่ีมีน า้เสียปนเปือ้น
น า้มนั (Panpanit และคณะ, 2001) จ าเป็นต้องบ าบดัน า้มนัเหล่านัน้ให้ต ่ากว่ามาตรฐานท่ีก าหนด
ก่อนปลอ่ยทิง้สูแ่หลง่น า้ธรรมชาติ  

วิธีการบ าบดัน า้เสียปนเปือ้นน า้มนัท่ีน่าสนใจได้แก่ การใช้วิธีการทางชีวภาพ ซึ่งเป็นการใช้
จลุินทรีย์ยอ่ยสลายสารพิษ และเปล่ียนสารพิษนัน้ให้มีความเป็นพิษน้อยลง ทัง้นีก้ารใช้จลุินทรีย์ใน
การบ าบดัสารพิษมีประสิทธิภาพสงู มีความปลอดภยัสงู ไม่เป็นอนัตรายตอ่มนษุย์และสิ่งแวดล้อม 
และมีคา่ใช้จา่ยในการด าเนินการต ่า (Chatterjee และคณะ, 2008) 

คณุสมบตัิท่ีดีของจุลินทรีย์ท่ีช่วยเพิ่มการเจริญและความสามารถในการย่อยสลายน า้มัน 
ได้แก่ ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิว การเกิดอิมัลชนั การเกิดไฮโดรโฟบิกกับน า้มัน 
เป็นต้น (Ron และ Rosenberg, 2002) เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวจะช่วยเพิ่มความสามารถของ
จลุินทรีย์ในการน าน า้มนัไปใช้ และช่วยก่อให้เกิดอิมลัชนับริเวณรอยตอ่ระหว่างชัน้น า้กบัน า้มนัซึ่ง
จะช่วยเพิ่มพืน้ท่ีการสมัผสัระหว่างน า้มนักับจุลินทรีย์ ส่วนการเกิดไฮโดรโฟบิกระหว่างผนงัเซลล์
กบัน า้มนั จะช่วยเพิ่มความสามารถในการน าน า้มนัเข้าใกล้จลุินทรีย์ได้ดี  (Rosenberg และ Ron, 
2001; Aparna และคณะ, 2011) ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงสนใจแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างสารลดแรง   
ตึงผิวชีวภาพและสามารถเกิดไฮโดรโฟบิกได้ดีเพ่ือช่วยส่งเสริมความสามารถในการย่อยสลาย
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น า้มนัให้มีประสิทธิภาพมากขึน้  ตวัอย่างงานวิจยัของ Ganesh และ Lin (2009) ได้รายงานถึง
แบคทีเรียแกรมบวก Paenibacillus sp. ท่ีมีความสามารถในการก่อเกิดอิมลัชนัสูงซึ่งช่วยให้มี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 1% (v/v)  ได้ประมาณ 75% ภายใน 20 
วนั 

แบคทีเรียสามารถยอ่ยสลายน า้มนัปิโตรเลียมได้โดยขัน้แรกเป็นการยอ่ยสลายแอลเคนซึ่งจะ
ถกูยอ่ยสลายผา่นปฏิกิริยาออกซิเดชนัท่ีต าแหน่งปลาย จากนัน้จะถกูออกซิไดซ์ตอ่จนในท่ีสดุจะได้
เป็นกรดไขมนัแล้วเข้าสู่วฏัจกัรเบตาออกซิเดชนั (β – oxidation cycle) (Beilen และคณะ, 2003)  
จากปฏิกิริยาดงักล่าวมีเอนไซม์ท่ีส าคญัคือ แอลเคนไฮดรอกซิเลส ซึ่งมียีนท่ีประมวลรหสัการสร้าง
เอนไซม์แอลเคนไฮดรอกซิเลสหลายกลุ่ม ได้แก่  ยีน alkB ซึ่งเก่ียวข้องกบัการย่อยสลายแอลเคนท่ี
มีคาร์บอน 5 – 16 อะตอม (Smith และคณะ, 2002)  ยีน alkB1 ซึ่งเก่ียวข้องกบัการย่อยสลาย    
แอลเคนท่ีมีก่ิงสาขา  ยีน alkM  ซึ่งเก่ียวข้องกบัการย่อยสลายแอลเคนท่ีมีคาร์บอน 12 อะตอมขึน้
ไป (Kohno และคณะ, 2002)  ยีน CYP153 เก่ียวข้องกบัการย่อยสลายแอลเคนท่ีมีคาร์บอน        
8 – 16 อะตอม และยีน almA ซึ่งเก่ียวข้องกบัการย่อยสลายแอลเคนท่ีมีคาร์บอน 22-36 อะตอม 
(Liu และคณะ, 2011) ซึ่งข้อมูลของยีนเหล่านีมี้ประโยชน์ในหลายด้าน เช่น สามารถใช้เป็นยีน
เคร่ืองหมายในการตรวจติดตามแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพการย่อยสลายแอลเคนได้ เช่นเดียวกับ
งานวิจยัของ Sei และคณะ 2003 ท่ีมีรายงานการใช้ยีน alk ในการตรวจติดตามจ านวนประชากร
ของแบคทีเรียในระหวา่งการยอ่ยสลายแอลเคน 

การใช้เซลล์อิสระเพ่ือบ าบัดสารพิษมีประสิทธิภาพดี แต่เน่ืองจากการใช้เซลล์อิสระมี
ข้อจ ากัดหลายประการ เช่น จุลินทรีย์ถูกยับยัง้จากความเป็นพิษของสภาวะท่ีบ าบดั รวมทัง้ไม่
สามารถน ากลบัมาใช้ซ า้ได้ วิธีการแก้ปัญหาดงักล่าว ท าได้โดยการตรึงเซลล์ ซึ่งจะช่วยเพิ่มความ
ทนทานของเซลล์ ป้องกนัไม่ให้เซลล์ร่ัวไหลออกจากระบบ และสามารถน ากลบัมาใช้ใหม่ได้อย่าง
ต่อเน่ือง (Atsuo และ Takuo, 1999) การตรึงเซลล์เป็นการน าแบคทีเรียมายึดตรึงไว้กับวัสดุ        
วิธีหนึ่งท่ีนิยมใช้อย่างแพร่หลายคือ การกกัขงั (Entrapment) เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีสามารถตรึงเซลล์
ให้อยูไ่ด้อยา่งอิสระแตถ่กูจ ากดัการเคล่ือนท่ีเทา่นัน้ ท าให้แบคทีเรียยงัคงมีประสิทธิภาพท่ีดี (Song 
และคณะ, 2005) ส าหรับวสัดท่ีุใช้ในการตรึงเซลล์มีหลายชนิด ท่ีน่าสนใจคือ ไคโตซาน เน่ืองจาก
เป็นวัสดุธรรมชาติท่ีได้จากของเหลือจากโรงงานอุตสาหกรรมอาหารทะเล ไม่เป็นพิษต่อ
สิ่งแวดล้อม และราคาไม่แพง รวมทัง้สามารถเกิดเจลได้เม่ืออยู่ภายใต้ภาวะกรด (Barreto และ
คณะ, 2010) นอกจากนีย้งัมีคาร์บอนกัมมนัต์ท่ีนิยมใช้เป็นตวัร่วมในการตรึงแบคทีเรียเพ่ือใช้ใน
การบ าบดัสารพิษ เน่ืองจากมีคณุสมบตัคืิอ สามารถดดูซบัสารพิษได้ รวมทัง้การท่ีมีรูพรุนและพืน้ท่ี
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ผิวมากท าให้สามารถดดูซบัสารพิษได้มากด้วย (Zhao และคณะ, 2008) แตก่ารเติมคาร์บอนกัม
มนัต์เป็นตวัร่วมในปริมาณท่ีไม่เหมาะสมอาจท าให้โครงสร้างของเซลล์ตรึงถูกท าลาย ตวัอย่าง
งานวิจยัท่ีมีการใช้คาร์บอนกมัมนัต์เป็นตวัร่วมในการตรึงแบคทีเรียของ Kwon และคณะ (2009) 
พบว่ามีการใช้คาร์บอนกมัมนัต์ 1% (w/v) ร่วมกบัพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ (PVA)  และแซนแทนกมั
ในการตรึงเซลล์ Pseudomonas fluorescence 417 เพ่ือใช้บ าบดัน า้ท่ีปนเปือ้นฟีนอลช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการก าจดัฟีนอลท่ีความเข้มข้นเร่ิมต้นเป็น 300 ppm ได้ภายในระยะเวลา 110 
ชัว่โมง ซึง่รวดเร็วกวา่เซลล์ตรึงท่ีปราศจากการใช้คาร์บอนกมัมนัต์ร่วมในการตรึง อย่างไรก็ตามเม่ือ
เพิ่มความเข้มข้นปริมาณคาร์บอนกมัมนัต์เป็น 3% (w/v) จะท าให้ความแข็งแรงของเม็ดเซลล์ตรึง
ลดลง นอกจากนีข้นาดเซลล์ตรึงซึ่งมีผลตอ่พืน้ท่ีผิวสมัผสัระหว่างเซลล์ตรึงกบัสารท่ีต้องการบ าบดั 
อาจสง่ผลตอ่ประสิทธิภาพในการบ าบดัสารนัน้ (Sarma และคณะ, 2011)  

งานวิจยันีจ้ึงมีแนวคิดท่ีจะตรึงเซลล์ในเม็ดไคโตซานท่ีมีคาร์บอนกมัมนัต์เป็นตวัร่วม ซึ่งคดั
กรองแบคทีเรียโดยใช้คณุสมบตัิท่ีได้กล่าวข้างต้นมาพิจารณา เพ่ือผลิตเซลล์ตรึงท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการบ าบดัน า้มนัดีเซล โดยคดักรองแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้ก่อนหน้านี ้ได้แก่ Acinetobacter sp. 
R2 ท่ีมีความสามารถในการบ าบดัน า้เสียท่ีปนเปือ้นน า้มนัหล่อล่ืนได้ 78 % จากความเข้มข้น
เร่ิมต้น 200 ppm ภายใน 18 ชั่วโมง และยงัตรวจพบยีน alkM ด้วย (สิทธิ ทาทอง, 2550) 
Rhodococcus sp. W2-01 และ Serratia sp. W4-01 ซึ่งเป็นแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้จากดิน
ปนเปือ้นน า้มนัปิโตรเลียม (วลัย์วสนัต์ ว่องวงศ์ศรี, 2553) และเน่ืองจากองค์ประกอบของน า้มนั
ดีเซลมีอะโรแมตกิรวมอยูด้่วย จงึคาดวา่แบคทีเรียท่ีสามารถย่อยสลายกลุ่มพอลิไซคลิกอะโรแมติก
ไฮโดรคาร์บอนได้ น่าจะมีแนวโน้มท่ีสามารถย่อยสลายน า้มนัดีเซลได้ด้วย ดงันัน้จึงสนใจคดักรอง
แบคทีเรียดงัตอ่ไปนีเ้พ่ือดคูวามสามารถในการย่อยสลายน า้มนัดีเซล ได้แก่ Sphingobium sp. P2 
(Pinyakong และคณะ, 2003)  Pseudoxanthomonas sp. RN402 (Klankeo และคณะ, 2009)  
และ Novosphingobium sp. PCY (พรหมฉัตร เจริญพฒัน์, 2551)  ซึ่งสามารถย่อยสลายฟีแนนท
รีน ไพรีน และฟลอูอแรนธีน นอกจากนีย้งัมี Sphingomonas sp. A4 ซึ่งสามารถย่อยอะซีแนพธีน
และอะซีแนพธิลีนได้ (Komatsu, 1993 และ Pinyakong และคณะ, 2004) โดยเม่ือคดักรอง
แบคทีเรียได้ 1  สายพันธุ์แล้ว งานวิจยันีส้นใจศึกษาการตรึงเซลล์ท่ีมีประสิทธิภาพในการก าจัด
น า้มนัดีเซลดงักลา่ว ไว้ในเม็ดไคโตซานท่ีมีคาร์บอนกมัมนัต์เป็นตวัร่วม โดยแปรผนัชนิดและความ
เข้มข้นของไคโตซาน นอกจากนีย้ังแปรผนัปริมาณความเข้มข้นของคาร์บอนกัมมันต์ท่ีใช้เป็นตวั
ร่วมในวสัดตุรึง ขนาดเซลล์ตรึง และความเข้มข้นของน า้มนัดีเซลท่ีสง่ผลตอ่ประสิทธิภาพการก าจดั
น า้มนัดีเซล รวมทัง้ศกึษาประสิทธิภาพการใช้ซ า้ของเซลล์ตรึงด้วย 
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วัตถุประสงค์ 
ตรึงแบคทีเรียในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์และทดสอบประสิทธิภาพในการบ าบดั

น า้ปนเปือ้นน า้มนัดีเซล 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
ได้แบคทีเรียท่ีถกูตรึงในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์และทราบประสิทธิภาพเซลล์ตรึง

ในการบ าบดัน า้ท่ีปนเปือ้นน า้มนัดีเซล 
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บทที่ 2 

ปริทศัน์วรรณกรรม 

2.1  น า้มันดีซลลและการปนซป้ือนในสิ่งแวดล้อม 
ในปัจจบุนัประเทศท่ีมีการพฒันาระบบอตุสาหกรรมและระบบคมนาคมขนส่งอย่างตอ่เน่ือง 

มีความจ าเป็นต้องใช้พลังงานเชือ้เพลิงขับเคล่ือนระบบเหล่านี ้พลังงานเชือ้เพลิงท่ีนิยมใช้คือ 
น า้มนัดีเซล น า้มนัดีเซลเป็นผลิตภัณฑ์เชือ้เพลิงท่ีได้จากการกลัน่ล าดบัส่วนของน า้มนัดิบโดยให้
ความร้อนในช่วงอณุหภูมิ 150 – 400 องศาเซลเซียส (Vendeuvre และคณะ, 2005)  น า้มนัดีเซล
เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนท่ีมีจ านวนอะตอม 10-25 อะตอม (Tobias และคณะ, 2001)  ซึ่ง
ประกอบด้วย  แอลเคน ได้แก่ อะลิฟาติกแอลเคน (พาราฟิน) และไซโคล    แอลเคน (แนฟทีน) 
ประมาณ 71.7% และอะโรแมตกิประมาณ 28.3% (Vendeuvre และคณะ, 2005) น า้มนัดีเซลท่ีใช้
ในการขบัเคล่ือนเคร่ืองยนต์และให้ความร้อนแก่เคร่ืองจกัรส าหรับโรงงานอุตสาหกรรม สามารถ
แบง่ได้ 2 ประเภทคือ น า้มนัดีเซลหมนุเร็ว (Automotive Diesel oil หรือ Gas Oil) จ าพวกน า้มนัโซ
ล่า และน า้มนัดีเซลหมนุช้า (Industrial Diesel Oil) หรือน า้มนัขีโ้ล้ ซึ่งทัง้สองประเภทมีคณุภาพ
แตกตา่งกนั ดงันัน้ต้องใช้ให้เหมาะสมกบัเคร่ืองยนต์ดีเซล ซึ่งเคร่ืองยนต์มีหลายขนาด (ปราโมทย์
ปราโมชย์ ไชยเวท และนรัุกษ์ กฤษดานรัุกษ์, 2543)  อาจแบง่ได้เป็น 

 ชนิดรอบต ่า คือน้อยกว่า 300 รอบต่อนาที ใช้ส าหรับงานหนกัต่อเน่ืองโดยมีรอบคงท่ี เช่น 

การขบัเคล่ือนเรือเดนิทะเล การผลิตไฟฟ้า เป็นต้น 

 ชนิดรอบปานกลาง คือระหว่าง 300- 1,000 รอบต่อนาที ใช้ส าหรับงานท่ีค่อนข้างหนัก

และรอบคอ่นข้างคงท่ี เชน่ สถานีผลิตไฟฟ้า สถานีสบูน า้ เป็นต้น 

 ชนิดรอบสงู คือตัง้แต ่1,000 รอบตอ่นาทีขึน้ไป ใช้ส าหรับงานท่ีมีความเปล่ียนแปลงบอ่ยๆ 

และความเร็วเปล่ียนไปมา เชน่ รถขนสง่ รถบรรทกุ และรถไฟฟ้า 

เ น่ืองจากเคร่ืองยนต์ดีเซลมีประสิทธิภาพมากกว่าเคร่ืองยนต์เบนซิน และปล่อย
คาร์บอนไดออกไซด์ในปริมาณท่ีต ่ากวา่ รวมทัง้มีราคาถกูกว่าเคร่ืองยนต์เบนซิน ท าให้มีความนิยม
ใช้เคร่ืองยนต์ดีเซลมากกวา่เคร่ืองยนต์เบนซิน (Song, 2000) ซึ่งเป็นสาเหตใุห้มีการปนเปือ้นน า้มนั
ดีเซลสู่สิ่งแวดล้อมได้มากจากโรงงานท่ีใช้เคร่ืองยนต์ดีเซล เช่น สถานีสูบน า้ สถานีผลิตไฟฟ้า 
โรงงานเก่ียวกับโลหะ โรงกลั่นน า้มัน หรือโรงงานอุตสาหกรรมต่างๆ (วิวัฒน์ เอกบูรณะวัฒน์, 
2553) รวมทัง้สถานีบริการน า้มนัท่ีมีน า้เสียปนเปือ้นน า้มนั (Panpanit และคณะ, 2001) 
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2.2  ผลกระทบจากมลพษิและอันตรายจากน า้มัน 
ระดบัความอันตรายของมลพิษจากน า้มันขึน้อยู่กับ ชนิดและของน า้มันท่ีปนเปื้อน การ

แพร่กระจายของคราบน า้มนั การตกตะกอนของน า้มนั และระยะเวลาท่ีน า้มนัตกค้างความเป็นพิษ
แบง่ได้เป็นทัง้พิษเฉียบพลนั (Acute Effect) หมายถึง ความเป็นพิษภายในระยะเวลาอนัสัน้หรือ
พิษเรือ้รัง (Chronic Effect) หมายถึง ความเป็นพิษสะสมทีละน้อยในร่างกายของสิ่งมีชีวิต ท าให้
ชีวิตสัน้ลง (สวุจัน์  ธัญรส, 2549) เน่ืองจากน า้มนัดีเซลเป็นสารประกอบของไฮโดรคาร์บอนหลาย
ชนิด ซึง่ไฮโดรคาร์บอนแตล่ะชนิดมีความเป็นพิษแตกตา่งกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 คือ 
ตารางท่ี 2.1 ความเป็นพิษของไฮโดรคาร์บอนแตล่ะชนิด 

ชนิดของไฮโดรคาร์บอน ความเป็นพิษ 
ไฮโดรคาร์บอนอ่ิมตวั 
: ออกเทน เพนเทน เป็นต้น 

ท าให้ระคายเคืองเย่ือบจุมกู ผิวหนงั  ตา 

ไฮโดรคาร์บอนไมอ่ิ่มตวั 
    : เอทิลีน โพรพิลีน เป็นต้น 

ไมมี่พิษเฉียบพลนัหากได้รับต ่ากว่า 31,000 rpm แตมี่
พิษเรือ้รังคือ กดระบบประสาทส่วนกลาง ท าลายตบั 
ไต และเลือด 

อะโรมาตกิไฮโดรคาร์บอน 
     : เบนซีน, โทลอีูน เป็นต้น 

ท าให้ระคายเคืองระบบหายใจ ตาและผิวหนงั มีผลตอ่
หวัใจ ท าให้เบื่ออาหาร คล่ืนไส้ โลหิตจาง เลือดจบัตวั
เป็นก้อน เส้นโลหิตแตก รวมทัง้ยงัเป็นสารก่อมะเร็ง 

พอลิไซคลิกอะโรมาตกิไฮโดรคาร์บอน    

 น า้หนกัโมเลกลุต ่าได้แก่ แนฟทาลีน 
 

 น า้หนกัโมเลกลุสงู ได้แก่ ไพรีน 

 
เป็นพิษเฉียบพลนัท าให้ระคายเคืองผิวหนงั ตา เม่ือสดู
ดมเจ็บคอ ไอ ปวดศีรษะ แตไ่มเ่ป็นสารก่อมะเร็ง 
เป็นพิษเรือ้รังคือ สามารถก่อมะเร็งแก่อวยัวะได้ 

ท่ีมา: ศนูย์ข้อมลูวตัถอุนัตรายและเคมีภณัฑ์, กรมควบคมุมลพิษ 

2.3  การบ าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนซป้ือนน า้มันโดยทางชีวภาพ 
เน่ืองจากผลกระทบความเป็นพิษและความอันตรายของน า้มันในสิ่งแวดล้อมดงัท่ีกล่าว

ข้างต้น ท าให้มีการบญัญตัเิป็นพระราชบญัญัติกฎหมายและมาตรฐานเก่ียวกบัการควบคมุมลพิษ 
ก าหนดให้คา่มาตรฐานคณุภาพน า้ทิง้ของโรงงานหรือนิคมอตุสาหกรรมไมใ่ห้มีน า้มนัและไขมนัเกิน 
5.0 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
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การบ าบัดน า้มันทางชีวภาพ เป็นกระบวนการท่ีเกิดขึน้ได้เองตามธรรมชาติ (Natural 
attenuation) แต่อาจเกิดขึน้อย่างช้าๆ และมีการย่อยสลายต ่า (อลิสา  วงัใน, 2550) ขึน้อยู่กับ 
ชนิดของน า้มนั ลกัษณะการแพร่กระจาย สภาพสิ่งแวดล้อมท่ีถกูปนเปือ้นด้วยน า้มนัแตจ่ากความ
เป็นพิษของน า้มนัท่ีส่งผลต่อสิ่งแวดล้อมท าให้จึงต้องมีการก าจดัน า้มันออกจากธรรมชาติอย่าง
เร่งดว่นเพ่ือให้สง่ผลกระทบตอ่สภาพแวดล้อมน้อยท่ีสดุ  

2.3.1 การซพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยสลายน า้มัน 
 สามารถท าได้ 2 วิธีการหลกั (Venosa และ Zhu, 2003) คือ 
2.3.1.1 การบ าบัดน า้มันโดยการกระตุ้ นทางชีวภาพ (Biostimulation) เป็นการเพิ่ม

สารอาหารท่ีเหมาะสม เช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม สารกระตุ้นการสร้างเอนไซม์ และ
การปรับสภาวะให้มีความเหมาะสมอาจรวมถึงการให้อากาศ เป็นต้น เพ่ือเร่งกระบวนการย่อย
สลายสารให้เกิดได้รวดเร็วขึน้ 

Singh และ Lin (2009) รายงานการศกึษาการบ าบดัดินท่ีปนเปือ้นน า้มนัดีเซล ความเข้มข้น 
10%  พบว่าดินท่ีมีการเติมปุ๋ ยจะช่วยกระตุ้นอตัราการย่อยสลายน า้มนัดีเซลของจลุินทรีย์ท้องถ่ิน
ได้ดีกว่าดินท่ีปราศจากการเติมปุ๋ ย ทัง้นีป้ระสิทธิภาพการย่อยสลายน า้มนัดีเซลยงัขึน้อยู่กับชนิด
ของดนิ สารอาหาร และประชากรจลุินทรีย์บริเวณท่ีมีการปนเปือ้น   

2.3.1.2  การเติมจลุินทรียเพ่ือบ าบดัน า้มนั (Bioaugmentation) เป็นการเติมสิ่งมีชีวิต เช่น 
จลุินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพ ลงไปยงับริเวณท่ีต้องการบ าบดัสารนัน้ การท่ีเติมจลุินทรีย์ท่ีย่อยสลาย
น า้มนัเป็นการชว่ยเพิ่มจ านวนประชากรจลุินทรีย์ไปยงับริเวณท่ีมีการปนเปือ้น ท าให้การย่อยสลาย
เกิดได้รวดเร็วขึน้ 

จากรายงานการวิจยัของ Das และ Mukherjee (2006) พบว่า ภายใน 120 วนั ชุดการ
ทดลองท่ีมีการเติม Bacillus subtilis DM-04 มีปริมาณน า้มนัปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนลดลงจาก 
84 กรัมต่อกิโลกรัมของดิน เหลือ 21 กรัมต่อกิโลกรัมของดิน ซึ่งลดลงมากกว่าชุดควบคมุท่ี
ปราศจากการเติมแบคทีเรียท่ียงัคงเหลือน า้มนัปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนอยู่ 80 กรัมตอ่กิโลกรัม
ของดนิ 

2.3.2  ปัจจัยท่ีส่งผลต่อการก าจัดปิโตรซลียมไฮโดรคาร์บอนโดยวิธีทางชีวภาพ 
การก าจดัปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนโดยวิธีทางชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพย่อมขึน้อยู่กบัปัจจยั

ในการบ าบดั (Okoh, 2006; Chatterjee และคณะ, 2008) ได้แก่  
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 องค์ประกอบของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน ขึน้อยู่กับโครงสร้าง ปริมาณความ

เข้มข้น ความสามารถในการละลายน า้  และความเป็นพิษของปิโตรเลียม

ไฮโดรคาร์บอน 

 ปฏิกิริยาทางกายภาพ เชน่ การกวน การดดูซบั และการแพร่กระจายของปิโตรเลียม

ไฮโดรคาร์บอน 

 สภาพอากาศ เชน่ อณุหภมูิซึง่สง่ผลตอ่การระเหยของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน 

 สารอาหาร เชน่ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส หรือเหล็ก เป็นต้น 

 จลุินทรีย์ ขึน้อยูก่บัความสามารถในการย่อยสลาย จ านวนประชากรของจลุินทรีย์ท่ี

มีความสามารถในการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน และความสามารถใน

การผลิตสารเพ่ือชว่ยเพิ่มประสิทธิภาพ เชน่ การผลิตสารลดแรงตงึผิว เป็นต้น 

2.4  จุลินทรีย์ที่ย่อยสลายน า้มันดีซลล 
จลุินทรีย์ท่ีสามารถย่อยสลายน า้มนัเพ่ือใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานได้ มีหลาย

ชนิด ได้แก่ แบคทีเรีย ยีสต์ และรา (Marchal และคณะ, 2003) แตเ่น่ืองจากแบคทีเรียเป็นจลุินทรีย์
ท่ีพบได้มากและมีบทบาทเป็นผู้ ย่อยสลายขัน้ปฐมภูมิในการย่อยสลายน า้มัน (Das และ 
Chandran, 2011) ท าให้แบคทีเรียจึงเป็นจุลินทรีย์ท่ีได้รับความนิยมเพ่ือใช้ในการบ าบัด
สิ่งแวดล้อมท่ีปนเปือ้นน า้มนัดีเซล ดงัแสดงในตารางท่ี 2.2  

ตวัอยา่งรายงายการวิจยัการบ าบดัสิ่งแวดล้อมท่ีปนเปือ้นน า้มนัดีเซลโดยวิธีทางชีวภาพ เช่น 
Wongsa และคณะ (2004) รายงานการแยกเชือ้จากบริเวณเกาะฮอกไกโด ประเทศญ่ีปุ่ น ซึ่ง
สามารถแยกได้ 2 สายพนัธุ์คือ Pseudomonas aeruginosa WatG และ Serratia marcescens 
HokM ท่ีมีประสิทธิภาพการย่อยสลายน า้มันดีเซล น า้มนัเบนซิน น า้มันก๊าด และน า้มนัหล่อล่ืน 
พบวา่ Pseudomonas aeruginosa WatG สามารถยอ่ยสลายน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 10 กรัมตอ่
ลิตร ได้มากท่ีสดุคือ 95 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 2 สปัดาห์  

รายงานการวิจยัของ Kalme และคณะ (2008) พบว่า Pseudomonas desmolyticum 
NCIM 112 และ Nocardia hydrocarbonoxydans NCIM 2386 สามารถย่อยสลายน า้มนัดีเซลท่ี
ความเข้มข้น 10% (v/v) ได้ 95 และ 98 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ในระยะเวลา 7 สปัดาห์ 

 



59 
 

ตารางท่ี 2.2  ตวัอยา่งแบคทีเรียและประสิทธิภาพการยอ่ยสลายน า้มนัดีเซล 

แบคทีเรีย 
ปริมาณ 
สารตัง้ต้น 

อตัรา 
การย่อยสลาย 

อ้างอิง 

Pseudomonas desmolyticum 
NCIM 2112 และ  น า้มนัดีเซล 10 

เปอร์เซ็นต์ (v/v) 

95 เปอร์เซ็นต ์
ใน 7 สปัดาห์ Kalme และคณะ, 

2008 Nocardia hydrocarbonoxydans 
NCIM 2386 

98 เปอร์เซ็นต ์ 
ใน 7 สปัดาห์ 

Pseudomonas aeruginosa 
WatG น า้มนัดีเซล 10 

กรัมตอ่ลิตร 

90 เปอร์เซ็นต์ 
ใน 2 สปัดาห์ Wongsa และคณะ, 

2004 
Serratia marcescens HokM 

67 เปอร์เซ็นต์ 
ใน 2 สปัดาห์ 

Bacillius pumilus  JLB 
น า้มนัดีเซล 10 
เปอร์เซ็นต์ (v/w) 

85 เปอร์เซ็นต์ 
ใน 65 วนั Singh และคณะ, 

2010 Acinetobacter calcoaceticus  
LT1 

79 เปอร์เซ็นต์ 
ใน 65 วนั 

Rhodococcus erythropolis T7-2 
น า้มนัดีเซล 1 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) 

75 เปอร์เซ็นต์ 
ใน 7 วนั 

Huang และคณะ, 
2008 

2.4.1  ลักษณะสมบัตขิองแบคทีซรียท่ีย่อยสลายน า้มัน 
แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการใช้น า้มันเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานได้  

จ าเป็นต้องมีลักษณะพิเศษบางประการเพ่ือช่วยสนับสนุนการเจริญของแบคทีเรีย โดยท าให้
แบคทีเรียสมัผสัน า้มนัได้มากขึน้ แบคทีเรียจึงสามารถน าน า้มนัไปใช้ในการเจริญได้  (Ron และ 
Rosenberg, 2002)  ลกัษณะสมบตัพิิเศษของแบคทีเรียท่ียอ่ยสลายน า้มนั ได้แก่ 

2.4.1.1  การสร้างสารลดแรงตงึผิว (biosurfactant) สามารถช่วยลดแรงตงึผิวระหว่างชัน้น า้
กับน า้มัน เพิ่มการละลายน า้ของน า้มัน นอกจากนีส้ารลดแรงตึงผิวยังก่อให้เกิดอิมลัชันบริเวณ
รอยตอ่ระหวา่งชัน้น า้กบัน า้มนั ซึง่เป็นการเพิ่มพืน้ท่ีผิวสมัผสัของแบคทีเรียกบัน า้มนั ท าให้ช่วยเพิ่ม
ความสามารถของแบคทีเรียในการน าน า้มนัไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานได้มากขึน้ 
(Rosenberg และ Ron, 2001; Das และ Chandran, 2011) 

ตวัอย่างงานวิจยัของ Aparna และคณะ (2011) ได้รายงานถึง Pseudomonas sps. ท่ีมี
ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตงึผิวและสามารถเกิดอิมลัชนัได้ นอกจากนีเ้ม่ือน าสารลดแรง
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ตงึผิวท่ีผลิตได้เพิ่มไปในการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน า้มนัดิบความเข้มข้น 1% (v/v)  
พบว่า ภายใน 21 วนั ชดุการทดลองท่ีเติมสารลดแรงตงึผิวชีวภาพท่ีผลิตได้จาก Pseudomonas 
sps. สามารถย่อยสลายน า้มนัดิบได้ 87 เปอร์เซ็นต์ ส่วนชุดการทดลองท่ีเติมสารลดแรงตึงผิว
สงัเคราะห์คือ โซเดียมโดดิซิลซลัเฟต (SDS) ย่อยสลายน า้มนัดิบได้ 42 เปอร์เซ็นต์ ดงันัน้สารลด
แรงตงึผิวชีวภาพสามารถน ามาใช้เพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพการย่อยสลายน า้มนัดิบแทนสารลดแรงตงึ
ผิวสงัเคราะห์ได้  

2.4.1.2  การเกิดไฮโดรโฟบิกกบัน า้มนั (hydrophobicity) เซลล์ท่ีเกิดไฮโดรโฟบิกได้สงูจะ
สามารถเข้าถึงน า้มนัได้ดี ซึ่งท าให้มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน า้มนัได้ดี นอกจากนีก้ารเกิด
ไฮโดรโฟบิกยงัช่วยส่งเสริมการยึดเกาะของเซลล์และการก่อไบโอฟิล์ม (Panagoda และคณะ, 
2001) 

จากรายงานการวิจยัของ Vyas และ Dave (2011) พบว่าหลงัจากเพาะเลีย้ง 28 วัน  
Nocardia otitidiscaviarum 6471 สามารถเกิดไฮโดรโฟบิกกับน า้มันดิบได้สูงสุดคือ 83 
เปอร์เซ็นต์ และมีประสิทธิภาพการย่อยสลายน า้มนัดิบได้สงูท่ีสดุด้วย เม่ือเทียบกับระยะเวลาอ่ืน 
แสดงว่าการเกิดไฮโดรโฟบิกท่ีสงูขึน้สามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการย่อยสลายน า้มนัดิบได้มาก
ขึน้ ซึง่เป็นผลจากการท่ีเซลล์สามารถเข้าถึงน า้มนัดบิได้มากขึน้  

2.5  กระบวนการย่อยสลายน า้มันดีซลล 
น า้มนัดีเซลเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน ซึ่งประกอบด้วย อะลิฟาติก ไซโคลอะลิฟาติก 

และอะโรมาติกทัง้ท่ีมีมวลโมเลกุลขนาดเล็กและมวลโมเลกุลขนาดใหญ่ วิถีการย่อยสลายจึงมี
ความแตกตา่งกนั (Fritsche และ Hofrichiter, 2000) ดงันี ้

2.5.1  วิถีการย่อยสลายอะลิฟาตกิไฮโดรคาร์บอนโดยแบคทีซรีย 
แอลเคนสายสัน้หรือพวกท่ีมีโครงสร้างน้อยกวา่ C9 จะสามารถระเหยออกไปได้ส่วนแอลเคน

สายยาว (C10 –C24) เกิดการย่อยสลายได้ 2 ทางคือ ท่ีต าแหน่งปลาย (terminal) และต าแหน่งถดั
จากปลาย (subterminal) โดยปฏิกิริยาออกซิเดชนัด้วยเอนไซม์แอลเคนโมโนออกซิจิเนส ซึ่งการ
ย่อยท่ีต าแหน่งปลายได้ผลิตภัณฑ์เป็นแอลกอฮอล์ปฐมภูมิ จากนัน้แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนสมา
ออกซิไดซ์ได้แอลดีไฮด์ แล้วถกูออกซิไดซ์ตอ่ด้วยแอลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนส ได้เป็นกรดไขมนัแล้วเข้าสู่
ปฏิกิริยาเบต้า-ออกซิเดชัน ส่วนการย่อยสลายท่ีต าแหน่งถัดจากปลายเร่ิมจากแอลเคนถูก
ออกซิไดซ์ได้เป็นแอลกอฮอล์ทุติยภูมิซึ่งถูกออกซิไดซ์ต่อเป็นเมทิลคีโตน และอะซิทิล เอสเทอร์
ตามล าดบั จากนัน้จะถกูไฮโดรไลซ์โดยเอนไซม์เอสเทอร์เรสได้สาร 2 ชนิด คือแอลกอฮอล์ปฐมภูมิ
และอะซีเตท ดงัรูปท่ี 2.1 
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รูปท่ี 2.1  วิถีการยอ่ยสลายแอลเคนโดยการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั (Fritsche และ Hofrichiter, 
2000)  
       แอลเคนโมโนออกซิจีเนส,           แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส และ          แอลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนส 1 2 3 
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2.5.2  วิถีการย่อยสลายไลโคลอะลิฟาตกิไฮโดรคาร์บอนโดยแบคทีซรีย 
เร่ิมจากไซโคลเฮกเซนถกูออกซิไดซ์ด้วยเอนไซม์ไซโคลเฮกเซนโมโนออกซิจีเนสได้เป็นไซโคล

เฮกซานอล จากนัน้เอนไซม์ไซโคลเฮกซานอลดีไฮโดรจีเนสมาเปล่ียนเป็นไซโคลเฮกซาโนนซึ่ง
เอนไซม์ไซโคลเฮกซาโนนโมโนออกซิจีเนสมาเปล่ียนได้เป็นคาโพรแลคโตน และถกูไฮโดรไลซ์ด้วย
คาโพรแลคโตนไฮโดรเลสได้เป็นกรดอะดพิิกเข้าสูป่ฏิกิริยาเบต้า-ออกซิเดชนั ดงัรูปท่ี 2.2 

 

รูปท่ี 2.2  วิถีการยอ่ยสลายไซโคลอะลิฟาตกิ (ไซโคลพาราฟิน) (Fritsche และ Hofrichiter, 2000) 
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2.5.3  วิถีการย่อยสลายอะโรมาตกิไฮโดรคาร์บอนโดยแบคทีซรีย 
ขัน้แรกเร่ิมจากการออกซิไดซ์สารอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนโดยเอนไซม์ไดออกซิจีเนส ได้

เป็นซิส- ไดไฮโดรไดออล จากนัน้เอนไซม์ดีไฮโดรจีเนสมาเปล่ียนเป็นเคติคอล ดังรูปท่ี 2.3 

 
รูปท่ี 2.3  วิถีการยอ่ยสลายอะโรมาตกิโดยเอนไซม์ไดออกซิจีเนส (Fritsche และ Hofrichiter, 
2000) 

จากนัน้เคติคอล (catechol) เข้าสูก่ระบวนการแตกวงของอะโรมาตกิผา่น 2 ทางคือ ออโธ 
(ortho) หรือ เมต้า (meta) ดงัรูปท่ี 2.4 
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รูปท่ี 2.4 วิถีการย่อยสลายสารมธัยนัตร์ (เคติคอล) ท่ีได้จากอะโรมาติก ผ่านทางการแตกวงของ
ออโธ (ortho) หรือ เมต้า (meta) 1 = phenol monoxygenase, 2 = catechol 1,2-dioxygenase, 
3 =  muconate lactonizing enzyme, 4 =  muconolactone isomerase, 5 =  oxoadipate 
enol-lactone hydrolase, 6 =  oxoadipate succinyl-CoA transferase, 7 = catechol 2,3-
dioxygenase, 8 = hydroxymuconic semialdehyde hydrolase, 9 = 2-oxopent-4-enoic acid 
hydrolase และ 10 = 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase 
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2.6  ยีนที่ซก่ียวข้องในการย่อยสลายไฮโดรคาร์บอน  
วิถีการย่อยสลายไฮโดรคาร์บอนนีจ้ าเป็นต้องอาศยัเอนไซม์เก่ียวข้องหลายชนิดท่ีส าคัญ

ได้แก่ แอลเคนไฮดรอกซิเลส หรือแอลเคนโมโนออกซิจีเนส ซึ่งมียีนท่ีประมวลรหสัการสร้างเอนไซม์
แอลเคนไฮดรอกซิเลสหลายกลุ่ม ได้แก่ ยีน alkB ซึ่งเก่ียวข้องกับการย่อยสลายแอลเคนท่ีมี
คาร์บอน 5 – 16 อะตอม (Smith และคณะ, 2002)  ยีน alkM เก่ียวข้องกบัการย่อยสลายแอลเคนท่ี
มีคาร์บอนมากกว่า 12 อะตอม (Kohno และคณะ, 2002) ส่วนยีน almA ซึ่งเป็นยีนท่ีประมวลรหสั
การสังเคราะห์เอนไซม์ flavin-binding monooxygenase ช่วยในการย่อยสลายแอลเคนท่ีมี
คาร์บอน 22 – 36 อะตอม (Lui และคณะ, 2011) นอกจากนีย้งัมียีน CYP153 ซึ่งสงัเคราะห์        
ไซโตโครม พี450 แอลเคนไฮดรอกซิเลส (cytochrome P450 alkane hydroxylase) เก่ียวข้องใน
การย่อยสลายแอลเคนท่ีมีคาร์บอน 8 – 16 อะตอม (Beilen และคณะ, 2006) สรุปได้ดงัตารางท่ี 
2.3 
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ตารางท่ี 2.3 ตวัอยา่งยีนท่ีเก่ียวข้องในการยอ่ยสลายแอลเคนในขัน้ตอนแรก 

ยีน เอนไซม์ 
จ าเพาะกบัแอลเคน
ท่ีมีจ านวนคาร์บอน  

(อะตอม) 
ตวัอยา่งแบคทีเรียท่ีสามารถตรวจพบยีน อ้างอิง 

alkB: alkB 

แอลเคน โมโนออกซิจิเนส 

5 - 16 Pseudomonas putida GPo1 Kohno และคณะ, 2002 

       alkB1 
12 – 26 และ 
แบบสายโซก่ิ่ง 

Rhodococcus sp และ  
Alcanivorax dieselolei B-5 

Whyte และคณะ (2002); 
Lui และคณะ, 2011 

       alkB2 12 - 26 

alkM แอลเคน โมโนออกซิจิเนส ≥ 12 Acinetobacter sp. ADP1 Kohno และคณะ, 2002 

CYP153 
ไซโตโครม พี450  

แอลเคนไฮดรอกซิเลส 
8 - 16 

Acinetobacter sp. strain EB104 และ 
Novosphingobium aromaticivorans Saro_178 

Beilen และคณะ, 2006 

almA 
flavin-binding 

monooxygenase 
22 - 36 Acinetobacter sp. DSM 17874 Lui และคณะ, 2011 

 
 
 
 
 

16 
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Kohno และคณะ (2002) รายงานการพบยีน alkM  ซึง่เก่ียวข้องกบัการย่อยสลายแอลเคนท่ี
มีคาร์บอน 12 อะตอมขึน้ไป ใน Acinetobacter sp. 2769A, Acinetobacter sp. ADP1 และ 
Acinetobacter calcoaceticus NCIB8250 เป็นต้น  

Whyte และคณะ (2002) ศึกษาความโดดเด่นของยีนแอลเคน โมโนออกซิจิเนสในดินท่ีมี
การปนเปื้อนไฮโดรคาร์บอน บริเวณทวีปอาร์กติกและทวีปแอนตาร์กติกา โดยตรวจสอบทัง้
แบคทีเรียท่ีเพาะเลีย้งได้และเพาะเลีย้งไม่ได้ พบว่ามียีนของเอนไซม์แอลเคนโมโนออกซิจีเนส 4 
ชนิด ท่ีมีความโดดเด่น ได้แก่ ยีน alkB,  ยีน alkB1, ยีน alkB2 และยีน alkM นอกจากนีย้งั
คาดการณ์ว่า Pseudomonas spp.และ Rhodococcus spp.อาจจะกลายมาเป็นกลุ่มประชากร
เด่นบริเวณดินท่ีมีการปนเปือ้นไฮโดรคาร์บอนของขัว้โลก เน่ืองจากพบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยา
ลกูโซ่พอลิเมอร์เรสจ านวนมาก เม่ือใช้คูไ่พรเมอร์ท่ีออกแบบจากยีนแอลเคนโมโนออกซิจีเนสของ  
Pseudomonas putida GPo1 และ Rhodococcus sp. ซึ่งเป็นแบคทีเรียท่ีมีข้อมลูว่ายีนแอลเคน
โมโนออกซิจีเนสอยูใ่น Genbank 

Wang และคณะ (2010) ศึกษาความหลากหลายของเอนไซม์แอลเคนไฮดรอกซิเลสใน
แบคทีเรียยอ่ยน า้มนัท่ีแยกได้จากมหาสมทุรแอตแลนติก  พบว่าแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการ
ย่อยสลายน า้มันดีเซลและน า้มันดิบ ได้แก่ Acinetobacter junii LMG998, Pseudomonas 
pseudoalcaligenes DSM 50188, Alcanivorax dieselolei B-5, Castellaniella ginsengisoli 
DCY36, Solimonas soli A.slu-03 เป็นต้น มียีน alkB นอกจากนีย้ังมีแบคทีเรีย ได้แก่ 
Novosphingobium pentaromativorans US6, Ochrobactrum anthropi LMG 3331, 
Parvibaculum lavamentivorans DS-1, Salinisphaera shabanense E1L3A, Solimonas soli 
A.slu-03, Sphingobium estrogenivorans CYH, Spingopyxis macrogoltabida IFO 15033T 
และ Tistrella mobilis IAM 14872 เป็นต้น ท่ีพบยีน CYP153A อย่างไรก็ตามยงัพบว่ามีแบคทีเรีย
บางสายพนัธุ์ท่ีสามารถตรวจพบได้ทัง้ ยีน alkB และ ยีน CYP153A ได้แก่ Solimonas soli A.slu-
03, Leifsonia kafniensis KFC-22, Brachybacterium paraconglomeratum LMG19861 และ 
Alcanivorax borkumensis SK2 เป็นต้น 

2.7  การใช้ซลลล์ตรึงซพื่อบ าบัดน า้ซสียท่ีปนซป้ือนน า้มัน 
การน าเซลล์อิสระของจลุินทรีย์มาใช้บ าบดัน า้เสียท่ีปนเปือ้นน า้มนันัน้มีประสิทธิภาพดี แต่

อยา่งไรก็ตามเซลล์อิสระมกัพบปัญหาเซลล์หลดุออกจากระบบบ าบดั เซลล์สญูเสียความสามารถ
ในการย่อยสลายน า้มันเม่ืออยู่ในสภาวะท่ีไม่เหมาะสม วิธีแก้ปัญหาเหล่านี ้วิธีหนึ่งคือ การตรึง
เซลล์ (Atsuo tanaka และTakuo kawamoto, 1999)  
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การตรึงเซลล์ (Immobilization) หมายถึง การน าเซลล์มาตรึงไว้บนวสัดใุดๆ โดยใช้วิธีทาง
กายภาพหรือเคมี ซึง่เซลล์นัน้ยงัคงมีประสิทธิภาพในการก าจดัสารพิษ (Cassidy และคณะ, 1996) 
การตรึงเซลล์มีข้อดีหลายประการ เช่น ท าให้เซลล์สามารถทนตอ่สภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม จึง
ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการย่อยสลายน า้มนั สามารถแยกเซลล์ตรึงนีอ้อกมากจากระบบบ าบดัได้
ง่าย และน าเซลล์ตรึงนีก้ลบัมาใช้ซ า้ได้ทัง้ท่ียงัคงมีประสิทธิภาพดี (Lan และคณะ, 2009) ซึ่งเป็น
การประหยดัคา่ใช้จ่ายในระบบบ าบดัน า้เสีย ตวัอย่างเซลล์ตรึงท่ีใช้ในการก าจดัน า้มนั ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 2.4 จากเหตผุลท่ีกล่าวมาท าให้การตรึงเซลล์เป็นวิธีท่ีน่าสนใจในการบ าบดัน า้เสียท่ี
ปนเปือ้นน า้มนั 

2.7.1  วิธีการตรึงซลลล์  
การตรึงเซลล์สามารถประยุกต์ใช้กับจุลินทรีย์และวสัดุตรึงได้หลากหลายชนิด จึงมีวิธีการ

ตรึงเซลล์ได้หลายแบบตามความเหมาะสมตอ่จลุินทรีย์ โดยสามารถจ าแนกวิธีการตรึงเซลล์ได้ 5 
วิธี (Bickerstaff, 1997) ได้แก่ 

 2.7.1.1  การดดูซบั (Adsorption) เป็นการท่ีเซลล์ยึดเกาะกบัพืน้ผิวของวสัดตุรึง โดยใช้แรง
จากไฟฟ้าสถิตย์, แรงแวนเดอร์วาล, พนัธะไอออนิก, พนัธะไฮโดรเจน หรือพนัธะไฮโดรโฟบิก ซึ่งวิธี
นีส้ามารถท าได้ง่าย เซลล์ถกูท าลายน้อย และมีราคาถกู (รูปท่ี 2.5 ก) 

2.7.1.2  การสร้างพนัธะโควาเลนซ์ (Covalent Binding) เป็นการท่ีเซลล์เกิดเกาะติดกบัวสัดุ
ตรึงโดยอาศยัพนัธะโควาเลนซ์ระหวา่งหมูฟั่งก์ชนัของเซลล์กบัหมู่ไฮดรอกซิลของวสัดตุรึง วิธีนีเ้ป็น
การยึดเกาะระหว่างเซลล์กบัวสัดตุรึงโดยตรงท าให้เซลล์สามารถเกิดปฏิกิริยากบัสบัเสตรทได้ง่าย 
และมีความคงตวัสงู (รูปท่ี 2.5 ข) 

 2.7.1.3  การกักขงั (Entrapment) เป็นการท่ีเซลล์อยู่อย่างอิสระแต่ถูกจ ากัดให้อยู่ใน
โครงสร้างการเคล่ือนท่ีในเจลท่ีมีลกัษณะโครงร่างตาข่าย ซึ่งต้องควบคมุขนาดรูพรุนของเจล เพ่ือ
ป้องกันเซลล์หลดุออกจากวสัดตุรึง โดยวิธีนีส้ามารถท าได้หลายวิธีคือ การเกิดเจลจากความต่าง
ของประจุไอออน การเกิดเจลจากการเหน่ียวน าของอุณหภูมิ การเกิดพอลิเมอร์จากปฏิกิริยาทาง
เคมี และการใช้ตวัท าละลายท่ีไมเ่ข้ากนั (รูปท่ี 2.5 ค) 

2.7.1.4  การห่อหุ้มด้วยแคปซูล (Encapsulation) เป็นการท่ีเซลล์ถกูห่อหุ้มด้วยเย่ือเลือก
ผ่าน (semipermeable membrane) เซลล์จะเคล่ือนท่ีได้อย่างอิสระในพืน้ท่ีจ ากดั ซึ่งสบัเสตรท
ขนาดใหญ่จะไม่สามารถผ่านได้ ยกเว้นแต่สับเสตรทขนาดเล็กสามารถผ่านเย่ือเลือกผ่านนัน้ได้ 
โดยวิธีนีจ้ะชว่ยลดการร่ัวไหลของเซลล์ได้  (รูปท่ี 2.5 ง) 
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 2.7.1.5  การเช่ือมกนั (Crosslinking) เป็นการท่ีเซลล์มีการเช่ือมตอ่กนัเองโดยปราศจาก
วสัดตุรึง ด้วยวิธีทางกายภาพหรือเคมีเกิดเป็นโครงสร้างสารประกอบเชิงซ้อน 3 มิติโดยวิธีทาง
กายภาพ คือการจบักลุ่มของเซลล์ (flocculation) ซึ่งมีความหนาแน่นของเซลล์สงู ส่วนวิธีทางเคมี 
คือการสร้างพนัธะโควาเลนซ์ระหว่างเซลล์กับเซลล์ โดยใช้สารเคมีจ าพวก bi-, multifunctional 
reagents เชน่ กลตูาอลัดีไฮด์ เป็นต้น ซึง่วิธีนีน้ิยมใช้เป็นวิธีร่วมในการตรึงเซลล์ (รูปท่ี 2.5 จ)   
 

 
 

ก.                                                                       ข. 

 
 
               

       ค.                                               ง.                                                   จ. 
รูปท่ี 2.5 วิธีการตรึงเซลล์ (Bickerstaff, 1997) 

2.7.2  วัสดุที่ใช้ในการตรึงซลลล์  
ปัจจยัหนึง่ท่ีมีความส าคญัส าหรับการตรึงเซลล์นอกจากวิธีการตรึงเซลล์คือ วสัดท่ีุใช้ส าหรับ

การตรึงเซลล์ หลกัการพิจารณาวสัดท่ีุใช้ในการตรึงเซลล์ ได้แก่ สมบตัิทางกลไก เช่น ความคงตวั
สมบตัิทางฟิสิกส์ เช่น ลกัษณะเป็นเม็ดหรือแผ่น ความทนทานตอ่สภาพแวดล้อมตา่งๆ ความชอบ
น า้ ราคาและการยอบรับ เป็นต้น (Leenen  และคณะ, 1996) โดยวสัดท่ีุใช้ตรึงเซลล์แบง่ได้เป็น 2 
ประเภท คือ สารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ วัสดุตรึง ท่ีเป็นสารอินทรีย์ได้แก่ สารจ าพวก               
พอลิแซคคาไรด์ โปรตีน และพอลิเมอร์สงัเคราะห์ ตวัอย่างวสัดตุรึงท่ีเป็นสารอินทรีย์ เช่น วุ้น อลัจิ
เนต คาราจีแนน ไคโตซาน เซลลโูลส เจลาทิน พอลิอะคริลาไมด์ และพอลิยรีูเทน เป็นต้น ส่วนวสัดุ
ตรึงท่ีเป็นสารอนินทรีย์ เชน่ ซิลิกา เซรามิค แก้ว และอะลมูินา เป็นต้น (Bickerstaff, 1997) 

ตวัอยา่งรายงานการวิจยัการใช้เซลล์ตรึงท่ีใช้ในการก าจดัน า้มนั เชน่ 
Lan และคณะ (2009) ศกึษาการก าจดัน า้เสียท่ีปนเปือ้นน า้มนัโดยเซลล์อิสระและเซลล์ตรึง

ของ Yarrowia lipolytica W29 พบว่า Yarrowia lipolytica W29 ท่ีถกูตรึงในเม็ดอลัจิเนตซึ่งเป็น
การตรึงแบบการกกัขงันัน้ มีประสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัความเข้มข้น 2,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
ใกล้เคียงกับเซลล์อิสระ ซึ่งช่วงอุณหภูมิท่ีมีประสิทธิภาพการก าจดัน า้มันได้ดีคือ 25-30 องศา

+ + + + + + + + 
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เซลเซียส และเซลล์ตรึงมีประสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัได้มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ ในช่วงความ
เข้มข้นน า้มนั 1,000 – 3,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นอกจากนีเ้ซลล์ตรึงสามารถใช้ซ า้ได้ 12 รอบ โดยมี
ประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัอยูใ่นชว่งระหวา่ง 60-80 เปอร์เซ็นต ์ 

Lee และคณะ (2010) ศกึษาการย่อยสลายน า้มนัดีเซลของกลุ่มแบคทีเรียทัง้ 3 สายพนัธุ์ 
ได้แก่ Acinetobacter sp.,Gordonia sp., and Rhodococcus sp. มาตรึงในวสัดผุสม ได้แก่      
พีชมอส เบนโทไนท์ และอลัจิเนต พบวา่ เซลล์ตรึงนีส้ามารถก าจดัน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 10 กรัม
ตอ่ลิตร ได้ 59 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 7 วนั  

Chandran และ Das (2011) รายงานการศกึษาการย่อยสลายน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ ของ Candida tropicalis ท่ีถูกตรึงบนวสัดตุรึงท่ีนิยมใช้ ได้แก่ ไคโตซาน, โซเดียม-     
อลัจิเนต และ คาร์บอกซิลเมทิล เซลลโูลส และวสัดตุรึงท่ีเป็นของเสียทางการเกษตร ได้แก่ ร าข้าว
สาลี เปลือกถัว่ และขีเ้ลือ้ย พบว่าเซลลตรึงท่ีใช้ร าข้าวสาลีเป็นวสัดตุรึงมีประสิทธิภาพสูงท่ีสดุคือ 
98 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 7 วัน และในส่วนของประเภทวสัดุตรึงท่ีนิยมใช้ พบว่า เซลล์ตรึงท่ีใช้         
ไคโตซานเป็นวสัดตุรึงมีประสิทธิภาพสงูท่ีสดุการก าจดัน า้มนัคือ 78  เปอร์เซ็นต์ ภายใน 7 วนั 
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ตารางท่ี 2.4  ตวัอยา่งเซลล์ตรึงท่ีมีการประยกุต์ใช้ในการก าจดัน า้มนั 

วสัดตุรึง วิธีการตรึง จลุินทรีย์ ชนิดน า้มนั ความเข้มข้น 
น า้มนัเร่ิมต้น 

  อตัรา 
การย่อยสลาย 

อ้างอิง 

โฟมพอลิยรีูเทน แบบดดูซบั 
Rhodococcus sp. 

F92 
ปิโตรเลียม

ไฮโดรคาร์บอน 
0.5 เปอร์เซ็นต์ 

90 เปอร์เซ็นต์ 
ภายใน 1 สปัดาห์ 

Quek และ
คณะ, 2006 

เม็ดแคลเซียมอลัจิเนต แบบกกัขงั 
Yarrowia lipolytica 

W29 
น า้มนัปรุงอาหาร 

2,000 มิลลิกรัม 
ตอ่ลิตร 

80 เปอร์เซ็นต์ 
ภายใน 50 ชัว่โมง  

Lan และคณะ, 
2009 

พีชมอส เบนโทไนท์ 
และอลัจิเนต 

แบบดดูซบัและ
แบบกกัขงั 

Acinetobacter sp., 
Gordonia sp., and 
Rhodococcus sp. 

น า้มนัดีเซล 10 กรัมตอ่ลิตร 
59 เปอร์เซ็นต์ 
ภายใน 7 วนั 

Lee และคณะ, 
2010 

ร าข้าวสาลี แบบดดูซบั 

Candida tropicalis น า้มนัดีเซล 2 เปอร์เซ็นต์ 

98 เปอร์เซ็นต์ 
ภายใน 7 วนั Chandran 

และ Das, 
2011 ไคโตซาน แบบกกัขงั 

78  เปอร์เซ็นต์ 
ภายใน 7 วนั 

21 
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2.8  ไคโตลาน 
ไคโตซาน หรือ β (1,4) 2-amino-2-deoxy-D-glucose เป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติท่ีได้จาก     

ไคตินซึ่งเป็นองค์ประกอบท่ีอยู่ในเปลือกของสัตว์จ าพวกกุ้ ง ปู แมลงและเชือ้รา โดยไคตินจะ
เกิดปฏิกิริยา deacetylation เป็นการตดัหมู่ acetyl ของน า้ตาล N-acetyl-D- glucosamine ออก 
(Kas, 1997)  มีโครงสร้างทางเคมีแสดงดงัรูปท่ี 2.6 

 

รูปท่ี 2.6  โครงสร้างทางเคมีของไคโตซาน (Ponce-jimenez และคณะ, 2002) 

ไคโตซานเป็นวัสดุชีวภาพท่ีได้จากของเหลือจากโรงงานอุตสาหกรรมอาหารทะเล ซึ่งมี
ลกัษณะสมบตัิคือ เป็นวสัดท่ีุสามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ  มีความปลอดภยัต่อสิ่งมีชีวิต ไม่
เป็นพิษตอ่สิ่งแวดล้อม ทนความร้อน สามารถยดึเกาะกบัเซลล์จลุินทรีย์ได้ (Dutta และคณะ, 2004) 
นอกจากนีไ้คโตซานยงัสามารถละลายได้ในกรดและเกิดปฏิกิริยากับพวกสารสารละลายดา่ง เกิด
เป็นเจลได้ (Kumar, 2000) ซึง่ลกัษณะสมบตัิเหล่านีมี้ความเหมาะสมในการใช้เป็นวสัดสุ าหรับตรึง
เซลล์  

รายงานการวิจยัของ Chen และคณะ (2007) ศึกษาการย่อยสลายฟีนอลและไตรคลอโร-    
เอทธิลีน โดยน า Pseudomonas putida BCRC 14349 ตรึงไว้ในเม็ดไคโตซานเทียบกบัเซลล์อิสระ 
พบว่า การตรึงเซลล์โดยใช้ไคโตซานเป็นวัสดุตรึงจะช่วยปกป้องเซลล์จากความเข้มข้นของไตร-   
คลอโรเอทธิลีนท่ีสงูได้  

Barreto และคณะ (2010) ศกึษาการตรึงสปอร์ของ Bacillus subtilis LAMI008 ไว้ในเม็ด  
ไคโตซานท่ีมีการเช่ือมด้วยกลตูาอลัดีไฮด์ พบว่าเซลล์ตรึงสามารถย่อยสลายเฮกซะเดคเคนความ
เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ได้เกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ ภายในระยะเวลา 48 ชัว่โมง ซึ่งมีประสิทธิภาพการ
ยอ่ยสลายได้เทียบเทา่กบัเซลล์อิสระ 
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2.9  คาร์บอนกัมมันต์ 
คาร์บอนกัมมนัต์หรือถ่านกัมมนัต์ (Activated carbon) ได้จากการน าวตัถุดิบท่ีมีคาร์บอน

และไฮโดรเจนเป็นองค์ประกอบ มาผ่านกระบวนการก่อกมัมนัต์ วตัถดุิบท่ีน ามาผลิตได้แก่ ถ่านหิน  
วตัถดุบิจากสตัว์ และเซลลโูลสท่ีได้จากพืช เชน่ กะลามะพร้าว ขีเ้ล่ือย ชานอ้อย เป็นต้น วิธีการผลิต
คาร์บอนกัมมนัต์มีหลายวิธี ได้แก่ การกระตุ้นทางกายภาพ เช่น การให้อณุหภูมิสงูในช่วง 600 – 
900 องศาเซลเซียส การกระตุ้นโดยการใช้สารเคมี เช่น สงักะสีคลอไรด์ โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 
หรือกรดฟอสฟอริก เป็นต้น นอกจากนีย้ังมีการกระตุ้ นด้วยไอน า้ท่ีร้อน (Ioannidou และ
Zabaniotou, 2006) ซึ่งจากกระบวนการก่อกัมมนัต์นีท้ าให้ได้คาร์บอนกัมมันต์ท่ีมีโครงสร้างเป็น    
รูพรุน มีพืน้ท่ีผิวเพิ่มขึน้ มีลกัษณะสมบตัคืิอ ไมเ่ป็นพิษตอ่สิ่งแวดล้อม สามารถดดูซบัสารตา่งๆ ได้ดี
เน่ืองจากเกิดแรงแวนเดอร์วาล์วยึดเกาะระหว่างสารกบัคาร์บอนกมัมนัต์ (Zhao และคณะ, 2008) 
จากลกัษณะสมบตัิท่ีเป็นประโยชน์ส าหรับการดดูซบัสารเหล่านี ้ท าให้มีการน าคาร์บอนกมัมนัต์มา
ประยกุต์ใช้ในการก าจดัสารพิษ  

Namasivayam และ Kavitha (2002) รายงานการศกึษาเก่ียวกบัการบ าบดัน า้ท่ีปนเปือ้นสี
ย้อม Congo red โดยการใช้คาร์บอนกมัมนัต์ท่ีเตรียมได้จากแก่นมะพร้าว พบว่ามีความสามารถใน
การดดูซบัสีย้อมได้ 6.7 มิลลิกรัมของสีย้อมตอ่กรัมของตวัดดูซบั นอกจากนีย้งัพบว่าเม่ือสภาวะเป็น
กรดจะชว่ยเพิ่มประสิทธิภาพการดดูซบัสีย้อม Congo red ของคาร์บอนกมัมนัต์ด้วย 

ตวัอย่างงานวิจยัของ Schreiber และคณะ (2006) ศกึษาการใช้คาร์บอนกมัมนัต์เป็นตวัดดู
ซบัแอนทราซีนท่ีปนเปือ้นในน า้ พบว่าคาร์บอนกมัมนัต์มีประสิทธิภาพในการดดูซบัแอนทราซีนได้
สงูท่ีสดุ ท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส  

นอกจากนีย้ังมีการประยุกต์ใช้คาร์บอนกัมมันต์เป็นวัสดุร่วมในการตรึงเซลล์เพ่ือเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการบ าบดัสิ่งแวดล้อม ตวัอย่างรายงานการวิจัยของ Kwon และคณะ (2009) 
ศกึษาการก าจดัฟีนอลโดยใช้เซลล์ตรึงของ Pseudomonas fluorescence KNU417 พบว่าการตรึง
เซลล์โดยใช้พอลิไวนิล แอลกอฮอล์และแซนแทนกัมโดยมีคาร์บอนกัมมันตความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นตวัร่วม สามารถก าจัดฟีนอลความเข้มข้น 300 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 100 
เปอร์เซ็นต์ ภายใน 120 ชัว่โมง ซึ่งสงูกว่าเซลล์ตรึงท่ีปราศจากการใช้คาร์บอนกมัมนัต์เป็นตวัร่วมท่ี
ไมส่ามารถก าจดัฟีนอล ภายในระยะเวลาท่ีเทา่กนั 
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บทที่  3 
อุปกรณ์ ซคมีภัณฑ์ และวิธีการด าซนินงานวิจัย 

อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
1) กระบอกฉีดยาพลาสตกิ ขนาด 1 มิลลิลิตร บริษัท Nippo, Thailand 

2) ขวดรูปชมพูข่นาด 250 และ 500 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, USA 

3) เคร่ือง Thin-layer Chromatography ท่ีมีเคร่ืองตรวจวดัชนิด Flame ionization detector 

รุ่น Iatroscan TM MK-6/65 บริษัท Mitsubishi Kagaku latron, INC., Japan 

4) เคร่ืองเขย่าชนิดควบคมุอณุหภูมิ (controlled environment incubator shaker) รุ่น D1100 

บริษัท Labnet International, Inc., USA 

5) เคร่ืองชัง่ P2002-S และ AG285 บริษัท Mettle Toledo, Switzerland 

6) เคร่ืองนึง่อบฆา่เชือ้ (autoclave) บริษัท Kakusa, Japan 

7) เคร่ืองป่ันผสม (vortex mixer) รุ่น Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 

8) เคร่ืองป่ันเหว่ียงชนิดควบคมุอณุหภมูิ รุ่น 1920 บริษัท Kubota, Japan 

9) เคร่ืองระเหยสญุญากาศ (evaporator) บริษัท Eyela, Japan 

10) เคร่ืองวดัการดดูกลืนแสง (spectophotometer) รุ่น UV-160A บริษัท Shimadzu, Japan 

11) ตู้ เข่ียเชือ้แบบ ISSCO laminar flow รุ่น HT-122.5 บริษัท International Scientific 

Supply, Japan 

12) ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต ่า (deep freezer) อุณหภูมิ -20oซ รุ่น MDF-U332 บริษัท Sanyo 

Electric, Japan 

13) ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต ่า (deep freezer) อุณหภูมิ -70oซ รุ่น ULT1786 บริษัท Forma, 

USA 
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14) ตู้บม่เชือ้อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส รุ่น BE 800 บริษัท Memmert, Germany 

15) ตู้อบฆา่เชือ้ (hot air oven) รุ่น D06063 บริษัท Memmert, Germany 

16) แทง่ Chromarod บริษัท Mitsubishi Kagaku latron, INC., Japan 

17) ไมโครปิเปตต์ (micropipette) ขนาด 2, 10, 20, 200, 1000, 5000 ไมโครลิตร บริษัท 

Gilson, France 

18) หลอดทดลองขนาด 20 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, USA 

19) ชดุหวักรองส าเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดความกว้างรู 0.2 ไมโครเมตร บริษัท ChromTech, 

USA 

20) เคร่ืองวดัแรงตงึผิว (Tensiometer) รุ่น DCAT 11 บริษัท Data Physics, Germany 

21) เคร่ืองวดัเนือ้สมัผสั (Texture analyzer) รุ่น TA.XT.Icon บริษัท Charpa Techcenter, UK 

22) เคร่ือง Scaning Electron Microscopy (SEM) รุ่น JSM-5410LV บริษัท JEOL, Japan 

23) เคร่ือง Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM) ย่ีห้อ Nikon, Germany 

24) เคร่ือง Surface Area Analyzer รุ่น BelsorpII mini บริษัท Bel, Japan 

25) เคร่ืองป่ันเหว่ียงชนิดตัง้โต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น MIKRO20 บริษัท Hettich, 

Germany 

26) เคร่ืองตรวจสอบเจล (Gel documentation system) รุ่น Gel DOC 2000TM บริษัท Bio-

Rad, USA 

27) เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) รุ่น 2400 บริษัท Perkin Elmer, USA 

และ รุ่น MJ MiniTM Personal Thermal Cycler บริษัท Kakusa, Japan 

28) เคร่ืองวดัคา่ความเป็นกรด-ดา่ง (pH meter) รุ่น 240 บริษัท Corning, USA 
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ซคมีภณัฑ์ 

1) 100 base pair DNA ladder บริษัท Bio-Rad, USA 

2) 1-octadecanol บริษัท sigma, Japan 

3) Lambda HindIII บริษัท Bio-Rad, USA 

4) Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) บริษัท Sigma, USA 

5) กรดอะซีตกิเข้มข้น 7 น า้ (glacial CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 

6) กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท BDH Chemicals, Australia 

7) คลอโรฟอร์ม (chloroform) บริษัท RCI Labscan, Thailand 

8) คาร์บอนกมัมนัต์ (activated carbon) บริษัท Carbokarn, Thailand 

9) แคลเซียมคลอไรด์ ไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O) บริษัท Merck, Germany 

10) ไคโตซาน บริษัท Eland Corporation, Thailand  

11) ชดุเอนไซม์ Taq DNA polymerase บริษัท New England Biolabs, USA 

12) ชดุ FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit บริษัท Invitrogen, USA 

13) โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany 

14) โซเดียมซลัเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) บริษัท Merck, Germany 

15) โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (Sodium dodecyl sulfate, SDS), (C12H25OSO3) บริษัท Nacalai 

Tesque, Japan 

16) โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษัท Merck, Germany 

17) ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) บริษัท Merck, Germany 
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18) ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany 

19) ไดเมธิลฟอร์มาไมด์ (dimethyl formamide, DMF) บริษัท Biobasic, INC., USA 

20) ไดเอธิลอีเทอร์ ((C2H5)O) บริษัท Merck, Germany 

21) ทริปโตน (tryptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 

22) นอร์มลัเฮกเซน (n-hexane) บริษัท Merck, Germany 

23) แบคโตอะการ์ (bacto agar) บริษัท Difco, USA 

24) โปรตีนเนสเค (Proteinase K) บริษัท US Biological, USA 

25) ผงสกดัจากยีสต์ (yeast extract) บริษัท Difco Laboratories, USA 

26) โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟส (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

27) ฟีนอล (phenol) บริษัท Merck, Germany 

28) ฟีแนนทรีน (phenanthrene) บริษัท Sigma, USA 

29) เฟอร์รัสคลอไรด์ เฮกซะไฮเดรต (FeCl3·6H2O) บริษัท Merck, Germany 

30) เมทานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 

31) แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) บริษัท Merck, Germany 

32) แมกนีเซียมซลัเฟต เฮพทะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) บริษัท Carlo, ERBA, France 

33) สารละลาย dNTP ได้แก่ dATP  dCTP  dGTP  และ dTTP บริษัท Fermentas,Canada 

34) ยเูรีย (Urea) บริษัท Merck, Germany 

35) ไรโบนิวคลีเอสเอ (Rnase A) บริษัท Promega, USA 

36) อะกาโรสเจล (agarose gel) บริษัท IUAI, Japan 
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37) เอทิลีนไดเอมีนเททราอะซิติกแอซิก (ethylenediaminetetraacetic acid. EDTA), 

(C10H14N2O8Na2·2H2O) บริษัท Sigma, USA 

38) แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) บริษัท Merck, Germany 

39) ไอโซโปรพานอล (isopropanol) บริษัท Merck, Germany 

40) เฮกซะเดคเคน (CH3(CH2)14CH3) บริษัท Sigma-aldrich, Germany 
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ไพรซมอร์ที่ใช้ในการวิจัย 
ตารางท่ี 3.1 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA 

ไพรเมอร์ ล าดบันิวคลีโอไทด์ (5’ ถึง 3’) ขนาดคาดหวงั (bp) เอกสารอ้างอิง 

350F TAC GGG AGG CAG CAG 
170 Muyzer และคณะ 1993 

520R ACC GCG GCT GCT GGC 

ตารางท่ี 3.2 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบริเวณยีนท่ีประมวลรหสัแอลเคนไฮดรอกซิเลส 
ไพรเมอร์ ล าดบันิวคลีโอไทด์ (5’ ถึง 3’) ยีน ขนาดคาดหวงั (bp) เอกสารอ้างอิง 
ALK-1F 
ALK-1R 

CAT AAT AAA GGG CAT CAC CGT 
GAT TTC ATT CTC GAA ACT CCA AAC 

alkB 185 

Kohno และคณะ, 2002 
ALK-2F 
ALK-2R 

GAG ACA AAT CGT CTA AAA CGT AA 
TTG TTA TTA TTC CAA CTA TGC TC 

alkM 271 

ALK-3F 
ALK-3R 

TCG AGC ACA TCC GCG GCC ACC A 
CCG TAG TGC TCG ACG TAG TT 

alkB1 330 

29 
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ตารางท่ี 3.2 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช้ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบริเวณยีนท่ีประมวลรหสัแอลเคนไฮดรอกซิเลส (ตอ่) 

ไพรเมอร์ ล าดบันิวคลีโอไทด์ (5’ ถึง 3’) ยีน 
ขนาดคาดหวงั 

(bp) 
เอกสารอ้างอิง 

alkB-1F 
alkB-1R 

AAY ACN GCN CAY GAR CTN GGN CAY AA 
GCR TGR TGR TCN GAR TGN CGY TG 

alkB 550 Kloos และคณะ, 2006 

alkB1-F 
alkB1-R 

ATC TGG GCG CGT TGG GAT TTG AGC G 
CGC ATG GTG ATC GCT GTG CCG CTG C 

alkB1 629 
Whyte และคณะ, 2002 

alkB2-F 
alkB2-R 

ACT CTG GCG CAG TCG TTT TAC GGC C 
CCC ACT GGG CAG GTT GGG CGC ACC G 

alkB2 552 

CYP153-F1 
CYP153-R2 

ATG TTY ATY GCN ATG GAY CCN 
GCG RTT VCC CAT RCA RCG RTG 

CYP153 820 Wang และคณะ, 2011 

P450F 
P450R 

TGT CGG TTG AAA TGT TCA TYG CNM TGG AYC C 
TGC AGT TCG GCA AGG CGG TTD CCS RYR CAV CKR TG 

CYP153 800 Wang และคณะ, 2010 

almAwf 
almAwr 

GGN GGN ACN TGG GAY CTN TT 
ATR TCN GCY TTN AGN GTC C 

almA 1131 Liu และคณะ, 2011 

 

30 
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ตารางท่ี 3.3 แบคทีเรียท่ีใช้ในงานวิจยั 

ชนิดแบคทีเรีย รหสัเชือ้ท่ีฝากเก็บ แหลง่ท่ีมา เอกสารอ้างอิง 
Acinetobacter sp. R2   TISTR 2004 น า้เสียปนเปือ้นน า้มนั จ.กรุงเทพฯ  สิทธิ  ทาทอง, 2550 

Novosphingobium sp. PCY  TISTR 2007 
ดนิตะกอนป่าชายเลนบริเวณศนูย์อนรัุกษ์และศกึษาระบบ
นิเวศป่าชายเลน จ.เพชรบรีุ  

พรหมฉตัร  เจริญพฒัน์, 
2551 

Pseudoxanthomonas sp. 
RN402  

TISTR 2059 ดนิบริเวณรางรถไฟ จ.นครราชสีมา  Klankeo และคณะ, 2009 

Rhodococcus sp. W2-01 TISTR 2060 
ดนิปนเปือ้นน า้มนัปิโตรเลียม จ.กรุงเทพฯ  

วลัย์วสนัต์  ว่องวงศ์ศรี, 
2551 Serratia sp. W4-01  TISTR 2061 

Sphingobium sp. P2  TISTR 2006 ดนิปนเปือ้นน า้มนัเคร่ืองบริเวณอูซ่อ่มรถยนต์ จ.ปราจีนบรีุ Pinyakong และคณะ, 2003 
Sphingomonas sp. A4  TISTR 2042 ดนิปนเปือ้นบริเวณท่ีทบัถมของเสียจากอตุสาหกรรม  Komatsu และคณะ, 1993  

31 



32 
 

วิธีด าซนินงานวิจัย 

3.1 คัดกรองแบคทีซรียท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการก าจัดน า้มันดีซลล 

3.1.1  ทดสอบความสามารถการก าจัดน า้มันดีซลลของแบคทีซรีย 
3.1.1.1  เตรียมหวัเชือ้แบคทีเรียเพ่ือใช้ทดสอบความสามารถการก าจดัน า้มนัดีเซล โดย

แบคทีเรียท่ีใช้ต้องผา่นการกระตุ้นแอคทิวิตีของแบคทีเรีย ท าโดยเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว  LB ท่ีเจือ
จาง 10 เท่า (ภาคผนวก ก) ท่ีมีน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นตวักระตุ้น 
จากนัน้เข่ียโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรียจากอาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) (ภาคผนวก ก) ลงใน
อาหารเหลว LB ท่ีเจือจาง 10 เท่า ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร 
จากนัน้เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 – 72 ชัว่โมง จากนัน้ป่ันแยก
เซลล์ด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียง ล้างเซลล์ในสารละลาย 0.85 เปอร์เซ็นต์ (w/v) โซเดียมคลอไรด์ ท าซ า้
ขัน้ตอนดงักลา่ว 2 ครัง้  น าเซลล์ท่ีได้มาแขวนลอยใน 0.85 เปอร์เซ็นต ์(w/v) โซเดียมคลอไรด์  

3.1.1.2  ศึกษาความสามารถในการก าจดัน า้มนัดีเซลของแบคทีเรีย โดยเติมหวัเชือ้ให้มี
ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 107 CFU ตอ่มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว Carbon Free Mineral Medium 
(CFMM) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งเติมน า้มนั
ดีเซลความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร จากนัน้เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 5 วนั โดยมีชดุควบคมุคือ ชดุท่ีเติมน า้มนัแตไ่ม่เติมหวัเชือ้ ท าการทดลอง 3 ซ า้ จากนัน้
สกดัน า้มนัท่ีเหลืออยู่และวิเคราะห์หาปริมาณโดยใช้เทคนิค TLC-FID ตามวิธีท่ีระบใุนข้อ 3.4 และ
น าตวัอยา่งมานบัจ านวนแบคทีเรีย ตามวิธีท่ีระบใุนข้อ 3.1.1.3 

3.1.1.3  นบัจ านวนแบคทีเรีย โดยน าตวัอย่างจากข้อ 3.1.1.2 มานบัจ านวนแบคทีเรียโดย

วิธีการ drop plate บนอาหารแข็ง LB และบม่ท่ี 30 องศาเซสเซียส นาน 24 ชัว่โมง จากนัน้นบั

จ านวนโคโลนี เพ่ือค านวณหาปริมาณแบคทีเรียตอ่มิลลิลิตร 

3.1.2  ตรวจสอบความสามารถในการสร้างสารลดแรงตงึผิวของแบคทีซรียซบือ้งต้น 
3.1.2.1  เพาะเลีย้งแบคทีเรียทัง้ 7 สายพนัธุ์ (ตารางท่ี 3.3) เพ่ือตรวจสอบความสามารถใน

การสร้างสารลดแรงตึงผิวเบือ้งต้นของแบคทีเรีย ท าโดยใช้วิ ธีการท่ีดัดแปลงวิ ธีมาจาก 

Abouseoud และคณะ (2007) โดยเติมหวัเชือ้ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 107 CFU ตอ่มิลลิลิตร 

ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีน า้มนั

ดีเซล 3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) น าไปเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั 
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จากนัน้ป่ันแยกเซลล์และน า้มนัด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เก็บส่วนน า้ใสท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้ในการ

วิเคราะห์คา่แรงตงึผิว ข้อ 3.1.2.2 และคา่ดรรชนีของอิมลัชนัข้อ 3.1.2.3 

3.1.2.2  วิเคราะห์คา่แรงตงึผิว โดยน าส่วนน า้ใสท่ีได้จากข้อ 3.1.2.1 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 

มาวดัคา่แรงตงึผิวด้วยเคร่ืองวดัแรงตงึผิวด้วยเคร่ือง  Tensiometer ท าการทดลอง 3 ซ า้ และมีชดุ

ควบคมุคือ ชดุท่ีเตมิน า้มนัแตไ่มเ่ตมิหวัเชือ้ 

3.1.2.3  วิเคราะห์คา่ดรรชนีของอิมลัชนั (Emulsion Index, E24 ) ด้วยวิธีการท่ีดดัแปลงมา

จากวิธีการของ Barreto และคณะ (2010) โดยน าส่วนน า้ใสจากข้อ 3.1.2.1 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

เติมในน า้มนัดีเซล ท่ีมีปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในหลอดฝาเกลียว ป่ันท่ีความเร็วสูง เป็นเวลา 2 

นาที ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยท าการทดลอง 3 ซ า้ หาคา่เปอร์เซ็นต์ดรรชนี

ของอิมลัชนั ดงัสมการ 

E24  (เปอร์เซ็นต์) = (สว่นสงูของชัน้อิมลัชนั / สว่นสงูทัง้หมดของของเหลว) x 100 

3.1.3  ตรวจสอบความสามารถในการซกิดไฮโดรโฟบิกของแบคทีซรีย 
ตรวจสอบการเกิดไฮโดรโฟบิกตามวิธีของ Costa และคณะ (2010) โดยเลีย้งแบคทีเรียทัง้ 7 

สายพันธุ์  (ตารางท่ี 3.2) ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตรท่ีบรรจุอาหาร LB ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร เขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

จากนัน้ป่ันแยกเซลล์ด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 8000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ล้างตะกอนเซลล์ 2 ครัง้ และแขวนลอยเซลล์ด้วย ฟอสเฟต ยูเรีย 

แมกนีเซียมซลัเฟต บฟัเฟอร์, pH 7.1 (ภาคผนวก ข) น าเซลล์ท่ีแขวนลอยไปวดัคา่การดดูกลืนแสง

ท่ีความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร ปรับให้ได้คา่เท่ากบั 1.0 จากนัน้น าเซลล์ท่ีแขวนลอยท่ีเตรียมไว้ 

ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมกบัเฮกซะเดคเคน (hexadecane) หรือดีเซล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน

หลอดทดลองท่ีมีฝาเกลียวปิด จากนัน้เขย่าอย่างแรง เป็นเวลา 1 นาที หลงัจากผสมให้เข้ากนัแล้ว 

ตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือให้เกิดการแยกชัน้ เม่ือครบเวลาชัน้น า้จะถกูน ามาวดัคา่การดดูกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร ท าการทดลอง 3 ซ า้ ค านวณการเกิดไฮโดรโฟบกิ ดงัสมการ 
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การเกิดไฮโดรโฟบกิ ( เปอร์เซ็นต์) = (1 – คา่ OD400 หลงัจากผสมไฮโดรคาร์บอน) x 100 
            คา่ OD400 เร่ิมต้น 

3.1.4  ตรวจสอบยีนที่ซก่ียวข้องในการก าจัดน า้มันดีซลลในแบคทีซรีย 
3.1.4.1  สกดัดีเอ็นเอจากแบคทีเรียตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999) โดย เข่ียโคโลนี

เด่ียวของแบคทีเรียสายพนัธุ์บริสทุธ์ิลงในหลอดทดลองท่ีบรรจอุาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
เขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ถ่ายเชือ้
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองไมโครฟิวจ์ ป่ันแยกเซลล์ด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียงระดับ
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ท าซ า้ 3 ครัง้ 
แขวนลอยเซลล์ในบฟัเฟอร์ TE ปริมาตร 517 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) ให้เป็นเนือ้เดียวกนั เติม
เอนไซม์ไลโซไซม์ ความเข้มข้น 60 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) 
ผสมให้เข้ากนัโดยการกลบัหลอดไปมา บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติม
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (sodium dodecyl sulfate:SDS) ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ 
ปริมาตร 30 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) ผสมให้เข้ากนั โดยการกลบัหลอดไปมา เติมเอนไซม์โปรตีน
เนสเค (proteinase K) ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร (ภาคผนวก 
ข) ผสมให้เข้ากนั โดยการกลบัหลอดไปมา บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เติมโซเดียม
คลอไรด์ (NaCl) ความเข้มข้น 5 โมลาร์ ปริมาตร 120 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) ผสมให้เข้ากัน 
โดยการกลบัหลอดไปมา เติมสารละลาย CTAB/NaCl ปริมาตร 250 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) 
ผสมให้เข้ากัน โดยการกลับหลอดไปมา บ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เติม
คลอโรฟอร์ม ในปริมาตรท่ีเท่ากับปริมาตรสารละลายสุดท้าย ผสมให้เข้ากันโดยเขย่าแรงๆ ป่ัน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที ดดูส่วนใสใส่หลอดทดลองไมโครฟิวจ์  
อนัใหม่ เติมฟีนอล/คลอโรฟอร์ม (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรท่ีเท่ากับปริมาตรของส่วนใส ผสมให้
เข้ากัน แล้วป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอด
ทดลองไมโครฟิวจ์อันใหม่ จากนัน้ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติมสารละลายไอโซโพรพานอลใน
ปริมาตรท่ีเท่ากับปริมาตรสดุท้ายของส่วนใสผสมให้เข้ากัน โดยการกลบัหลอดไปมา เป็นเวลา 1 
นาที จากนัน้ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิง้ จากนัน้ล้าง
ตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 450 ไมโครลิตร ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิง้ ระเหยเอทานอลจนตะกอนดีเอ็นเอแห้งท่ี
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เม่ือตะกอนดีเอ็นเอแห้งแล้ว เติมบฟัเฟอร์ TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
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และเอนไซม์อาร์เอ็นเอส (RNase) ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร 
(ภาคผนวก ข) บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

3.1.4.2  ตรวจสอบความสมบรูณ์ของดีเอ็นเอท่ีสกดัได้ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิส 
โดยเตรียมอะกาโรสเจลเข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) ท่ีหลอมในบฟัเฟอร์ TAE ความ
เข้มข้น 1 เทา่ (ภาคผนวก ข) เทลงในแม่พิมพ์ท่ีมีหวีเสียบอยู่ เม่ืออะกาโรสแข็งตวั วางชิน้อะกาโรส
เจลท่ีได้ลงในแชมเบอร์ เทบฟัเฟอร์ให้ทว่มอะกาโรสเจล ผสมผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรส
กับสีย้อม จากนัน้หยอดลงในช่องวิ่ง โดยช่องวิ่งท่ี 1 จะหยอดด้วยดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda 
HindIII (ภาคผนวก ข) ท่ีผสมกบัสีย้อมแล้ว ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนัน้ท าอิเลคโทรโฟเรซิส ใช้
ความต่างศกัย์ 100 โวลต์ จนกระทัง่สีติดตามเคล่ือนท่ีได้ในระยะทางท่ีเหมาะสม ย้อมอะกาโรส
เจลด้วยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ (ภาคผนวก ข) เป็นเวลา 10 นาที ตรวจดแูถบดีเอ็นเอด้วย
แสงอลัตร้าไวโอเลต 

3.1.4.3  ตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA น าดีเอ็นเอท่ีสกดัได้จากข้อ 3.1.4.1 
ตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้คู่โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ 
ดงัตารางท่ี 3.1 โดยใช้สว่นผสมของสารในปฏิกิริยา ดงันี ้

ความเข้มข้นสุดท้ายของแต่ละสารในปฏิกิริยามีดังนี ้สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด์ 
(MgCl2) ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ (ภาคผนวก ข) สารละลาย dNTP ความเข้มข้น 0.2 มิลลิ-    
โมลาร์ 1xTaq DNA polymerase ปริมาณ 2.5 หน่วย สารละลายไพรเมอร์ ความเข้มข้น 25        
พิโคโมลตอ่ไมโครลิตร (ของแตล่ะตวั) ดีเอ็นเอท่ีสกดัได้จากวิธีในข้อ 3.1.3.1 ปริมาณ 1 พิโคกรัม 
ถึง 1 ไมโครกรัม ปรับปริมาตรด้วยน า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ รวมส่วนผสมทัง้หมดให้มีปริมาตรสทุธิ 
30 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั จากนัน้ด าเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอ (DNA Thermo Cycle) โดยให้มีสภาวะดงันี ้

1) Initial denaturation ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   5  นาที 

2) Denaturation  ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30  วินาที 

3) Annealing  ท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30  วินาที 

4) Extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   1  นาที 

ท าซ า้ขัน้ตอน 2 ถึง 4 จ านวน 30 รอบ 

5) Final extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที 
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ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิสในบฟัเฟอร์ TAE ความ
เข้มข้น 1 เทา่ โดยใช้อะกาโรสเจลเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือตรวจสอบขนาดของผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยา
ลกูโซพ่อลิเมอร์เรส โดยการเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  

3.1.4.4  ตรวจสอบยีนท่ีเก่ียวข้องในการก าจดัน า้มนัดีเซล น าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้อ 
3.1.3.1 ตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ ดงัตารางท่ี 
3.2 โดยใช้สว่นผสมของสารในปฏิกิริยา ดงันี ้

ความเข้มข้นสุดท้ายของแต่ละสารในปฏิกิริยามีดังนี ้สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด์ 
(MgCl2) ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ สารละลาย dNTP ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ 1xTaq DNA 
polymerase ปริมาณ 2.5 หน่วย สารละลายไพรเมอร์ ความเข้มข้น 25 พิโคโมลตอ่ไมโครลิตร 
(ของแตล่ะตวั) ดีเอ็นเอท่ีสกดัได้จากวิธีในข้อ 3.1.3.1 ปริมาณ 1 พิโคกรัม ถึง 1 ไมโครกรัม ปรับ
ปริมาตรด้วยน า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ รวมส่วนผสมทัง้หมดให้มีปริมาตรสทุธิ  30 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากนั จากนัน้ด าเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo 
Cycle) โดยให้มีสภาวะท่ีเหมาะสมกบัไพรเมอร์ ดงันี ้
ไพรเมอร์ ALK-1F และ ALK-1R, ALK-2F และ ALK-2, ALK-3F และ ALK-3R ใช้สภาวะ 

1) Initial denaturation ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   5 นาที 

2) Denaturation  ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   1 นาที 

3) Annealing  ท่ีอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

4) Extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

ท าซ า้ขัน้ตอน 2 ถึง 4 จ านวน 30 รอบ 

5) Final extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   5 นาที 

ไพรเมอร์ alkB-1F และ alkB-1R ใช้สภาวะ 
1) Initial denaturation ท่ีอณุหภมูิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา    5 นาที 

2) Denaturation  ท่ีอณุหภมูิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

3) Annealing  ท่ีอณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

4) Extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   1 นาที 

ท าซ า้ขัน้ตอน 2 ถึง 4 จ านวน 35 รอบ 

5) Final extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
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ไพรเมอร์ alkB1-F และ alkB1-R, alkB2-F และ alkB2-R ใช้สภาวะ 
1) Initial denaturation ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

2) Denaturation  ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 

3) Annealing  ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 

4) Extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 

ท าซ า้ขัน้ตอน 2 ถึง 4 จ านวน 30 รอบ 

5) Final extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 

ไพรเมอร์ CYP153-F1 และ CYP153-R2 ใช้สภาวะ 
1) Initial denaturation ท่ีอณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   5 นาที 

2) Denaturation  ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที 

3) Annealing  ท่ีอณุหภมูิ 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

4) Extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   1 นาที 

ท าซ า้ขัน้ตอน 2 ถึง 4 จ านวน 35 รอบ 

5) Final extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

ไพรเมอร์ P450F และ P450R ใช้สภาวะ 
1) Initial denaturation ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   4 นาที 

2) Denaturation  ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

3) Annealing  ท่ีอณุหภมูิ 52 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

4) Extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   1 นาที 

ท าซ า้ขัน้ตอน 2 ถึง 4 จ านวน 32 รอบ 

5) Final extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

ไพรเมอร์ almAwf และ almAwr ใช้สภาวะ 
1) Initial denaturation ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   5 นาที 

2) Denaturation  ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

3) Annealing  ท่ีอณุหภมูิ 52 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
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4) Extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 

ท าซ า้ขัน้ตอน 2 ถึง 4 จ านวน 30 รอบ 

5) Final extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที 

ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิสในบฟัเฟอร์ TAE ความ
เข้มข้น 1 เทา่ โดยใช้อะกาโรสเจลเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือตรวจสอบขนาดของผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยา
ลกูโซพ่อลิเมอร์เรส โดยการเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  

เม่ือทดสอบความสามารถการก าจดัน า้มนัดีเซล การสร้างสารลดแรงตงึผิว การเกิดอิมลัชนั 
การเกิดไฮโดรโฟบิก และการมีอยู่ของยีนท่ีเก่ียวข้องในการก าจดัน า้มนัดีเซลของแบคทีเรียทัง้ 7 
สายพนัธุ์ แล้วเลือกมา 1 สายพนัธุ์ โดยพิจารณาจากความสามารถในการก าจดัน า้มนัดีเซลเป็น
หลกั นอกจากนีย้งัพิจารณาคณุสมบตัิในการสร้างสารลดแรงตึงผิว การเกิดไฮโดรโฟบิกกับดีเซล 
และการมีอยู่ของยีนท่ีเก่ียวข้องในการก าจดัน า้มันดีเซล เพ่ือน ามาใช้ในการทดลองขัน้ต่อไป คือ
การตรึงเซลล์แบคทีเรียเพ่ือใช้ในการก าจดัน า้มนัดีเซล 

3.2  ตรึงซลลล์แบคทีซรียที่มีประสิทธิภาพในการก าจัดน า้มันดีซลล 
3.2.1  ขึน้รูปซม็ดไคโตลาน-คาร์บอนกัมมันต์โดยแปรผันความซข้มข้นของไคโตลาน

และชนิดไคโตลาน 
ขึน้รูปเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกัมมนัต์ โดยใช้สารละลายไคโตซานจากกระดองป ูเปลือกกุ้ ง 

หรือแกนหมึก จากบริษัท อีแลนด์ คอร์ปอเรชนั จ ากดั ท่ีความเข้มข้น 2, 3 และ 4 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
โดยน าไคโตซานละลายใน 1 เปอร์เซ็นต์ (v/v) กรดแอซิติก เติมผงคาร์บอนกัมมันต์ท่ีมีขนาดผง 
325 mesh จากบริษัท คาร์โบกาญจน์ จ ากดั ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) หยดส่วนผสมลงใน 
2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์โดยให้มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางเม็ด  3 
มิลลิเมตร จากนัน้กวนตอ่อีก 10 นาที แล้วล้างวสัดตุรึงด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7 (ภาคผนวก ข) 
นาน 20 นาที 2 ครัง้ ซึ่งดดัแปลงวิธีมาจาก Kwon และคณะ (2009) จากนัน้คดัเลือกไคโตซานและ
ความเข้มข้นของไคโตซาน โดยพิจารณาจากการขึน้รูป รูปทรงและความแข็งแรงของวสัดตุรึง (ข้อ 
3.2.2) เพ่ือใช้ในการทดลองขัน้ตอ่ไป  

3.2.2  ทดสอบความแข็งแรงของวัสดุตรึง 
น าวสัดตุรึงจากข้อ 3.2.1 มาทดสอบความแข็งแรงของวสัดตุรึงโดยใช้เคร่ืองวดัเนือ้สมัผสั 

(texture analyzer) ท่ีมีหวัอะลมูิเนียม ทรงกระบอกขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 6 มิลลิเมตร คา่
ความเร็ว 0.1 มิลลิเมตรตอ่วินาที 
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3.3  ทดสอบประสิทธิภาพซลลล์ตรึงและการใช้ล า้ในการก าจัดน า้มันดีซลล 
3.3.1  ทดสอบประสิทธิภาพซลลล์ตรึงท่ีมีความแตกต่างขององค์ประกอบภายใน

ซลลล์ตรึงในการก าจัดน า้มันดีซลล 
เตรียมเซลล์ตรึงตามวิธีข้อ 3.2.1 โดยใช้ไคโตซานและความเข้มข้นของไคโตซานท่ีได้รับ

เลือกจากข้อ 3.2.1 และเติมหวัเชือ้ท่ีได้รับเลือกจากข้อ 3.1 ให้มีความเข้มข้นเร่ิมต้นท่ี OD600 ~ 1.8 
ลงในสารละลายไคโตซาน ซึ่งมีชดุการทดลองทัง้หมด 5 ชดุ ได้แก่ 1) ชดุการทดลองท่ีเติมเม็ดเจล
ไคโตซาน 2) ชดุการทดลองท่ีเติมเม็ดเจลไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ 3) ชดุการทดลองท่ีเติมเซลล์
ตรึงไคโตซาน 4) ชดุการทดลองท่ีเตมิเซลล์ตรึงไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ และ 5) ชดุการทดลองท่ี
เตมิเซลล์ตรึงไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ท่ีเชือ้ผ่านการฆ่าเชือ้โดยน าเชือ้ไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยอณุหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที  โดยมีชดุควบคมุ คือ 
ชุดการทดลองท่ีปราศจากการเติมแบคทีเรียและเม็ดเจลไคโตซาน -คาร์บอนกัมมันต์ จากนัน้
ทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึง โดยเติมเซลล์ตรึง ปริมาณ 6 เปอร์เซ็นต์ 
(w/v) ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมี
ความเข้มข้นของน า้มนัดีเซลเร่ิมต้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร จากนัน้เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อ
นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วนั ท าการทดลอง 3 ซ า้ เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณน า้มันดีเซลท่ี
เหลืออยูด้่วยเทคนิค TLC-FID ตามข้อ 3.4 

3.3.2  ทดสอบประสิทธิภาพซลลล์ตรึงท่ีมีความแตกต่างของความซข้มข้น
คาร์บอนกัมมันต์ในการก าจัดน า้มันดีซลล 

เตรียมเซลล์ตรึงตามวิธีข้อ 3.3.1 ท่ีซึ่งมีความเข้มข้นคาร์บอนกมัมนัต์ท่ีแตกตา่งกนัคือ 0, 1, 
2 และ 3 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้ทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึง โดยเติมเซลล์
ตรึง ปริมาณ 6 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่
ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีความเข้มข้นของน า้มนัดีเซลเร่ิมต้น 200 และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
จากนัน้เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วนั ท าการทดลอง 3 ซ า้ เพ่ือ
วิเคราะห์ปริมาณน า้มนัดีเซลท่ีเหลืออยู่ด้วยเทคนิค TLC-FID ตามข้อ 3.4 มีชุดควบคมุคือ ชุดท่ี
ปราศจากเซลล์ตรึง ต่อจากนัน้เลือกความเข้มข้นคาร์บอนกัมมนัต์ท่ีให้ผลประสิทธิภาพการก าจดั
น า้มนัดีเซลดีท่ีสดุเพ่ือใช้ในการทดลองขัน้ตอ่ไป 

3.3.3  ทดสอบประสิทธิภาพซลลล์ตรึงท่ีมีความแตกต่างของขนาดซลลล์ตรึงในการ
ก าจัดน า้มันดีซลล 

เตรียมเซลล์ตรึงตามวิธีข้อ 3.3.1 ท่ีซึ่งใช้ความเข้มข้นคาร์บอนกมัมนัต์ท่ีท าให้ผลการก าจดั
น า้มนัดีเซลดีท่ีสดุจากข้อ 3.3.2 โดยเซลล์ตรึงมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางแตกตา่งกนั คือ 3, 5 และ 
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10 มิลลิเมตร จากนัน้ทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดน า้มันดีเซลของเซลล์ตรึงตาม ข้อ 3.3.2 
ตอ่จากนัน้เลือกเซลล์ตรึงท่ีมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางท่ีให้ผลประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลดี
ท่ีสดุเพ่ือใช้ในการทดลองขัน้ตอ่ไป 

3.3.4  ทดสอบประสิทธิภาพซลลล์ตรึงในการก าจัดน า้มันดีซลล 
ทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึง แบง่การทดลองเป็น 2 วิธี คือ การ

ทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึงท่ีมีการเติมน า้มนัดีเซลทุก 2 วนั (ข้อ 
3.3.4.1) และการทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึงท่ีมีการเติมน า้มนัดีเซล
คงท่ี คือ 600 มิลลิกรัมตอ่ลิตร (ข้อ 3.3.4.2) 

3.3.4.1  ทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึงท่ีมีการเติมน า้มนัดีเซลทกุ 
2 วนั ท าได้โดยเตรียมเซลล์ตรึงตามวิธีข้อ 3.3.1 ท่ีซึ่งใช้ความเข้มข้นคาร์บอนกมัมนัต์ท่ีท าให้ผล
การก าจดัน า้มนัดีเซลดีท่ีสดุจากข้อ 3.3.2 และใช้เซลล์ตรึงท่ีมีขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางท่ีท าให้ผลการ
ก าจัดน า้มันดีเซลดีท่ีสุดจากข้อ 3.3.3 ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ลงในอาหารเหลว CFMM 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีความเข้มข้นของน า้มนัดีเซลเร่ิมต้น  
200 มิลลิกรัมต่อลิตร เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เติมน า้มนัดีเซล 200 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร และเก็บตวัอย่าง ทกุ 2 วนั จนกระทัง่เสร็จสิน้การทดลองคือ 14 วนั มีชดุควบคมุ 
คือชดุการทดลองท่ีเติมน า้มนัในน า้ปราศจากเซลล์ตรึง ท าการทดลอง 3 ซ า้ เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณ
น า้มนัดีเซลท่ีเหลืออยูด้่วยเทคนิค TLC-FID ตามข้อ 3.4 

3.3.4.2  ทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึงท่ีมีการเติมน า้มนัดีเซล
คงท่ี คือ 600 มิลลิกรัมตอ่ลิตร โดยท าตามวิธีในข้อ 3.3.4.1 แตใ่ช้ความเข้มข้นน า้มนัดีเซลเร่ิมต้น
เป็น 600 มิลลิกรัมตอ่ลิตร โดยไมต้่องเตมิเพิ่มอีกจนกระทัง่เสร็จสิน้การทดลอง 

3.3.5  ทดสอบประสิทธิภาพซลลล์ตรึงในการก าจัดน า้มันดีซลลที่ความซข้มข้นของ
น า้มันดีซลลแตกต่างกัน 

เตรียมเซลล์ตรึงตามวิธีข้อ 3.3.1 ท่ีซึ่งใช้ความเข้มข้นคาร์บอนกมัมนัต์ท่ีท าให้ผลการก าจดั
น า้มนัดีเซลดีท่ีสุดจากข้อ 3.3.2 และใช้เซลล์ตรึงท่ีมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางท่ีท าให้ผลการก าจดั
น า้มันดีเซลดีท่ีสุดจากข้อ 3.3.3 ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เติมลงในอาหารเหลว CFMM 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีความเข้มข้นของน า้มนัดีเซลเร่ิมต้น 
100, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ี
อณุหภูมิห้อง นาน 7 วนั และท่ีความเข้มข้นของน า้มนัดีเซลเร่ิมต้น 800 และ 1,000 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร เพิ่มระยะเวลาการบม่เป็น 14 วนัด้วย โดยมีชดุควบคมุ คือชดุการทดลองท่ีเติมน า้มนัในน า้
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ปราศจากเซลล์ตรึง ท าการทดลอง 3 ซ า้ เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณน า้มนัดีเซลท่ีเหลืออยู่ด้วยเทคนิค 
TLC-FID ตามข้อ 3.4 

3.3.6  ทดสอบประสิทธิภาพซลลล์ตรึงในการใช้ล า้ส าหรับการก าจัดน า้มันดีซลล 
เตรียมเซลล์ตรึงตามวิธีข้อ 3.3.1 ท่ีซึ่งใช้ความเข้มข้นคาร์บอนกมัมนัต์ท่ีท าให้ผลการก าจดั

น า้มนัดีเซลดีท่ีสุดจากข้อ 3.3.2 และใช้เซลล์ตรึงท่ีมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางท่ีท าให้ผลการก าจดั
น า้มันดีเซลดีท่ีสุดจากข้อ 3.3.3 ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เติมลงในอาหารเหลว CFMM 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีความเข้มข้นของน า้มนัดีเซลเร่ิมต้น 
100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง นาน 4 วนั หลงัจากการ
ก าจดัน า้ปนเปือ้นน า้มนัดีเซลรอบแรก ล้างเซลล์ตรึงด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7 จากนัน้จึงถ่ายไป
ยงัน า้ท่ีปนเปือ้นน า้มนัดีเซลในขวดใหม่ ใช้ซ า้ทัง้หมดอย่างน้อย 10 รอบ ตามวิธีดดัแปลงของ Lan 
และคณะ (2009) เก็บตวัอย่างมาวิเคราะห์ปริมาณน า้มนัดีเซลท่ีเหลืออยู่ด้วยเทคนิค TLC-FID 
ตามข้อ 3.4 และชัง่น า้หนกัเม็ดเจลไคโตซาน-คาร์บอนกัมมนัต์ในแต่ละรอบ มีชดุควบคมุ คือชุด
การทดลองท่ีเติมน า้มนัในน า้ปราศจากเซลล์ตรึงท าการทดลอง 3 ซ า้ นอกจากนีเ้ก็บตวัอย่างเซลล์
ตรึงในรอบท่ี 0, 6 และ 12 เพ่ือตรวจสอบการมีอยู่ของเซลล์ในวสัดตุรึง โดยใช้กล้องจลุทรรศน์
อิเลคตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) ตามวิธีท่ีระบใุนข้อ 3.5 และ
เก็บตวัอย่างเซลล์ตรึงในรอบท่ี 0 และ 12 เพ่ือตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเชือ้ โดยใช้กล้อง
จลุทรรศน์แบบส่องกราดด้วยแสงเลเซอร์ Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM) ตาม
วิธีท่ีระบใุนข้อ 3.6 

3.4  สกัดน า้มันและวิซคราะห์ปริมาณน า้มันดีซลลท่ีซหลืออยู่ด้วยซทคนิค TLC-FID 
3.4.1  สกัดน า้มันจากตัวอย่าง 
น าตวัอย่างมาสกัดน า้มันด้วยวิธีท่ีดดัแปลงจากวิธีของ Oh และคณะ (2000) โดยเติม

โซเดียมคลอไรด์ให้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.25 โมลาร์ ลงในตวัอย่างปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
จากนัน้เติมสเตียริลแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 6.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ข) แล้วเติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้ดดูชัน้ล่างท่ีเป็นส่วนของคลอโรฟอร์มลงในหลอดทดลองใหม่ จากนัน้
สกัดซ า้อีกครัง้ด้วยคลอโรฟอร์มปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติมสเตียริลแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 
6.25 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วระเหยแห้งด้วยเคร่ืองระเหยแห้งสญุญากาศ
แบบป่ันเหว่ียง จนปริมาตรของสารละลายเหลือ 1 มิลลิลิตร เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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3.4.2  วิซคราะห์ปริมาณน า้มันท่ีซหลือโดยวิธี TLC-FLD 
น าสารละลายท่ีสกัดได้จ านวน 1 ไมโครลิตร หยดลงบนแท่งโครมารอด จากนัน้วางแช่ใน

ภาชนะท่ีอ่ิมตวัด้วยไอของเฮกเซน (n-hexane) จนตัวท าละลายเคล่ือนท่ีได้ 10 เซนติเมตร 
(ประมาณ 25 นาที) จากนัน้น าไปวางในภาชนะท่ีอ่ิมตัวด้วยไอของไดคลอโรมีเทน 
(dichloromethane) 2 ครัง้ ครัง้แรกให้ตวัท าละลายเคล่ือนท่ีได้ 6.5 เซนติเมตร และครัง้ท่ีสอง 4 
เซนติเมตร (ประมาณ 12 นาที และ 5 นาทีตามล าดับ) และไดคลอโรมีเทนต่อเมทานอล 
(dichloromethane/methanol) อตัราส่วน 95 : 5 (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) ให้ตวัท าละลายเคล่ือนท่ี
ได้ 1 เซนติเมตร (ประมาณ 1 นาที) โดยแต่ละครัง้ของการเปล่ียนตวัท าละลาย จะน าแท่งโครมา
รอดระเหยแห้งในเคร่ืองอบแห้งท่ีอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ตรวจสอบปริมาณ
ไฮโดรคาร์บอนโดยใช้ flame ionization detector (FID) ท่ีมีอตัราการไหลของก๊าซไฮโดรเจน 160 
มิลลิลิตรตอ่นาที และอตัราการไหลของอากาศเป็น 2000 มิลลิลิตรตอ่นาที อตัราเร็วของการสแกน
คือ 30 วินาที/โครมารอด (Maruyama และคณะ, 2003) น าข้อมลูท่ีได้เพ่ือใช้ค านวณประสิทธิภาพ
การก าจดัน า้มนัดีเซล (เปอร์เซ็นต)์ ดงัสมการ 

ปริมาณน า้มนัท่ีถกูก าจดั (เปอร์เซ็นต์) =  ปริมาณน า้มนัที่ถกูก าจดัในชดุการทดลองเร่ิมต้น-วนัสดุท้าย x100 
ปริมาณน า้มนัที่ถกูก าจดัในชดุทดลองเร่ิมต้น 

3.5  ตรวจวิซคราะห์ซชือ้ในซม็ดไคโตลาน-คาร์บอนกัมมันต์ โดยใช้กล้องจุลทรรศน์
อิซลคตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) 

เซลล์ตรึงท่ีใช้ซ า้ในรอบท่ี 0, 6 และ 12 ถูกตรวจสอบการมีอยู่ของเชือ้ในเม็ดไคโตซาน-
คาร์บอนกมัมนัต์ ซึ่งตวัอย่างจะถกูแช่ในกลตูาแอลดีไฮด์ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์ ในฟอสเฟต 
บฟัเฟอร์ นาน  1 – 2 ชัว่โมง แล้วล้างด้วยเอทานอล (30, 50, 70 และ 95 เปอร์เซ็นต์) ความเข้มข้น
ละ 10 นาที จากนัน้ล้างด้วยเอทานอล 100 เปอร์เซ็นต์ 3 ครัง้ ครัง้ละ 10 นาที ท าตวัอย่างให้แห้ง
แล้วจึงเคลือบตวัอย่างด้วยทอง ตรวจสอบการมีอยู่ของเชือ้ในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์โดย
ใช้กล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบสอ่งกราด (SEM)  

3.6  ตรวจสอบการมีชีวิตรอดของซชือ้ โดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราดด้วยแสง
ซลซลอร์ (Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM) 

เซลล์ตรึงท่ีใช้ซ า้ในรอบท่ี 0 และ 12 ถูกตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเชือ้ โดยใช้ชุด 
FilmTracer™ LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit (MolecularProbes, USA) ตามวิธีท่ีระบใุน
คูมื่อ ท าได้โดยบดเซลล์ตรึง 0.5 กรัม ละลายในน า้กลัน่ปลอดเชือ้ 1 มิลลิลิตร จากนัน้กรองด้วยผ้า
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ขาวบาง น าส่วนใสย้อมด้วย ชดุ FilmTracer™ บม่นาน 20 นาที ในท่ีมืด ตรวจสอบการมีชีวิตรอด
ของเชือ้โดยใช้กล้องจลุทรรศน์แบบส่องกราดด้วยแสงเลเซอร์ (CLSM) ใช้ความยาวคล่ืน 448 นา
โนเมตร (สีเขียว) และ 543 นาโนเมตร (สีแดง) 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 การคัดกรองแบคทีซรียท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการก าจัดน า้มันดีซลล 
4.1.1 ความสามารถการก าจัดน า้มันดีซลลของแบคทีซรีย 
การทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ในอาหาร

เหลว CFMM ของแบคทีเรีย 7 สายพนัธุ์ (ตารางท่ี 3.3) เม่ือบม่นาน 5 วนั พบว่าประสิทธิภาพการ

ก าจดัอยูใ่นชว่ง 39 – 67 เปอร์เซ็นต์ โดย Serratia sp.W4-01 มีประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซล

สงูสุดคือ 67 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาได้แก่ Rhodococcus sp. W2-01, Novosphingobium sp. 

PCY, Sphingobium sp. P2, Sphingomonas sp. A4, Pseudoxanthomonas sp. RN402 และ 

Acinetobacter sp. R2 ซึ่งมีประสิทธิภาพการก าจดั  61, 59, 54, 45, 44 และ 39 เปอร์เซ็นต์ 

ตามล าดบั แสดงดงัรูปท่ี 4.1 โดยมีชุดควบคุมคือ ชุดท่ีเติมน า้มันแต่ไม่เติมหัวเชือ้ ซึ่งผลการ

ทดลองท่ีแสดงนีเ้ป็นคา่ท่ีได้หกัลบผลท่ีได้จากชดุควบคมุแล้ว 

 

รูปท่ี 4.1 ประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลท่ีความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้ 

Sphingomonas sp. A4,  Sphingobium sp. P2, Novosphingobium sp. PCY, Acinetobacter 

sp. R2, Pseudoxanthomonas sp. RN402, Rhodococcus sp. W2-01และ Serratia sp.W4-

01 ในอาหารเหลว CFMM เป็นเวลา 5 วนั 
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การนบัจ านวนแบคทีเรียในวนัเร่ิมต้นและสุดท้ายของการทดสอบประสิทธิภาพการก าจัด
น า้มนัดีเซลการโดยวิธีการ drop plate ได้ผลดงัตารางท่ี 4.1 ซึ่งพบว่า Serratia sp. W4-01 
สามารถเจริญได้ดี 
 ตารางท่ี 4.1 จ านวนแบคทีเรียท่ีใช้ทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซล 

4.1.2 ความสามารถในการสร้างสารลดแรงตงึผิวซบือ้งต้นของแบคทีซรีย 
ในการทดสอบความสามารถในการสร้างสารลดแรงตึงผิวเบือ้งต้นของแบคทีเรียเม่ือใช้

น า้มนัเป็นแหลง่คาร์บอน สามารถวิเคราะห์คา่แรงตงึผิว และวิเคราะห์คา่ดรรชนีของอิมลัชนั ได้ผล

แสดงดงัตารางท่ี 4.2 

แบคทีเรีย 

จ านวนแบคทีเรียในอาหารเหลว CFMM ท่ีมีน า้มนั
ดีเซล 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ( CFU ml-1) 

วนัท่ี 0 วนัท่ี 5 

Sphingomonas sp. A4 7.7±0.6x107 8.7±0.6 x107 

Sphingobium sp. P2 9.0±0.6 x107 7.7±0.6 x106 

Novosphingobium sp. PCY 9.7±0.6 x107 8.7±0.6 x106 

Acinetobacter sp. R2 9.3±0.6 x107 8.0±1.0 x106 

Pseudoxanthomonas sp. RN 402 7.0±1.0 x107 8.3±1.1 x107 

Rhodococcus sp. W2-01 2.7±1.1 x107 4.0±1.0 x107 

Serratia sp. W4-01 4.3±1.5 x107 5.3±0.6 x109 
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ตารางท่ี 4.2 คา่แรงตงึผิวของอาหารเหลว CFMM ท่ีมีน า้มนัดีเซลเป็นแหล่งคาร์บอน หลงัผ่านการ
เพาะเลีย้งแบคทีเรีย นาน 7 วนั  

ผลการทดสอบความสามารถในการสร้างสารลดแรงตงึผิวของแบคทีเรีย พบว่าแบคทีเรียท่ีมี
ความสามารถในการลดแรงตงึผิวของอาหาร CFMM ท่ีมีน า้มนัดีเซล 3 เปอร์เซ็นต์ เรียงจากมากไป
หาน้อย ได้แก่ Sphingobium sp. P2, Novosphingobium sp. PCY, Sphingomonas sp. A4, 
Pseudoxanthomonas sp. RN 402,  Acinetobacter sp. R2, Rhodococcus sp. W2-01 และ 
Serratia sp. W4-01 โดย Sphingobium sp. P2 สามารถลดแรงตงึผิวของอาหาร CFMM ท่ีมี
น า้มนัดีเซล 3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ได้มากท่ีสดุคือ ลดจาก 59 mN/M เหลือ 39 mN/M ส่วนผลการ
ทดสอบค่าดรรชนีอิมลัชนั ไม่พบการเกิดอิมลัชนัระหว่างน า้เลีย้งเชือ้กับน า้มนัดีเซลในทัง้ 7 สาย
พนัธุ์ของแบคทีเรียท่ีใช้ทดสอบ 

 
 

แบคทีเรีย 
แรงตงึผิว (mN/M) 

น า้มนัดีเซล = แหลง่คาร์บอน 

Sphingomonas sp. A4 46.0 ± 4.3 

Sphingobium sp. P2 39.3 ± 1.1 

Novosphingobium sp. PCY 42.0 ± 2.6  

Acinetobacter sp. R2 52.3 ± 0.6 

Pseudoxanthomonas sp. RN 402 49.0 ± 2.6 

Rhodococcus sp. W2-01 52.3 ± 3.5 

Serratia sp. W4-01 56.3 ± 1.5 

Control 59.0 ± 0.0 
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4.1.3 ลักษณะสมบัตกิารซกิดไฮโดรโฟบิกของแบคทีซรียแต่ละสายพันธ์ุ 
ลกัษณะสมบตัิการเกิดไฮโดรโฟบิกของแบคทีเรียทัง้ 7 สายพนัธุ์ (ตารางท่ี 3.3) ท่ีเกิดกับ 

เฮกซะเดคเคนและน า้มนัดีเซล สามารถค านวณคา่ประสิทธิภาพการเกิดไฮโดรโฟบิก (ข้อ 3.1.2.3) 
ได้ผลดงัแสดงตารางท่ี 4.3 
ตารางท่ี 4.3  คา่การเกิดไฮโดรโฟบิกระหวา่งเซลล์ของแบคทีเรียกบัเฮกซะเดคเคนและน า้มนัดีเซล 

แบคทีเรีย 

การเกิดไฮโดรโฟบกิกบัไฮโดรคาร์บอน 
(เปอร์เซ็นต์) 

เฮกซะเดคเคน น า้มนัดีเซล 

Sphingomonas sp. A4 64.3 ± 5.1 71.4 ±3.7 

Sphingobium sp. P2 0.8 ± 0.6 0.1 ± 0.3 

Novosphingobium sp. PCY 22.4 ± 1.3 12.3 ± 1.3 

Acinetobacter sp. R2 20.7 ± 2.6 16.5 ± 2.2 

Pseudoxanthomonas sp. RN 402 10.3 ± 3.1 2.0 ± 1.4 

Rhodococcus sp. W2-01 40.5 ± 5.2 36.3 ± 0.2 

Serratia sp. W4-01 94.3 ± 2.3 81.1 ± 3.8 

พบว่า Serratia sp. W4-01 สามารถเกิดไฮโดรโฟบิกทัง้กบัเฮกซะเดคเคนและดีเซลได้มาก

ท่ีสดุ คือ 94 เปอร์เซ็นต์ และ 81 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ซึ่งความสามารถในการเกิดไฮโดรโฟบิกจะ

ช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพในการเข้าถึงน า้มันได้มากขึน้จึงช่วยก าจัดน า้มันได้ ดังนัน้การเกิด

ไฮโดรโฟบิกจึงเป็นปัจจัยหนึ่งท่ีส าคัญในการใช้คัดกรองแบคทีเรียท่ีจะถูกน าไปตรึงในเม็ด           

ไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์เพ่ือก าจดัน า้มนัดีเซล 
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4.1.4 การมีอยู่ของยีนท่ีซก่ียวข้องในการก าจัดน า้มันดีซลลของแบคทีซรีย 
เม่ือสกดัดีเอ็นเอจากแบคทีเรียทัง้ 7 สายพนัธุ์ ตามวิธีข้อ 3.1.4.1 เพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ

และน าไปท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสโดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกับยีนประมวลรหัสเอนไซม์ท่ี
เก่ียวข้องในการก าจดัน า้มนัคือ เอนไซม์แอลเคนไฮดรอกซิเลส  
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ผลการตรวจสอบผลิตภัณฑ์โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิส  พบผลิตภัณฑ์จาก
ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอร์เรส เม่ือใช้คูไ่พรเมอร์ ALK2-F และ ALK2-R (Kohno และคณะ, 2002) 
โดยออกแบบจากล าดบันิวคลีโอไทด์ ท่ีจ าเพาะต่อยีน alkM ซึ่งประมวลรหัสเอนไซม์แอลเคน      
ไฮดรอกซิเลส ท่ีเก่ียวข้องกบัการย่อยสลายแอลเคนท่ีมีคาร์บอนมากกว่า 12 อะตอม (Kohno และ
คณะ, 2002)  ตามขนาดท่ีคาดหวงัคือ 271 bp เม่ือใช้ดีเอ็นเอของ Acinetobacter sp. R2 เป็น    
ดีเอ็นเอแมแ่บบ แสดงดงัรูปท่ี 4.2  

 

 
รูปท่ี 4.2 ผลการตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอร์เรส  โดยใช้ไพรเมอร์ ALK2 ท่ี
จ าเพาะกบัยีน alkM 
ชอ่งวิ่งท่ี 1 คือ 100 bp DNA ladder 
ชอ่งวิ่งท่ี 2 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Acinetobacter sp. R2 

(positive control จากสิทธิ ทาทอง, 2550) 
ชอ่งวิ่งท่ี 3 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Sphingomonas sp. A4 
ชอ่งวิ่งท่ี 4 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Sphingobium sp. P2 
ชอ่งวิ่งท่ี 5 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Novosphingobium sp. 

PCY 
ชอ่งวิ่งท่ี 6 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Acinetobacter sp. R2 
ชอ่งวิ่งท่ี 7 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Pseudoxanthomonas sp. 

RN402 
ชอ่งวิ่งท่ี 8 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Rhodococcus sp. W2-01 
ชอ่งวิ่งท่ี 9 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Serratia sp.W4-01 
ชอ่งวิ่งท่ี 10 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสท่ีไมเ่ตมิดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพนัธุ์ใด  

  1      2     3     4      5     6      7     8     9     10  

271 bp 
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เม่ือใช้คูไ่พรเมอร์ alkB-1F และ alkB-1R (Kloos และคณะ, 2006) ท่ีซึ่งออกแบบจากล าดบั
กรดอะมิโน โดยคู่ไพรเมอร์นีจ้ าเพาะต่อยีน alkB ท่ีประมวลรหสัเอนไซม์ Integral membrane 
non-heme iron monooxygenase ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายแอลเคนท่ีมี
คาร์บอน 5 – 16 อะตอม ผลปรากฏว่าพบผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอร์เรส ตามขนาดท่ี
คาดหวงัคือ 550 bp เม่ือใช้ดีเอ็นเอ ของ Acinetobacter sp. R2 เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ อย่างไรก็
ตามยังพบแถบดีเอ็นเอแบบท่ีไม่จ าเพาะเจาะจงบนช่องวิ่งจากผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ -   
เมอร์เรสท่ีใช้ดีเอ็นเอจาก Sphingomonas sp. A4  เป็นดีเอ็นเอแมแ่บบอยูม่าก ดงัรูปท่ี 4.3 
 

 

 
รูปท่ี 4.3 ผลการตรวจสอบผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอร์เรส โดยใช้ไพรเมอร์ alkB-1 ท่ี
จ าเพาะกบัยีน alkB 

ชอ่งวิ่งท่ี 1 คือ 100 bp DNA ladder 
ชอ่งวิ่งท่ี 2 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Sphingomonas sp. A4 
ชอ่งวิ่งท่ี 3 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Sphingobium sp. P2 
ชอ่งวิ่งท่ี 4 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Novosphingobium sp. 

PCY 
ชอ่งวิ่งท่ี 5 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Acinetobacter sp. R2 
ชอ่งวิ่งท่ี 6 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Pseudoxanthomonas sp. 

RN402 
ชอ่งวิ่งท่ี 7 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Rhodococcus sp. W2-01 
ชอ่งวิ่งท่ี 8 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Serratia sp.W4-01 
ชอ่งวิ่งท่ี 9 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสท่ีไมเ่ตมิดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพนัธุ์ใด  

550 bp 

   1      2      3     4      5     6      7     8      9       



51 
 

การตรวจสอบผลิตภณัฑ์โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิส  เม่ือใช้คูไ่พรเมอร์ CYP153-
F1และ CYP153-R2 (Wang และคณะ, 2011) ท่ีซึ่งออกแบบจากล าดบักรดอะมิโนของเอนไซม์พี 
450 ไซโตโครม โมโนออกซิจีเนส (P450 cytochrome monooxygenase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ี
เก่ียวข้องในการย่อยสลายแอลเคนท่ีมีคาร์บอน 8 – 16 อะตอม (Beilen และคณะ, 2006) ผล
ปรากฏว่าพบผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอร์เรส ตามขนาดท่ีคาดหวงัคือ 820 bp เม่ือใช้  
ดีเอ็นเอของ Acinetobacter sp. R2 เป็นแมเ่บบ ดงัรูปท่ี 4.4 

 

 
รูปท่ี 4.4  ผลการตรวจสอบผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอร์เรส โดยใช้ไพรเมอร์ CYP153 ท่ี
จ าเพาะกบัยีน CYP153 
ชอ่งวิ่งท่ี 1 คือ 100 bp DNA ladder 
ชอ่งวิ่งท่ี 2 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Sphingomonas sp. A4 
ชอ่งวิ่งท่ี 3 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Sphingobium sp. P2 
ชอ่งวิ่งท่ี 4 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Novosphingobium sp. 

PCY 
ชอ่งวิ่งท่ี 5 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Acinetobacter sp. R2 
ชอ่งวิ่งท่ี 6 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Pseudoxanthomonas sp. 

RN402 
ชอ่งวิ่งท่ี 7 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Rhodococcus sp. W2-01 
ชอ่งวิ่งท่ี 8 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Serratia sp.W4-01 
ชอ่งวิ่งท่ี 9 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสท่ีไมเ่ตมิดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพนัธุ์ใด   

    1      2       3      4      5      6       7      8      9       

820 bp 
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การตรวจสอบผลิตภณัฑ์โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิส  เม่ือใช้คูไ่พรเมอร์ almA wf  
และ almA wr  (Liu และคณะ, 2011) ซึ่งจ าเพาะตอ่ยีน almA ท่ีประมวลรหสัเอนไซม์ Flavin-
binding monooygenase ซึง่เก่ียวข้องในการยอ่ยสลายแอลเคนท่ีมีคาร์บอน 22 – 36 อะตอม (Liu 
และคณะ, 2011) พบผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรส ตามขนาดท่ีคาดหวงัคือ 1131 bp 
เม่ือใช้ดีเอ็นเอของ Acinetobacter sp. R2 เป็นแมแ่บบดงัรูปท่ี 4.5 
 

              
รูปท่ี 4.5  ผลการตรวจสอบผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอร์เรส โดยใช้ไพรเมอร์ almA ท่ี
จ าเพาะกบัยีน almA 
ชอ่งวิ่งท่ี 1 คือ 100 bp DNA ladder 
ชอ่งวิ่งท่ี 2 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Sphingomonas sp. A4 
ชอ่งวิ่งท่ี 3 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Sphingobium sp. P2 
ชอ่งวิ่งท่ี 4 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Novosphingobium sp. 

PCY 
ชอ่งวิ่งท่ี 5 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Acinetobacter sp. R2 
ชอ่งวิ่งท่ี 6 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Pseudoxanthomonas sp. 

RN402 
ชอ่งวิ่งท่ี 7 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Rhodococcus sp. W2-01 
ชอ่งวิ่งท่ี 8 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสของดีเอ็นเอจาก Serratia sp.W4-01 
ชอ่งวิ่งท่ี 9 คือ ผลิตภณัฑ์ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสท่ีไมเ่ตมิดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพนัธุ์ใด 

    1      2      3      4       5      6      7      8      9     

1131 bp 
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นอกจากนีเ้ม่ือใช้คูไ่พรเมอร์ ALK1-F และ ALK1-R; ALK3-F และ ALK3-R (Kohno และ
คณะ, 2002) ท่ีซึ่งออกแบบจากล าดบันิวคลีโอไทด์ โดยมีความจ าเพาะตอ่ยีน alkB และ alkB1 
ตามล าดบั โดยยีน alkB ซึง่เก่ียวข้องกบัการยอ่ยสลายแอลเคนท่ีมีคาร์บอน 5 – 16 อะตอม (Smith 
และคณะ, 2002) และ alkB1 ซึ่งเก่ียวข้องกบัการย่อยสลายแอลเคนท่ีมีคาร์บอน 12 – 26 และ
แบบสายโซก่ิ่ง (Whyte และคณะ 2002; Liu และคณะ, 2011) และเม่ือใช้คูไ่พรเมอร์ alkB1-F และ 
alkB1-R; alkB2-F และ alkB2-R (Whyte และคณะ, 2002)  โดยออกแบบจากล าดบันิวคลีโอไทด์ 
ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน alkB1 และ alkB2 ตามล าดบั ซึ่งยีน alkB2 มีความเก่ียวข้องกบัการย่อยสลาย  
แอลเคนท่ีมีคาร์บอน 12 – 26 อะตอม พบว่าไม่ปรากฏผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอร์เรส
ตามขนาดท่ีคาดหวงั รวมทัง้ผลจากคูไ่พรเมอร์ P450 F และ P450R (Wang และคณะ, 2010) ซึ่ง
ออกแบบจากล าดบักรดอะมิโนของเอนไซม์แอลเคนไฮดรอกซิเลส ก็ไม่ปรากฎผลิตภัณฑ์จาก
ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอร์เรสตามขนาดท่ีคาดหวงัเชน่กนั 
 จากตารางท่ี 4.4 แสดงการเพิ่มปริมาณยีนท่ีประมวลรหสัเอนไซม์แอลเคนไฮดรอกซิเลส แต่

ละคูไ่พรเมอร์ พบว่าเม่ือใช้คูไ่พรเมอร์ ALK2-F และ ALK2-R, alkB-1F และ alkB-1R, CYP153-

F1และ CYP153-R2 และ almA wf  และ almA wr ปรากฏว่าพบผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ ่  
พอลิเมอร์เรส ตามขนาดท่ีคาดหวงั เม่ือใช้ดีเอ็นเอของ Acinetobacter sp. R2 เป็นแม่แบบดงั
รายละเอียดท่ีกลา่วข้างต้น 
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ตารางท่ี 4.4  การเพิ่มปริมาณยีนท่ีประมวลรหสัเอนไซม์แอลเคนไฮดรอกซิเลส  
                     ไพรเมอร์      ALK-1F/ 

ALK-1R 
(ยีน alkB) 

ALK-2F/ 
ALK-2R 

(ยีน alkM) 

ALK-3F/ 
ALK-3R 

(ยีน alkB1) 

alkB-1F/ 
alkB-1R 

(ยีน alkB) 

alkB1-F/ 
alkB1-R 

(ยีน alkB1) 

alkB2-F/ 
alkB2-R 

(ยีน alkB2) 

CYP153-F1/ 
CYP153-R2 

(ยีน CYP153) 

P450F/ 
P450R 

(ยีน CYP153) 

almAwf/ 
almAwr 

(ยีน almA) 
     แบคทีเรีย 

Sphingomonas sp. A4 - - - -/+ - - - - - 
Sphingobium sp. P2 - - - - - - - - - 
Novosphingobium sp. 
PCY 

- - - - - - - - - 

Acinetobacter sp. R2 - + - + - - + - + 
Pseudoxanthomonas 
sp. RN402 

- - - - - - - - - 

Rhodococcus sp. 
 W2-01 

- - - - - - - - - 

Serratia sp. W4-01 - - - - - - - - - 

หมายเหต ุ +    หมายถึง พบผลิตภณัฑ์ PCR ตามท่ีคาดหวงั 
-     หมายถึง ไมพ่บผลิตภณัฑ์ PCR ตามท่ีคาดหวงั 

 -/+  หมายถึง พบผลิตภณัฑ์ PCR ตามท่ีคาดหวงัและพบวา่มีแถบดีเอ็นเอแบบท่ีไมจ่ าเพาะเจาะจง 54 
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การคดักรองแบคทีเรียเพือ่ใช้ผลิตเซลล์ตรึงทีมี่ประสิทธิภาพการก าจดัน ้ามนัดีเซล 
การคดักรองแบคทีเรียเพ่ือใช้ผลิตเซลล์ตรึงในงานวิจยันี ้โดยพิจารณาความสามารถในการ

ก าจดัน า้มนัดีเซลเป็นหลกั พบวา่ Serratia sp. W4-01 สามารถก าจดัน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 200 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร ได้สงูสดุคือ 66 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี ้ Serratia sp. W4-01 สามารถเกิดไฮโดร-   
โฟบิกกบัดีเซลได้ 81 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสูงท่ีสดุเม่ือเปรียบเทียบกับแบคทีเรียชนิดอ่ืนท่ีถูกตรวจสอบ
ร่วมกนั ดงันัน้จงึคดัเลือก Serratia sp. W4-01 เพ่ือน ามาตรึงในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ ใน
ขัน้ตอนตอ่ไป ถึงแม้ว่า Sphingobium sp. P2 สามารถลดแรงตงึผิวของอาหาร CFMM ท่ีมีน า้มนั
ดีเซล 3 เปอร์เซ็นต์ ได้มากท่ีสดุ และ Acinetobacter sp. R2 สามารถตรวจพบยีนประมวลรหสัท่ี
เก่ียวข้องในการก าจดัน า้มนั แตแ่บคทีเรียทัง้ 2 สายพนัธุ์ มีประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลและ
การเกิดไฮโดรโฟบกิกบัดีเซลนัน้ต ่ากวา่ Serratia sp. W4-01 จงึไมไ่ด้ถกูเลือกใช้ 
4.2 การตรึงซลลล์แบคทีซรียท่ีมีประสิทธิภาพในการก าจัดน า้มันดีซลล 
 การผลิตเซลล์ตรึงท่ีมีประสิทธิภาพในการก าจัดน า้มันดีเซล เม่ือได้แบคทีเรียท่ีมี
ประสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัดีเซลจากข้างต้น จากนัน้จึงต้องหาส่วนผสมในการขึน้รูปวสัดตุรึง
โดยแปรผนัความเข้มข้นและชนิดแหล่งท่ีมาของไคโตซาน เพ่ือให้ได้ส่วนผสมท่ีเหมาะสมส าหรับ
ผลิตเซลล์ตรึง ซึง่พิจารณาจากลกัษณะและความแข็งแรงของวสัดตุรึง 

4.2.1 ลักษณะซม็ดไคโตลาน-คาร์บอนกัมมันต์โดยแปรผันความซข้มข้นของไคโตลาน

และชนิดไคโตลาน 

การขึน้รูปเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ ซึง่เตรียมโดยใช้ไคโตซานจากกระดองป ูเปลือกกุ้ ง 

และแกนหมึก ท่ีความเข้มข้น 2, 3 และ 4 เปอร์เซ็นต์ (w/v) สารละลายไคโตซาน โดยน าไคโตซาน

ละลายใน 1 เปอร์เซ็นต์ (v/v) กรดแอซิติก เติมคาร์บอนกมัมนัต์ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 

หยดส่วนผสมลงใน 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์โดยให้มีขนาด

เส้นผา่ศนูย์กลางเม็ด 3 มิลลิเมตร พบวา่สว่นผสมท่ีท าให้เม็ดเจลมีลกัษณะท่ีสมบรูณ์คือ มีลกัษณะ

กลม ขนาดสม ่าเสมอ ไมแ่ตกง่าย ได้แก่ เม็ดเจลท่ีขึน้รูปจากไคโตซานจากแกนหมึก ความเข้มข้น 2 

เปอร์เซ็นต ์(w/v) ดงัแสดงในตารางท่ี 4.5 
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ตารางท่ี 4.5 ลกัษณะเม็ดและภาพเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ เม่ือแปรผนัชนิดและความ
เข้มข้นของไคโตซาน 
ไคโตลานจากกระดองปู 
ความเข้มข้นไคโตซาน 

(เปอร์เซ็นต์) 

ภาพเม็ดเจล 

ไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ 
ลกัษณะเม็ดเจล 

 

2 

 

 

เม็ดเจลไมไ่ด้รูป แตกง่าย ยุย่ 

 

3 

 

 

เม็ดเจลกลม ขนาดสม ่าเสมอ 

นิ่ม มีแตกบ้างเล็กน้อย 

 

4 

 

 

เม็ดไม่กลม นิ่ม ไม่แตกแต่ไม่

สามารถก่อรูปขนาดเล็กได้ 

ไคโตลานจากซปลือกกุ้ง 
ความเข้มข้นไคโตซาน 

(เปอร์เซ็นต์) 

ภาพเม็ดเจล 

ไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ 
ลกัษณะเม็ดเจล 

 

2  

 

 

เม็ดเจลกลม แต่อ่อนนิ่มมาก 

แตกง่าย อาจเป็นเพราะเนือ้

เจลเป็นฟองอากาศภายใน 

3  

- 

 

ไม่สามารถก่อรูปได้ เนือ้เจล

เหนียวมาก ไมค่อ่ยละลาย 4 
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ไคโตลานจากแกนหมึก 
ความเข้มข้นไคโตซาน

(เปอร์เซ็นต์) 

ภาพเม็ดเจล 

ไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ 
ลกัษณะเม็ดเจล 

 

2 

 

 

เม็ดเจลกลม ขนาดสม ่าเสมอ  

คอ่นข้างนิ่ม 

 

3 

 

 

เม็ดเจลคอ่นข้างกลม แตมี่หาง 

 

 

4 

 

 

เม็ดเจลไมไ่ด้รูป หางยาว  

เม็ดเจลแข็งขึน้ 

4.2.2 ความแข็งแรงของวัสดุตรึง 
เม่ือขึน้รูปวสัดตุรึงโดยใช้ไคโตซานทัง้ 3 ชนิด ได้แก่ ไคโตซานจากกระดองป ูเปลือกกุ้ ง และ

แกนหมึก ซึ่งแปรผนัความเข้มข้นไคโตซาน จากนัน้จึงน าวสัดุตรึงท่ีมีลกัษณะท่ีสามารถเป็นวสัดุ
ตรึงได้มาทดสอบความแข็งแรงของวสัดตุรึงโดยใช้เคร่ืองวดัเนือ้สมัผสั (texture analyzer) ท่ีมีหวั
ทรงกระบอกขนาด 6 มิลลิเมตร คา่ความเร็ว 0.1 มิลลิเมตรตอ่วินาที ได้ผลคือเม็ดเจลท่ีขึน้รูปโดยใช้
ไคโตซานจากแกนหมึกท่ีความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) สามารถทนตอ่แรงกดได้ดีท่ีสดุ คือ 11.8 
กรัม ดงัแสดงในตารางท่ี 4.6 
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ตารางท่ี 4.6 ความทนทานของเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ท่ีแปรผนัชนิดและความเข้มข้นของ 
ไคโตซานตอ่แรงกดโดยใช้เคร่ืองวดัเนือ้สมัผสั 

ชนิดไคโตลาน 
ความซข้มข้นไคโตลาน 

(ซปอร์ซล็นต์) 
ความทนทานของซม็ดซจลต่อแรงกด (กรัม) 

ป ู 3 10.1 ± 1.1 

กุ้ง 2 10.2 ± 1.5 

หมกึ 
2 11.8 ± 0.9 

3 10.7 ± 0.8 

ผลการทดลองพบว่าเม็ดเจลท่ีขึน้รูปโดยใช้ไคโตซานจากแกนหมึกท่ีความเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) สามารถขึน้รูปได้เม็ดเจลท่ีมีลกัษณะท่ีดี คือกลม มีขนาดสม ่าเสมอ และยืดหยุ่น
ได้เล็กน้อย จากนัน้น าไปทดสอบความแข็งแรงของวสัดตุรึงพบว่า สามารถทนต่อแรงกดได้ดีท่ีสุด 
คือ 11.8 กรัม ดงันัน้จึงได้เลือกใช้ไคโตซานจากแกนหมึกท่ีความเข้มข้น  2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เพ่ือใช้
ขึน้รูปวสัดตุรึง 

เม่ือได้ส่วนผสมของวสัดตุรึงท่ีเหมาะสมจากผลการทดลองในข้อ 4.2 จึงน าแบคทีเรียท่ีถูก

คดัเลือกคือ Serratia sp. W4-01 ตรึงในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ ซึ่งใช้วิธีตามข้อ 3.2.1 โดย

น า Serratia sp. W4-01 แขวนลอยใน 0.85 เปอร์เซ็นต์ NaCl ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายท่ี OD600 ~ 

1.8 ใน 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v)  สารละลายไคโตซานจากแกนหมึก ซึ่งละลายใน 1 เปอร์เซ็นต์ (v/v) 

กรดแอซิติก เติมคาร์บอนกมัมันต์โดยให้มีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) หยดส่วนผสมลงใน 2 

เปอร์เซ็นต์ (w/v) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ให้มีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 3 มิลลิเมตร จากนัน้

น าเซลล์ตรึงท่ีผลิตได้ทดสอบประสิทธิภาพเซลล์ตรึงซึง่ให้ผลการทดลองดงัแสดงในข้อตอ่ไป 

4.3  ประสิทธิภาพซลลล์ตรึงและการใช้ล า้ในการก าจัดน า้มัน 

4.3.1 ประสิทธิภาพซลลล์ตรึงท่ีมีความแตกต่างขององค์ประกอบภายในซลลล์ตรึงใน
การก าจัดน า้มันดีซลล 

การทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึงในท่ีมีความเข้มข้นของน า้มนั
ดีเซลเร่ิมต้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร พบว่า
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ประสิทธิภาพการบ าบัดน า้ปนเปื้อนน า้มันดีเซลของชุดการทดลองท่ีเติมเซลล์ตรึงไคโตซาน -
คาร์บอนกมัมนัต์มีประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลสงูสดุคือ 62 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ ชดุการ
ทดลองท่ีเติมเซลล์ตรึงไคโตซาน ชุดการทดลองท่ีเติมเซลล์ตรึงท่ีผ่านการฆ่าเ ชือ้ ชุดการทดลองท่ี
เตมิเม็ดเจลไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ และชดุการทดลองท่ีเติมเซลล์ตรึงไคโตซาน คือ 41, 30, 26 
และ19 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ดงัแสดงในรูปท่ี 4.6 

 
รูปท่ี 4.6 ประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลท่ีความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตรของเซลล์ตรึง
ปริมาณ 6 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ในอาหารเหลว CFMM เป็นเวลา 5 วนั 

จากผลการทดลองพบว่า ประสิทธิภาพการก าจัดน า้มันดีเซลโดยเซลล์ตรึงไคโตซาน -
คาร์บอนกมัมนัต์ มีประสิทธิภาพสงูกว่าชุดการทดลองอ่ืน เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ตรึงไคโตซาน -
คาร์บอนกัมมันต์ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้ว รวมทัง้เปรียบเ ทียบกับชุดการทดลองท่ีเติมวัสดุตรึง           
ไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ท่ีปราศจากเชือ้ แสดงว่าน า้มนัดีเซลท่ีลดลงส่วนใหญ่เกิดจากกิจกรรม
ของ Serratia sp. W4-01 ท่ีถกูตรึง และเม่ือเปรียบเทียบกบัชดุการทดลองเซลล์ตรึงไคโตซานท่ี
ปราศจากคาร์บอนกัมมันต์ แสดงว่าคาร์บอนกัมมันต์ช่วยดูดซับน า้มันดีเซลเข้ามาซึ่งท าให้  
Serratia sp. W4-01 ก าจดัน า้มนัดีเซลได้มากขึน้ นอกจากนีเ้ม่ือเปรียบเทียบระหว่างชดุการทดลอง
ท่ีเตมิวสัดตุรึงไคโตซานกบัชดุการทดลองท่ีเติมวสัดตุรึงไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ พบว่าสามารถ
ดดูซับน า้มันดีเซลได้บางส่วน โดยชุดการทดลองท่ีมีคาร์บอนกัมมันต์เป็นตวัร่วมสามารถดูดซับ
น า้มนัดีเซลได้มากกวา่ชดุการทดลองท่ีเตมิวสัดตุรึงไคโตซาน อย่างไรก็ตามทัง้ 2 ชดุการทดลองนีมี้
ประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัได้น้อยท่ีสดุ 
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4.3.2 ประสิทธิภาพซลลล์ตรึงที่มีความแตกต่างของความซข้มข้นคาร์บอนกัมมันต์ใน
การก าจัดน า้มันดีซลล 

การทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดน า้มันดีเซลของเซลล์ตรึงโดยเติมเซลล์ตรึงซึ่งใช้เม็ด      
ไคโตซาน-คาร์บอนกัมมนัต์ ท่ีมีความเข้มข้นคาร์บอนกัมมนัต์ท่ีแตกต่างกันคือ 0, 1, 2 และ 3 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) เม็ดเจลขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร ปริมาณ 6 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ใน
อาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีมีความเข้มข้นของน า้มนัดีเซลเร่ิมต้น 200 และ 500 
มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าเซลล์ตรึงท่ีมีความเข้มข้นคาร์บอนกัมมันต์ 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) มี
ประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร สูงสุดคือ 67 เปอร์เซ็นต์ 
รองลงมาคือเซลล์ตรึงท่ีมีความเข้มข้นคาร์บอนกมัมนัต์ 2, 3 และ 0 เปอร์เซ็นต์ (w/v) คือ 62, 59 
และ 41 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 500 มิลลิกรัม
ตอ่ลิตร ของเซลล์ตรึงท่ีมีความเข้มข้นคาร์บอนกมัมนัต์ท่ี 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) มีประสิทธิภาพสงูสดุ 
คือ 34 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ เซลล์ตรึงท่ีมีความเข้มข้นคาร์บอนกมัมนัต์ 3, 2 และ 0 เปอร์เซ็นต์ 
(w/v) มีประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลคือ 24, 23 และ 22 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ดงัแสดงใน
รูปท่ี 4.7 

การใช้คาร์บอนกัมมันต์เป็นตวัร่วมในการตรึงเซลล์จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการก าจัด
น า้มนัดีเซลแตโ่ครงสร้างเซลล์ตรึงท่ีมีคาร์บอนกัมมนัต์เป็นตวัร่วมความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
จะแตกง่ายกวา่ท่ีระดบัความเข้มข้น 1 และ 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) อย่างไรก็ตามการก าจดัน า้มนัดีเซล
ท่ีความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ระหว่างเซลล์ตรึงท่ีมีคาร์บอนกมัมนัต์ความเข้มข้น 1 และ 2 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) มีประสิทธิภาพไม่แตกต่างกัน แต่พบว่าประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลท่ี
ความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ของเซลล์ตรึงท่ีมีคาร์บอนกมัมนัต์ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ มี
ประสิทธิภาพสูงกว่าเซลล์ตรึงท่ีมีคาร์บอนกัมมันต์ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ดงันัน้จึงได้
เลือกท่ีระดบัความเข้มข้นของคาร์บอนกมัมนัต์ 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เป็นตวัร่วมเพ่ือใช้ในการทดลอง
ขัน้ตอนตอ่ไป  
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รูปท่ี 4.7 ประสิทธิภาพการก าจัดน า้มันดีเซลท่ีความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตรและ 500 
มิลลิกรัมตอ่ลิตรของเซลล์ตรึงท่ีมีความเข้มข้นคาร์บอนกมัมนัต์ท่ีแตกตา่งกนัปริมาณ 6 เปอร์เซ็นต์ 
(w/v) ในอาหารเหลว CFMM เป็นเวลา 5 วนั 

4.3.3 ประสิทธิภาพซลลล์ตรึงท่ีมีความแตกต่างของขนาดซลลล์ตรึงในการก าจัด
น า้มันดีซลล 

การทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดน า้มันดีเซลของเซลล์ตรึงโดยเติมเซลล์ตรึงท่ีมีความ
แตกตา่งของขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 3, 5 และ 10 มิลลิเมตร ปริมาณ 6 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ลงใน
อาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีมีความเข้มข้นของน า้มนัดีเซลเร่ิมต้น 200 และ 500 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร พบว่าประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ของ
เซลล์ตรึงท่ีมีขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 3 มิลลิเมตร มีประสิทธิภาพสงูสดุคือ 68 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา
ได้แก่ เซลล์ตรึงท่ีมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 5 และ 10 มิลลิเมตร ตามล าดบั ส่วนประสิทธิภาพการ
ก าจดัน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ของเซลล์ตรึงท่ีมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 3 
มิลลิเมตร มีประสิทธิภาพสูงสุดคือ 34 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาได้แก่ เซลล์ตรึงท่ีมีขนาด
เส้นผา่ศนูย์กลาง 5 และ 10 มิลลิเมตร ตามล าดบั แสดงดงัรูปท่ี 4.8 
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รูปท่ี 4.8 ประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลท่ีความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมตอ่ลิตรของเซลล์ตรึงท่ีมี
ขนาดเซลล์ตรึงแตกตา่งกนั ปริมาณ 6 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ในอาหารเหลว CFMM เป็นเวลา 5 วนั 

จากผลการทดลอง พบว่าเซลล์ตรึงท่ีมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 3 มิลลิเมตร มีประสิทธิภาพ
ในการก าจดัน า้มนัดีเซลสูงกว่าเซลล์ตรึงท่ีมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 5 และ 10 มิลลิเมตร อาจ
เน่ืองจากเซลล์ตรึงท่ีมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 3 มิลลิเมตร มีพืน้ท่ีผิวสมัผสักบัน า้มนัดีเซลมากกว่า
เซลล์ตรึงท่ีมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 5 และ 10 มิลลิเมตร จึงท าให้น า้มนัดีเซลมีโอกาสถกูก าจดัได้
มากขึน้ ดงันัน้จึงได้เลือกเซลล์ตรึงท่ีมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 3 มิลลิเมตร เพ่ือใช้ในการทดลองขัน้
ตอ่ไป นอกจากนีย้งัมีการปรับปริมาณเซลล์ตรึงเร่ิมต้นจาก 3 มิลลิกรัม เพิ่มขึน้เป็น 5 มิลลิกรัม เพ่ือ
ชว่ยเพิ่มประสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัดีเซลในการทดลองขัน้ตอนอ่ืน 

4.3.4 ประสิทธิภาพซลลล์ตรึงในการก าจัดน า้มันดีซลล  
การทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึงโดยเตมิเซลล์ตรึงซึ่งใช้เม็ดเจลท่ี

มีความเข้มข้นคาร์บอนกัมมนัต์ท่ี 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ท่ีมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 3 มิลลิเมตร 
ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีมีการเติมน า้มนัดีเซล 
200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ทกุ 2 วนั จนกระทัง่เสร็จสิน้การทดลองคือ 14 วนั พบว่าชดุท่ีปราศจากเซลล์
ตรึงมีปริมาณน า้มนัดีเซลเพิ่มขึน้เม่ือเตมิน า้มนัดีเซล ในขณะท่ีชดุการทดลองท่ีมีเซลล์ตรึงมีปริมาณ
น า้มนัเหลือน้อยกวา่ในชดุควบคมุตลอดการทดลอง โดยชดุควบคมุคือ ชดุท่ีปราศจากเซลล์ตรึง 



63 

จากรูปท่ี 4.9 เซลล์ตรึงมีประสิทธิภาพในการก าจัดน า้มันดีเซลท่ีถูกเพิ่มตลอดจนสิน้การ
ทดลอง และพบว่าหลงัจากวนัท่ี 4 ปริมาณน า้มนัดีเซลในชดุการทดลองเพิ่มขึน้ใกล้เคียงปริมาณท่ี
เติมลงไป แต่เม่ือเวลาผ่านไปปริมาณน า้มนัดีเซลสามารถลดลงได้อีก ซึ่งคาดว่าเน่ืองจากน า้มัน
ดีเซลในเซลล์ตรึงถูกก าจดัโดย Serratia sp. W4-01 จึงท าให้เซลล์ตรึงสามารถดดูซบัน า้มนัดีเซล
เข้าสูภ่ายในเซลล์ตรึงได้อีก 

 
รูปท่ี 4.9 ประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึง ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ในอาหาร
เหลว CFMM ท่ีมีการเตมิดีเซล 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ทกุ 2 วนั เป็นเวลา 14 วนั 

ส่วนการทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึงโดยเติมเซลล์ตรึงปริมาณ 
10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีมีความเข้มข้นของน า้มนั
ดีเซลเร่ิมต้น 600 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยไม่เติมเพิ่มอีกจนกระทั่งเสร็จสิน้การทดลอง พบว่าชุด
ควบคมุท่ีปราศจากเซลล์ตรึงมีปริมาณน า้มนัคงท่ีประมาณ 600 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่ในชุดการ
ทดลองพบวา่ ปริมาณน า้มนัลดลงจาก 600 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เหลือประมาณ 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
เทียบเป็นประสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ ภายในระยะเวลา 6 วนั ดงั
แสดงในรูปท่ี 4.10 
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รูปท่ี 4.10 ประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึง ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ในอาหาร
เหลว CFMM ท่ีมีความเข้มข้นน า้มนัดีเซล 600 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็นเวลา 14 วนั 

4.3.5 ประสิทธิภาพซลลล์ตรึงในการก าจัดน า้มันดีซลลที่แปรผันความซข้มข้นของ
น า้มัน 

การทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึงโดยเติมเซลล์ตรึง ปริมาณ 10 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีแปรผนัความเข้มข้นของน า้มนั
ดีเซล พบว่าเซลล์ตรึงมีประสิทธิภาพสามารถก าจดัน า้มนัดีเซลได้มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ในช่วง
ระดบัความเข้มข้นน า้มนัดีเซล 100 – 400 มิลลิกรัมตอ่ลิตร โดยเฉพาะท่ีระดบัความเข้มข้น 200 
มิลลิกรัมต่อลิตร เซลล์ตรึงมีประสิทธิภาพสามารถก าจดัน า้มนัดีเซลได้ดีท่ีสุดคือ 60 เปอร์เซ็นต์ 
รองลงมาคือ ท่ีระดบัความเข้มข้น 100, 400, 600, 800 และ 1,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ดงั
แสดงในรูปท่ี 4.11 นอกจากนีเ้ซลล์ตรึงสามารถก าจดัน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 800 และ 1,000 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร ได้ 36 และ 29 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ภายใน 14 วนั  
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รูปท่ี 4.11 ประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึง ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ในอาหาร
เหลว CFMM ท่ีมีความเข้มข้นน า้มนัดีเซลท่ีแปรผนัความเข้มข้น บม่เป็นระยะเวลา 7 วนั 

4.3.6 ประสิทธิภาพซลลล์ตรึงในการใช้ล า้ส าหรับการก าจัดน า้มันดีซลล 
การทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึงในการใช้ซ า้ โดยเติมเซลล์ตรึง

ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีมีความเข้มข้นของ
น า้มนัดีเซลเร่ิมต้น  100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นาน 4 วนั จ านวน 12 รอบ ซึ่งเป็นเวลารวม 48 วนั ได้ผล
การทดลองดงัรูปท่ี 4.12 ซึ่งพบว่าเซลล์ตรึง มีประสิทธิภาพในการก าจัดน า้มนัดีเซลเพิ่มขึน้จนถึง
จ านวนรอบท่ี 12 ซึ่งมีประสิทธิภาพการก าจัดน า้มันดีเซลอยู่ในช่วง 41 - 90 เปอร์เซ็นต์ แต่
เน่ืองจากเซลล์ตรึงมีน า้หนกัลดลงอย่างมากจึงได้หยดุการทดลองไว้ท่ีจ านวนรอบท่ี 12 ดงัแสดงใน
รูปท่ี 4.13  
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รูปท่ี 4.12 ประสิทธิภาพการใช้ซ า้ในการก าจัดน า้มนัดีเซลของเซลล์ตรึง ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ 
(w/v) ในอาหารเหลว CFMM ท่ีมีความเข้มข้นน า้มนัดีเซลท่ีความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เป็น
เวลา 4 วนั 

 
รูปท่ี 4.13 น า้หนกัเซลล์ตรึงท่ีใช้ในการก าจดัน า้มนัดีเซลในแตล่ะรอบการใช้ซ า้  

จ ำนวนกำรใช้ซ ้ำ (รอบ) 

ร้อ
ยล

ะน
 ำ้ม
ันด

ีเซ
ลท

ีล่ด
ลง

 (%
) 

จ ำนวนกำรใช้ซ ้ำ (รอบ) 
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4.4 การตรวจวิซคราะห์ Serratia sp. W4-01 ในซม็ดไคโตลาน-คาร์บอนกัมมันต์ โดยใช้
กล้องจุลทรรศน์อิซลคตรอนแบบส่องกราด 

เม่ือน าเซลล์ตรึงก่อนการทดสอบ และหลังการทดสอบรอบท่ี 6 และ 12 ตรวจวิเคราะห์ 
Serratia sp. W4-01 ในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ โดยใช้กล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่อง
กราด ดงัแสดงในรูปท่ี 4.14 ปรากฏวา่เซลล์ตรึงก่อนการทดสอบ (รูปท่ี 4.14 (ก.)) ตรวจพบเซลล์ได้
น้อย แตห่ลงัจากผา่นการใช้งาน 6 รอบ (รูปท่ี 4.14 (ข.))พบว่ามีปริมาณเซลล์ท่ีตรวจพบได้มากขึน้ 
แสดงว่าเม่ือผ่านการใช้งาน Serratia sp. W4-01 ในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ สามารถเพิ่ม
จ านวนในอาหารเหลว CFMM ท่ีมีน า้มนัดีเซลเป็นแหล่งคาร์บอนได้ แต่ในรอบท่ี 12 (รูปท่ี 4.14 
(ค.)) ปรากฎว่าพบ Serratia sp. W4-01 ในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกัมมนัต์น้อยกว่าในรอบท่ี 6 
อาจเน่ืองจากโครงสร้างภายในของเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกัมมนัต์แตกออก ท าให้ Serratia sp. 
W4-01 บางสว่นหลดุออกจากเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ 

(ก.)  (ข.)  
                                                                       

(ค.)  
รูปท่ี 4.14 Serratia sp. W4-01 ท่ีถกูตรึงในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ โดยใช้กล้องจลุทรรศน์
อิเลคตรอนแบบส่องกราด (ก.) เซลล์ตรึงก่อนการทดสอบ (ข.) เซลล์ตรึงท่ีผ่านการใช้งาน 6 รอบ 
และ (ค.) เซลล์ตรึงท่ีผา่นการใช้งาน 12 รอบ  
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4.5 การมีชีวิตรอดของ Serratia sp. W4-01 ในซม็ดไคโตลาน-คาร์บอนกัมมันต์ โดยใช้
กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราดด้วยแสงซลซลอร์ 

จากการตรวจสอบการมีชีวิตรอดของ Serratia sp. W4-01 ในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกัม
มนัต์ของเซลล์ตรึงก่อนการทดสอบ และหลงัการทดสอบรอบท่ี 12 โดยใช้กล้องจลุทรรศน์แบบส่อง
กราดด้วยแสงเลเซอร์ ดงัแสดงในรูปท่ี 4.15 ซึ่งจุดสีเขียวท่ีปรากฏคือ เชือ้ท่ียงัคงมีชีวิต และจุดสี
แดงคือ เชือ้ท่ีไมมี่ชีวิต พบวา่เซลล์ตรึงก่อนการทดสอบ (รูปท่ี 4.15 (ก.)) ปรากฏจดุสีเขียวน้อย และ
เซลล์ตรึงท่ีผา่นการใช้งาน 12 รอบ (รูปท่ี 4.15 (ข.)) ปรากฏจดุสีเขียวเพิ่มขึน้มากกว่าเซลล์ตรึงก่อน
การทดสอบ จากผลดงักล่าวแสดงว่ามีเซลล์ท่ีมีชีวิตรอดหลงัผ่านกระบวนการตรึงน้อย แตเ่ม่ือผ่าน
การใช้งาน 12 รอบพบวา่เซลล์มีการเพิ่มจ านวนมากขึน้จงึปรากฎวา่มีเซลล์ท่ีมีชีวิตรอดมากขึน้ 

  (ก.)        (ข.)  

รูปท่ี 4.15 การมีชีวิตของ Serratia sp. W4-01 ในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกัมมนัต์ โดยใช้กล้อง
จลุทรรศน์แบบส่องกราดด้วยแสงเลเซอร์ (ก.) เซลล์ตรึงก่อนการทดสอบ และ (ข.) เซลล์ตรึงท่ีผ่าน
การใช้งาน 12 รอบ  
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บทที่ 5 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

วิทยานิพนธ์นีเ้ก่ียวข้องกับการคดักรองแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการก าจดัน า้มนัดีเซล 
รวมทัง้พิจารณาลักษณะสมบัติบางประการท่ีเป็นประโยชน์ต่อการย่อยสลายน า้มันดีเซล เช่น 
ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิว การเกิดไฮโดรโฟบิกของเซลล์ต่อน า้มนัและพิจารณา
การมียีนท่ีเก่ียวข้องกับการก าจัดน า้มันดีเซลเพ่ือน ามาประยุกต์ใช้ตรวจติดดตามประชากร
แบคทีเรียในระบบบ าบดัน า้เสียท่ีปนเปือ้นน า้มนัดีเซลได้ในอนาคต นอกจากนีง้านวิจยันีย้งัมุ่งเน้น
ศึกษาการตรึงเซลล์แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการก าจัดน า้มันดีเซลไว้ในเม็ดไคโตซานท่ีมี
คาร์บอนกมัมนัต์เป็นตวัร่วม เพ่ือช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลและสามารถน าเซลล์
ตรึงกลบัมาใช้ซ า้ได้ 

การคดักรองแบคทีเรียทัง้ 7 สายพนัธุ์ ได้แก่ Sphingomonas sp. A4,  Sphingobium sp. 
P2, Novosphingobium sp. PCY, Acinetobacter sp. R2, Pseudoxanthomonas sp. RN402, 
Rhodococcus sp. W2-01 และ Serratia sp.W4-01 เพ่ือคดัเลือกเพียง 1 สายพนัธุ์ ส าหรับใช้
ผลิตเซลล์ตรึง ท่ีมีประสิทธิภาพการก าจัดน า้มันดีเซล  โดยมีเกณฑ์ในการพิจารณาคือ 
ความสามารถในการก าจดัน า้มนัดีเซล ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตงึผิว ความสามารถ
ในการเกิดไฮโดร-  โฟบกิของเซลล์ตอ่น า้มนัดีเซล และการมียีนท่ีเก่ียวข้องกบัการก าจดัน า้มนัดีเซล 

ความสามารถในการก าจดัน า้มนัดีเซล พบว่า Serratia sp.W4-01 สามารถก าจดัน า้มนั
ดีเซลความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ในอาหารเหลว CFMM ได้ 67 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 5 วนั ซึ่ง
เป็นแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพสงูสดุในการงานวิจยันี ้เม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัของ Kalme และ
คณะ (2008) ท่ีทดสอบประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ของ 
Pseudomonas desmolyticum NCIM 2112 และ Nocardia hydrocarbonoxydans NCIM 
2386 พบว่าในระยะเวลา 49 วนั จลุินทรีย์ทัง้ 2 สายพนัธุ์ มีประสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัดีเซล
ได้ประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์ และภายในระยะเวลา 7 วนั พบว่า Pseudomonas desmolyticum 
NCIM 2112 และ Nocardia hydrocarbonoxydans NCIM 2386 มีประสิทธิภาพในการก าจดั
น า้มนัดีเซล ประมาณ 45 และ 35 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และพบว่าปริมาณน า้หนกัแห้งของเซลล์มี
ปริมาณมากขึน้แปรผันตามความสามารถในการก าจัดน า้มันดีเซล เช่นเดียวกับผลการเจริญ ท่ี
เพิ่มขึน้ของ Serratia sp.W4-01 ท่ีเลีย้งในอาหารเหลว CFMM ท่ีมีน า้มนัดีเซลเป็นแหล่งคาร์บอน
และแหล่งพลังงาน แต่เน่ืองจากการใช้ความเข้มข้นน า้มนัดีเซลท่ีสูง จึงท าให้ประสิทธิภาพการ
ก าจัดน า้มันดีเซลของ Pseudomonas desmolyticum NCIM 2112 และ Nocardia 
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hydrocarbonoxydans NCIM 2386  ต ่ากว่า Serratia sp.W4-01  นอกจากนีย้งัมีการรายงานถึง
การเติม TritonX-100 ซึ่งเป็นสารลดแรงตึงผิว พบว่าชดุการทดลองท่ีมีการเติมสารลดแรงผิวจะมี
ประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลได้มากกว่าชดุท่ีปราศจากการเติมสารลดแรงตงึผิว ซึ่งแสดงว่า
สารลดแรงตงึผิวมีสว่นชว่ยในการเพิ่มประสิทธิภาพการยอ่ยสลายน า้มนัดีเซล เช่นเดียวกบังานวิจยั
ของ Whang และคณะ (2008) พบว่าการเติมสารลดแรงตงึชีวภาพ 40 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการก าจดั
น า้มนัดีเซลเป็น 94 เปอร์เซ็นต์ เทียบกบัชดุการทดลองท่ีปราศจากการเติมสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
พบวา่มีประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลเพียง 40 เปอร์เซ็นต์ งานวิจยันีจ้ึงได้ใช้ความสามารถใน
การสร้างสารลดแรงตงึผิวเป็นหนึง่ในเกณฑ์พิจารณาการคดักรองแบคทีเรียท่ีใช้ทดสอบอีกด้วย  

ด้านการผลิตสารลดแรงตึงผิว พบว่าแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการลดแรงตึงผิวของ
อาหาร CFMM ท่ีมีน า้มนัดีเซล 3 เปอร์เซ็นต์ เรียงจากมากไปหาน้อย ได้แก่ Sphingobium sp. P2, 
Novosphingobium sp. PCY, Sphingomonas sp. A4, Pseudoxanthomonas sp. RN 402,  
Acinetobacter sp. R2, Rhodococcus sp. W2-01 และ Serratia sp. W4-01 และจากผลการ
ทดสอบค่าดรรชนีอิมลัชันของทัง้ 7 สายพนัธุ์ ไม่พบการเกิดอิมลัชนัในทุกสายพันธุ์ จากผลการ
ทดลองพบว่า Sphingobium sp. P2 ท่ีมีความสามารถลดแรงตงึผิวได้มากท่ีสดุ ซึ่งเป็นลกัษณะ
สมบตัิหนึ่งท่ีเป็นประโยชน์ต่อความสามารถในการก าจัดน า้มันดีเซล  (Rosenberg และ Ron, 
2001) แตก่ลบัพบว่าประสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัดีเซลของ Sphingobium sp. P2 มีเพียง 54 
เปอร์เซ็นต์ แสดงว่านอกเหนือจากความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิว แบคทีเรียยังมี
ความสามารถอ่ืนท่ีเอือ้ประโยชน์ในการก าจดัน า้มนัดีเซล จากงานวิจยัของ Lin และคณะ (2009) 
พบว่านอกจากความสามารถในการสร้างสารลดแรงตึงผิวและการก่ออิมลัชนั  ความสามารถใน
การเกิดไฮโดรโฟบิกเป็นอีกปัจจยัหนึ่งท่ีสนบัสนนุให้แบคทีเรียสามารถก าจดัน า้มนัดีเซลได้เพิ่มขึน้ 
งานวิจัยนีจ้ึงได้ทดสอบความสามารถในการเกิดไฮโดรโฟบิกพบว่า Serratia sp. W4-01 ท่ีมี
ประสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัดีเซลได้สงูท่ีสุดในงานวิจยันี ้ยงัมีความสามารถในการเกิดไฮโดร-
โฟบิกกับน า้มนัดีเซลได้สูงท่ีสุดอีกด้วย เช่นเดียวกับงานวิจยัของ Vyas และ Dave (2011) ได้
รายงานว่าเม่ือเวลาผ่านไป Nocardia otitidiscaviarmu 6471 สามารถเกิดไฮโดรโฟบิกได้เพิ่มขึน้ 
และสามารถก าจดัน า้มนัดิบได้มากขึน้ด้วย ซึ่งสมบตัิการเกิดไฮโดรโฟบิกของแบคทีเรียอาจจะช่วย
ท าให้น า้มนัดิบเข้าสู่เซลล์ได้มากขึน้ เน่ืองจากแบคทีเรียท่ีเจริญได้ในท่ีมีน า้มนัจะเปล่ียนผนงัเซลล์
ให้เป็นแบบไม่ชอบน า้ท าให้สามารถน าน า้มนัซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังานเข้าสู่เซลล์ได้มาก
ขึน้ 
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อีกปัจจัยหนึ่ง ท่ีใช้ในการพิจารณาเลือกแบคทีเรียท่ีจะน าไปผลิตเซลล์ตรึงก็คือ การ
ตรวจสอบการมียีนท่ีสังเคราะห์เอนไซม์แอลเคนไฮดรอกซิเลส ซึ่งมีความสัมพันธ์กับการก าจัด
น า้มนัดีเซล ได้แก่ ยีน alkB, alkB1, alkB2, alkM, CYP153 และ almA (Kohno และคณะ, 2002; 
Smith และคณะ, 2002; Beilen และคณะ, 2006; Lui และคณะ, 2011) พบว่ามีเพียง 
Acinetobacter sp. R2 เท่านัน้ ท่ีตรวจพบยีน  alkM, CYP153 และ almA อย่างไรก็ตาม Serratia 
sp. W4-01 ซึ่งมีความสามารถในการก าจดัน า้มนัดีเซลได้สงูท่ีสดุในงานวิจยันี ้กลบัตรวจสอบไม่
พบยีนท่ีมีความสมัพนัธ์กบัการก าจดัน า้มันดีเซลจากไพรเมอร์ท่ีใช้ในการทดลองนีท้ัง้ 9 คูไ่พรเมอร์ 
ซึ่งคาดว่าทัง้ 9 คูไ่พรเมอร์ มีความครอบคลมุยีนท่ีเก่ียวข้องในการก าจดัน า้มนัดีเซลท่ีมีรายงานอยู่
ในปัจจบุนั และจากการท่ี Wang และคณะ (2010) กล่าวว่าการท่ีแบคทีเรียบางสายพนัธุ์สามารถ
เจริญได้ในท่ีมีน า้มนัแตไ่ม่สามารถตรวจพบยีน alkB ได้ อาจเน่ืองจากมีเอนไซม์แอลเคนโมโนออก
ซิจีเนสอ่ืนท่ีย่อยสลายน า้มนัแทนเอนไซม์ท่ีสงัเคราะห์จากยีน alkB หรืออาจเกิดจากความจ าเพาะ
กบัไพรเมอร์ ซึง่ยงัไมมี่ความครอบคลมุกบัยีนท่ีเก่ียวข้องในการก าจดัน า้มนัดีเซลของ Serratia sp. 
W4-01 ดงัเช่นการทดลองของ Kohno และคณะ (2002) ท่ีมีความจ าเป็นในการออกแบบไพรเมอร์
คูใ่หม่ส าหรับการท าปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอร์เรสส าหรับตรวจสอบยีนท่ีสงัเคราะห์เอนไซม์แอลเคน       
ไฮดรอกซิเลส เพื่อน ามาใช้ตรวจสอบกบัแบคทีเรียท่ียอ่ยสลายแอลเคนทัง้ท่ีรู้จกัและสายพนัธุ์ใหม่ 

จากการพิจารณาคัดเลือกแบคทีเรียเพียง 1 สายพันธุ์  เพ่ือใช้ในการผลิตเซลล์ตรึง โดย
พิจารณาจากข้อมูลท่ีกล่าวมาข้างต้น ผู้ วิจัยจึงได้เลือก  Serratia sp. W4-01 เน่ืองจากเป็น
แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายน า้มนัดีเซลได้สงูท่ีสดุในงานวิจยันี ้โดยความสามารถ
ในการย่อยสลายน า้มันดีเซลถูกใช้เป็นเกณฑ์หลักในการพิจารณาคัดเลือกแบคทีเรีย รวมทัง้ 
Serratia sp. W4-01 ยงัมีความสามารถในการเกิดไฮโดรโฟบกิกบัน า้มนัดีเซลได้สงูท่ีสดุด้วย 

งานวิจัยนีส้นใจการตรึงเซลล์ในเม็ดไคโตซานท่ีมีคาร์บอนกัมมันต์เป็นตวัร่วม เน่ืองจาก      
ไคโตซานเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีสามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ มีความปลอดภยัตอ่สิ่งมีชีวิต 
ไม่เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม สามารถยึดเกาะกับเซลล์จลุินทรีย์ได้ และขึน้รูปเม็ดเจลได้ (Dutta และ
คณะ, 2004) ซึ่งเป็นลกัษณะสมบตัิท่ีดีของวสัดตุรึง นอกจากนีค้าร์บอนกัมมนัต์ซึ่งมีโครงสร้างมี     
รูพรุนและมีพืน้ท่ีผิวมาก ท าให้สามารถดดูซบัสารตา่งๆ ได้ดี (Zhao และคณะ, 2008) ซึ่งส่วนผสม
ของวัสดุตรึงเป็นปัจจัยหนึ่งท่ีมีความส าคัญส าหรับการตรึงเซลล์ ดงันัน้จึงได้ค านึงถึงชนิดของ       
ไคโตซานท่ีจ าแนกตามแหล่งท่ีมาในการผลิต ได้แก่ ไคโตซานจากกระดองป ูแกนหมึก และเปลือก
กุ้ ง ซึ่งมีโครงสร้างในการจัดเรียงตัวของสายโมเลกุลแตกต่างกัน จึงอาจท าให้มีสมบัติต่างกัน 
(Shepherd และ Falshaw, 1997) รวมทัง้ค านึงถึงความเข้มข้นของไคโตซานในการขึน้รูปเม็ดวสัดุ



72 

ตรึง พบว่าการขึน้รูปเม็ดไคโตซานจากแกนหมึก ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ท่ีมีคาร์บอนกมั
มนัต์ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 3 มิลลิเมตร เม็ดเจลมีลกัษณะกลม 
มีขนาดสม ่าเสมอ และยืดหยุน่ได้เล็กน้อย นอกจากนีผ้ลการทดสอบความแข็งแรงของวสัดตุรึงชนิด
นี ้ยงัพบว่าสามารถทนแรงกดได้ดีท่ีสุด ซึ่งลกัษณะดงักล่าวทัง้หมดนี ้ เป็นลกัษณะสมบตัิท่ีดีของ
การเป็นวสัดตุรึง จึงได้เลือกใช้ไคโตซานจากแกนหมึกท่ีความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (w/v) เพ่ือใช้ขึน้
รูปวสัดตุรึง 

เม่ือได้สูตรท่ีเหมาะสมในการขึน้รูปเม็ดไคโตซานท่ีมีคาร์บอนกัมมันต์เป็นตัวร่วม จึงได้
ทดสอบประสิทธิภาพเซลล์ตรึงท่ีมีความแตกต่างขององค์ประกอบภายในเซลล์ตรึงในการก าจัด
น า้มันดีเซล ได้แก่ เซลล์ตรึงไคโตซาน เซลล์ตรึงไคโตซาน-คาร์บอนกัมมนัต์ เซลล์ตรึงไคโตซาน-
คาร์บอนกมัมนัต์ท่ีเชือ้ผ่านการฆ่าเชือ้ วสัดตุรึงไคโตซาน และวสัดตุรึงไคโตซาน -คาร์บอนกมัมนัต์ 
เม่ือเปรียบเทียบระหว่างชุดวสัดตุรึงไคโตซาน และวสัดตุรึงไคโตซาน-คาร์บอนกัมมนัต์ พบว่าชุด
วัสดุตรึงไคโตซาน-คาร์บอนกัมมันต์มีประสิทธิภาพการก าจัดน า้มันมากกว่าชุดท่ีปราศจาก
คาร์บอนกัมมันต์ เช่นเดียวกับในชุดการทดลองของเซลล์ตรึงไคโตซาน -คาร์บอนกัมมันต์ท่ีมี
ประสิทธิภาพมากกวา่ชดุเซลล์ตรึงท่ีปราศจากคาร์บอนกมัมนัต์ ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยัของ Zhao 
และคณะ (2008) กล่าวว่าวสัดผุสมระหว่างคาร์บอกซิเมทิลเลทไคโตซานท่ีมีคาร์บอนกมัมนัต์เป็น
ตวัร่วมจะมีความสามารถในการดูดซับเพิ่มขึน้ นอกจากนีเ้ม่ือเปรียบเทียบระหว่างชุดวัสดุตรึง      
ไคโตซาน-คาร์บอนกัมมนัต์กบัเซลล์ตรึงไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ พบว่าชดุเซลล์ตรึงไคโตซาน-
คาร์บอนกัมมันต์มีประสิทธิภาพการก าจัดน า้มนัดีเซลสูงกว่าวสัดตุรึงท่ีปราศจากเซลล์ แสดงว่า
นอกจากการดดูซบัน า้มนัดีเซลโดยวสัดตุรึงแล้ว ยงัเกิดจากการย่อยสลายของ  Serratia sp. W4-
01 อย่างไรก็ตามเพ่ือยืนยนัถึงความสามารถในการย่อยสลายน า้มนัดีเซลจาก Serratia sp. W4-
01 ท่ีถูกตรึงภายในเซลล์ตรึง งานวิจัยนีจ้ึงได้เปรียบเทียบกับชุดการทดลองท่ีเติมเซลล์ตรึงไคโต
ซาน-คาร์บอนกมัมนัต์กบัเซลล์ตรึงไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ท่ีเชือ้ผ่านการฆ่าเชือ้ พบว่าเซลล์ตรึง      
ไคโตซาน-คาร์บอนกัมมันต์ท่ีเชือ้ผ่านการฆ่าเชือ้มีประสิทธิภาพต ่ากว่าเซลล์ตรึงท่ีไคโตซาน -
คาร์บอนกัมมันต์ แต่มีประสิทธิภาพสูงกว่าชุดวัสดุตรึงไคโตซาน -คาร์บอนกัมมนัต์ เน่ืองจากผิว
เซลล์มีสมบตัเิป็นไฮโดรโฟบกิจงึสามารถเพิ่มการดดูซบัน า้มนัได้มากขึน้ (Lin และคณะ, 2009) 

จากการทดสอบประสิทธิภาพเซลล์ตรึงท่ีมีความแตกตา่งของความเข้มข้นคาร์บอนกมัมนัต์
ในการก าจดัน า้มนั พบว่าเซลล์ตรึงท่ีมีคาร์บอนกมัมนัต์ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพ
ในการก าจัดน า้มันดีเซลความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตรสูงท่ีสุด และพบว่าเซลล์ตรึงท่ีมี 
คาร์บอนกัมมนัต์ ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ มีโครงสร้างท่ีแตกง่ายกว่า ดงันัน้ความเข้มข้นของ
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ส่วนผสมในวสัดตุรึงเป็นอีกปัจจยัหนึ่งท่ีส่งผลต่อความแข็งแรงของวสัดตุรึง (Bickerstaff, 1997) 
และประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซล ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Kwon และคณะ (2009) 
พบว่าเซลล์ตรึงท่ีใช้คาร์บอนกัมมันต์ 1% (w/v) ร่วมกับพอลิไวนิลแอลกอฮอล์ (PVA)  และ         
แซนแทนกมัชว่ยเพิ่มประสิทธิภาพในการก าจดัฟีนอล แตเ่ม่ือเพิ่มความเข้มข้นปริมาณคาร์บอนกมั
มนัต์จะท าให้ความแข็งแรงของเม็ดเซลล์ตรึงลดลง 

นอกจากปริมาณความเข้มข้นของคาร์บอนกัมมนัต์ท่ีถูกตรวจสอบ งานวิจัยนีย้งัตรวจสอบ
ประสิทธิภาพเซลล์ตรึงท่ีมีความแตกตา่งของขนาดเซลล์ตรึงในการก าจดัน า้มนัดีเซล ซึ่งพบว่าเซลล์
ตรึงท่ีมีขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 3 มิลลิเมตร มีประสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัดีเซลได้สงูสดุ ซึ่งอาจ
เป็นผลจากการท่ีมีพืน้ท่ีผิวสมัผสัของเซลล์ตรึงสามารถสมัผสัน า้มันได้มากกว่าเม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ี
มีขนาดใหญ่ ซึ่งสอดคล้องกบังานวิจยัของ Sarma และคณะ (2011) ท่ีรายงานประสิทธิภาพของ
การใช้เซลล์ตรึง Mycobacterium frederiksbergenese ในเม็ดอลัจิเนตเพ่ือย่อยสลายของไพรีน 
พบวา่เซลล์ตรึงท่ีมีขนาดใหญ่จะมีประสิทธิภาพการย่อยสลายต ่ากว่าเซลล์ตรึงขนาดเล็ก เน่ืองจาก
พืน้ท่ีผิวลดลงท าให้การถ่ายเทมวลของไพรีนต ่าลง ทัง้นีต้้องค านึงถึงลกัษณะรูปร่างท่ีสมบรูณ์ของ
เซลล์ตรึง ซึง่รูปร่างท่ีสมบรูณ์จะมีประสิทธิภาพดีกวา่เซลล์ตรึงท่ีไมส่มประกอบ 

เม่ือได้เซลล์ตรึงท่ีมีองค์ประกอบท่ีเหมาะสมส าหรับการก าจัดน า้มันดีเซลคือ การตรึง 
Serratia sp. W4-01 ไว้ภายในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ ซึง่มีความเข้มข้นคาร์บอนกมัมนัต์ 1 
เปอร์เซ็นต์ โดยมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 3 มิลลิเมตร หลงัจากผ่านการทดสอบประสิทธิภาพการ
ก าจดัน า้มนัดีเซลแบบท่ีมีการเติมน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ทกุ 2 วนั เป็น
เวลา 14 วนั พบว่าชดุการทดลองมีปริมาณน า้มนัเหลืออยู่น้อยกว่าชดุควบคมุ แสดงว่าเซลล์ตรึงมี
ประสิทธิภาพในการก าจัดน า้มันดีเซลได้อย่างต่อเน่ือง ทัง้ท่ีมีการเติมน า้มันเพิ่มขึน้ทุกสองวัน 
เน่ืองจากวสัดตุรึงจะดดูซบัน า้มนัดีเซลไว้ภายในวสัดตุรึง จากนัน้แบคทีเรียท่ีถูกตรึงจะย่อยสลาย
น า้มัน ส่งผลให้วัสดุตรึงสามารถดูดซับน า้มันดีเซลได้อีก ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Luan 
และคณะ, 2006 ท่ีสรุปว่าเร่ิมแรกในการก าจดัไตรบิวทิลทินของ Chlorella vulgaris ท่ีถกูตรึงไว้
ภายในเม็ดอลัจิเนต จะก าจดัไตรบิวทิลทินโดยใช้กระบวนการดดูซบัเข้าสู่วสัดตุรึงและบางส่วนเข้า
สูผ่นงัเซลล์ จากนัน้เซลล์จงึยอ่ยสลายสารดงักล่าว นอกจากนีย้งัได้ทดสอบประสิทธิภาพการก าจดั
น า้มนัดีเซลแบบท่ีมีการเติมปริมาณน า้มนัคงท่ีประมาณ 600 มิลลิกรัมตอ่ลิตร โดยไม่เติมเพิ่มอีก
จนกระทัง่เสร็จสิน้การทดลอง พบว่าเม่ือเวลาผ่านไป ปริมาณน า้มนัดีเซลในชดุการทดลองท่ีมีการ
เตมิเซลล์ตรึงมีปริมาณลดลง แตใ่นชดุท่ีปราศจากเซลล์ตรึงยงัคงมีน า้มนัดีเซลคอ่นข้างคงท่ี แสดง
ว่าเซลล์ตรึงสามารถก าจัดน า้มันดีเซลความเข้มข้น 600 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้แต่อาจต้องใช้
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ระยะเวลาเพิ่มขึน้เพ่ือให้ Serratia sp. W4-01 ย่อยสลายน า้มนัท่ีถกูดดูซบั จากนัน้วสัดตุรึงจะดดู
ซบัน า้มนัดีเซลเข้าสู่เซลล์ตรึงแต่เน่ืองจากความเข้มข้นน า้มนัดีเซลท่ีสูงจึงท าให้ประสิทธิภาพการ
ก าจัดน า้มันดีเซลลดต ่าลง ซึ่งสามารถศึกษาได้จากงานวิจัยนีใ้นขัน้ถัดไป คือการศึกษา
ประสิทธิภาพเซลล์ตรึงในการก าจดัน า้มนัดีเซลท่ีแปรผนัความเข้มข้นของน า้มนั 

 การศกึษาประสิทธิภาพเซลล์ตรึงในการก าจดัน า้มนัดีเซลท่ีแปรผนัความเข้มข้นของน า้มนัท่ี
ระดบัความเข้มข้น 100, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร พบว่าเซลล์ตรึงมี
ประสิทธิภาพสามารถก าจดัน า้มนัดีเซลได้สงูสดุท่ีระดบัความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร โดยเม่ือ
ความเข้มข้นน า้มนัดีเซลสูงกว่า 600 มิลลิกรัมต่อลิตร ประสิทธิภาพของเซลล์ตรึงในการก าจัด
น า้มนัดีเซลลดลง ซึ่งเป็นเช่นเดียวกันกับงานวิจยัของ Zahed และคณะ (2010) ได้รายงานว่า
ภายในระยะเวลาเทา่กนั ประสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัดิบท่ีความเข้มข้นต ่า จะมีประสิทธิภาพท่ี
ดีกวา่การก าจดัน า้มนัดบิท่ีความเข้มข้นสงู แตอ่ย่างไรก็ตามรายงานของ Margesin และ Schinner 
(1998) ได้อ้างถึงองค์ประกอบของน า้มนัดีเซลท่ีมีความเป็นพิษ จึงท าให้จุลินทรีย์ไม่สามารถย่อย
สลายน า้มนัดีเซลได้ 100 เปอร์เซ็นต์ ด้วยเหตนีุห้ากมีการก าจดัน า้มนัดีเซลท่ีความเข้มข้นต ่าเกิน
ความเหมาะสมท่ีจุลินทรีย์ย่อยได้ ประสิทธิภาพการก าจัดน า้มันดีเซลจะไม่เพิ่มมากไปกว่าท่ีจะ
ก าจดัได้ แตเ่ม่ือมีการเติมน า้มนัดีเซลปริมาณมากขึน้ จุลินทรีย์ก็จะย่อยสลายน า้มนัดีเซลได้มาก
ขึน้ด้วย ท าให้มีประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลเพิ่มขึน้ ในกรณีของเซลล์ตรึงการท่ีความเข้มข้น
น า้มนัดีเซล 100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ซึง่ถือวา่มีปริมาณน้อย อาจท าให้น า้มนัดีเซลไม่สามารถผ่านเข้า
ไปถึงเซลล์ จงึท าให้ประสิทธิภาพของเซลล์ตรึงในการก าจดัน า้มนัดีเซลต ่ากว่าท่ีระดบัความเข้มข้น
น า้มนัดีเซล 200 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่อย่างไรก็ดีจากความสามารถในการก าจดัน า้มนัดีเซลของ
เซลล์ตรึงท่ียงัมีประสิทธิภาพดีในช่วง 100 – 400 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ซึ่งเป็นช่วงความเข้มข้นน า้มนัท่ี
ปนเปือ้นในน า้เสียจากโรงงาน เช่นจากข้อมลูจากโรงกลัน่น า้มนับริษัท ไทยออยล์ จ ากดั (มหาชน) 
(2554) น า้เสียของโรงงานมีน า้มนัปนเปือ้นอยู่ประมาณ 256 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  จึงอาจเป็นไปได้ใน
การประยุกต์ใช้เซลล์ตรึงชนิดนีใ้นการบ าบัดน า้เสียดังกล่าวหรืออุตสาหกรรมอ่ืนในขัน้ของ
กระบวนการบ าบัดน า้เสียทางชีวภาพเพ่ือให้ปริมาณความเข้มข้นน า้มันอยู่ในช่วงมาตรฐาน
คณุภาพน า้ทิง้ของโรงงานหรือนิคมอตุสาหกรรมท่ีก าหนด 

นอกจากนีง้านวิจัยนีย้ังได้ศึกษาเก่ียวกับประสิทธิภาพเซลล์ตรึงในการใช้ซ า้ส าหรับการ
ก าจดัน า้มนัดีเซล ซึ่งเป็นข้อดีของเซลล์ตรึงอย่างหนึ่ง (Karabika และคณะ, 2009) Serratia sp. 
W4-01 ในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ มีประสิทธิภาพการใช้ซ า้ทัง้ 12 รอบ รอบละนาน 4 วนั  
เซลล์ตรึงมีประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เพิ่มขึน้จากรอบ
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แรก อยู่ในช่วง 41 - 90 เปอร์เซ็นต์ และเม่ือพิจารณาน า้หนกัเซลล์ตรึงพบว่าในรอบท่ี 10 น า้หนกั
เซลล์ตรึงลดลงอยา่งเห็นได้ชดั แตป่ระสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัดีเซลยงัคงอยู่ งานวิจยัของ Lan 
และคณะ, 2009 พบว่า Yarrowia lipolytica W29 ท่ีถกูตรึงในเม็ดแคลเซียมอลัจิเนตสามารถใช้ซ า้
ได้ 12 รอบ โดยมีประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัประมาณ 77 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งบางรอบของการใช้ซ า้
จะมีประสิทธิภาพลดลงเหลือต ่ากวา่ 60 เปอร์เซ็นต์  

เม่ือผ่านการใช้ซ า้ประสิทธิภาพการก าจดัน า้มันดีเซลของเซลล์ตรึงท่ีเพิ่มขึน้ในงานวิจัยนี ้
สอดคล้องกบัการปรากฏจ านวนเซลล์แบคทีเรียท่ีเพิ่มขึน้ ในรอบการใช้ซ า้ท่ี 6 ซึ่งตรวจสอบด้วย
กล้องจลุทรรศน์อิเลคตรอนแบบสอ่งกราด แตใ่นรอบท่ี 12 ปริมาณเซลล์ท่ีพบในเซลล์ตรึงลดลงอาจ
เน่ืองจากการร่ัวไหลของเซลล์จากวสัดตุรึง (Lan และคณะ, 2009) อย่างไรก็ตามภายในวสัดตุรึง
ยงัคงมีเซลล์เหลืออยู่มากกว่าปริมาณเซลล์ก่อนการทดสอบ เช่นเดียวกับผลการทดลองในการ
ตรวจสอบการมีชีวิตรอดของ Serratia sp. W4-01 ในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ของเซลล์ตรึง 
หลงัการทดสอบใช้ซ า้ในรอบท่ี 12 พบว่ามีจ านวนแบคทีเรียท่ีมีชีวิตรอดมากขึน้กว่าก่อนการใช้ซ า้ 
จากการท่ี Serratia sp. W4-01 สามารถเพิ่มจ านวนในเซลล์ตรึงโดยใช้น า้มนัดีเซลเป็นแหล่ง
คาร์บอนได้ ท าให้ประสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัดีเซลสงูขึน้ด้วย 

ผลจากการทดลองทัง้หมดดงัท่ีกล่าวมา สามารถสรุปได้ว่า Serratia sp. W4-01 ในเม็ด     
ไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์มีประสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัดีเซลได้ดีกว่าเซลล์ตรึงจากไคโตซาน
ท่ีปราศจากคาร์บอนกัมมนัต์เป็นตวัร่วม แสดงว่าคาร์บอนกมัมนัต์มีส่วนช่วยเพิ่มประสิทธิภาพใน
การก าจดัน า้มนัดีเซล และพบว่า Serratia sp. W4-01 ในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ ซึ่งมี
ความเข้มข้นคาร์บอนกัมมันต์ 1 เปอร์เซ็นต์ โดยมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร มี
ประสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัดีเซลความเข้มข้นในชว่ง 100 – 400 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ซึ่งเป็นระดบั
ความเข้มข้นน า้มนัท่ีพบได้ในน า้เสียจากโรงงานอุตสาหกรรม นอกจากนีเ้ม่ือเซลล์ตรึงผ่านการใช้
ซ า้จะมีประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลเพิ่มขึน้จนกระทัง่เซลล์ตรึงสญูเสียสภาพโครงสร้างเม็ด
เจล ดังนัน้เซลล์ตรึงไคโตซานท่ีมีคาร์บอนกัมมันต์เป็นตัวร่วมนี ้มีแนวโน้มจะประยุกต์ใช้ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพอยา่งตอ่เน่ืองส าหรับบ าบดัน า้เสียท่ีมีการปนเปือ้นน า้มนัดีเซลได้ดงัเช่นการทดลอง
ของ Khondee และคณะ (2012) ท่ีมีการประยกุต์ใช้ Sphingobium sp. P2 ท่ีถกูตรึงบนไคโตซาน
เพ่ือใช้บ าบดัน า้เสียท่ีมีน า้มนัปนเปือ้นจากร้านล้างรถ ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกหมนุวน
ภายใน 

ดงันัน้การประยกุต์ใช้วสัดตุรึงไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ซึ่งเป็นการผสมระหว่างวิธีการตรึง
เซลล์แบบการกักขังไว้ในโครงสร้างของไคโตซานและการดูดซับบนพืน้ผิวของคาร์บอนกัมมันต์ 
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รวมทัง้คาร์บอนกัมมนัต์จะช่วยดดูซบัน า้มนับางส่วนไว้ จึงช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนั
ดีเซลของเซลล์ตรึงได้ อีกทัง้วิธีการตรึงเซลล์แบบผสมนีย้ังมีการศึกษาและวิจัยไม่มากนัก จาก
เหตผุลท่ีกล่าวมาข้างต้น เซลล์ตรึงไคโตซาน-คาร์บอนกัมมนัต์นบัเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการก าจดัน า้มนัดีเซล ซึ่งน่าจะมีแนวโน้มท่ีจะสามารถประยุกต์ใช้ในระบบบ าบดัน า้เ สียจริงท่ีมี
การปนเปือ้นน า้มนัดีเซลได้  
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บทที่ 6 

ข้อซสนอแนะในงานวิจยั 

1. จากกระบวนการเตรียมเซลล์ตรึงท่ีเซลล์ต้องผ่านทัง้สภาวะกรดและดา่ง  ซึ่งเป็นสาเหตทุ า

ให้เซลล์ตายจ านวนมาก ส่งผลให้ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นมีปริมาณน้อย ดงันัน้ในการตรึงเซลล์อาจ

ต้องใช้ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นปริมาณเพิ่มขึน้มากกว่านีเ้พ่ือให้เซลล์ตรึงมีแบคทีเรียมีชีวิตรอดมากขึน้  

นอกจากนีอ้าจปรับวิธีการละลายส่วนผสมของวสัดตุรึง โดยผสมระหว่างคาร์บอนกมัมนัต์กับเชือ้

ก่อน เพ่ือให้เชือ้เข้าไปแทรกตวัหรือดดูซบัอยู่ภายในรูพรุนของคาร์บอนกัมมนัต์เพ่ือเพิ่มการมีชีวิต

รอด จากนัน้จึงละลายกับไคโตซาน แล้วหยดในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 2% 

(w/v) เพ่ือก่อรูปเป็นเม็ดเจล 

2. ประสิทธิภาพในการก าจดัน า้มนัดีเซลของ Serratia sp. W4-01 พบว่าไม่ดีนกั ซึ่งอาจ

เน่ืองมาจาก Serratia sp. W4-01 ถกูคดัแยกได้จากดินท่ีมีการปนเปื้อนน า้มนัปิโตรเลียม แตมี่การ

ใช้น า้มนัถั่วเหลืองความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) เป็นสารตัง้ต้นในการแยกเชือ้บนอาหารแข็ง 

CFMM เพ่ือคดัแยกแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างสารลดแรงตงึผิว แต่ในงานวิจยันีใ้ช้น า้มนัดีเซลเป็น

แหล่งคาร์บอนท าให้ Serratia sp. W4-01 ไม่สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวได้ประสิทธิภาพในการ

ก าจดัน า้มนัดีเซลของ Serratia sp. W4-01 จึงไม่มากนกั ดงันัน้หากแยกเชือ้จลุินทรีย์โดยใช้น า้มนั

ดีเซลเป็นแหล่งคาร์บอนโดยตรง อาจช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยสลายน า้มนัดีเซลให้สงูขึน้  

(Wongsa และคณะ, 2004) 

3. แบคทีเรียท่ีน ามาตรึงในเม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกัมมนัต์ ควรผ่านการตรวจสอบการผลิต

เอนไซม์ไคโตซานเนส เพ่ือป้องกนัการย่อยสลายเม็ดไคโตซาน (Barreto และคณะ, 2010) ซึ่งถกูใช้

เป็นวสัดตุรึงจากเอนไซม์ดงักลา่ว 

4. เม่ือน าเซลล์ตรึงไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์มาใช้ซ า้ พบวา่โครงสร้างเซลล์ตรึงเร่ิมหลดุออก 

ซึ่งสาเหตเุหล่านีอ้าจแก้ไขได้โดยการใช้กลูตาอลัดีไฮด์ เช่ือมขวางโครงสร้างของไคโตซานเพ่ือเพิ่ม

ความแข็งแรงของเซลล์ตรึง (Goncalves และคณะ, 2005) 

5. ก่อนการใช้งานเซลล์ตรึง ควรมีการกระตุ้นเพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพก่อนการใช้เพ่ือบ าบดัน า้

เสียท่ีปนเปือ้นน า้มนัดีเซล คือ การน าเซลล์ตรึงไปเลีย้งในอาหารเหลว CFMM ท่ีมีน า้มนัดีเซลเป็น
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แหล่งคาร์บอน ซึ่งผลจากการใช้ซ า้พบว่ารอบท่ี 5 ประสิทธิภาพการก าจดัน า้มนัดีเซลมากกว่า 60 

เปอร์เซ็นต์ ดงันัน้อาจกระตุ้นก่อนนาน 5 รอบ แล้วจึงน าเซลล์ตรึงนัน้ไปใช้งานเพ่ือบ าบดัน า้เสียท่ี

ปนเปือ้นน า้มนัดีเซลจริง 

6. ประยกุต์ใช้เซลล์ตรึง Serratia sp. W4-01 ในเม็ดไคโตซานท่ีมีคาร์บอนกมัมนัต์เป็นตวัร่วม

นี ้ใช้ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพอยา่งตอ่เน่ืองส าหรับบ าบดัน า้เสียจริงท่ีมีการปนเปือ้นน า้มนัดีเซล 

7. ประยุกต์ใช้วัสดุตรึงไคโตซานท่ีมีคาร์บอนกัมมันต์เป็นตัวร่วม  เพ่ือตรึงแบคทีเรียท่ีมี

ความสามารถในการยอ่ยสลายสารพิษชนิดอ่ืนได้ 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการซตรียมอาหารซลีย้งซชือ้ 

อาหารซลีย้งซชือ้ Luria-Bertani (LB) 

  ผงสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)   10 กรัม 

  ทริปโตน (Tryptone)    5 กรัม 

  โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)    5 กรัม 

 ละลายสารละลายทัง้สามชนิดในน า้กลัน่ปรับความเป็นกรด-ดา่ง จน pH เท่ากบั 7 และปรับ

ปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ 

อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 อาหารเลีย้งเชือ้แข็งละลายวุ้นผงหรือแบคโตอาการ์ 15 กรัม ตอ่อาหาร 1,000 มิลลิลิตร ก่อน

น าไปนึง่ฆา่เชือ้ 

อาหารซลีย้งซชือ้ Luria-Bertani (LB) ซจือจาง 10 ซท่า 

 น าอาหารเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมกบัน า้กลัน่ 900 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้

ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 อาหารเลีย้งเชือ้แข็งละลายวุ้นผงหรือแบคโตอาการ์ 15 กรัม ตอ่อาหาร 1,000 มิลลิลิตร ก่อน

น าไปนึง่ฆา่เชือ้ 

อาหารซลีย้งซชือ้ที่ปราศจากแหล่งคาร์บอน (Carbon Free Mineral Medium, CFMM) 

สารละลายส่วนที่ 1 

  แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)   3 กรัม 

  โพแทสเซยมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  2.2 กรัม 

  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O) 0.8 กรัม 

 ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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 อาหารเลีย้งเชือ้แข็งละลายวุ้นผงหรือแบคโตอาการ์ 15 กรัม ตอ่อาหาร 1,000 มิลลิลิตร ก่อน

น าไปนึง่ฆา่เชือ้ 

สารละลายส่วนที่ 2 

เฟอร์รัสคลอไรด์ (FeCl3.6H2O)   0.05 กรัม/มิลลิลิตร 

แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2.H2O)   0.05 กรัม/มิลลิลิตร 

  แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)  0.1 กรัม/มิลลิลิตร 

 ก าจดัเชือ้ด้วยการกรองผา่นหวักรองส าเร็จรูปขนาด 0.22 ไมโครเมตร ผสมสารละลายส่วนท่ี 

2 ชนิดละ 1 มิลลิลิตร ตอ่สารละลายสว่นท่ี 1 1,000 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 

สารซคมีที่ใช้ในการทดลอง 

ซอทานอล 70% 

  เอทานอล 99%     700 มิลลิลิตร 

  น า้กลัน่ปลอดประจ ุ   300 มิลลิลิตร 

20% โลซดียมโดซดลิลลัลซฟต (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) 

  Sodium lauryl sulfate    20 กรัม 

 คอ่ยๆละลาย SDS ในน า้ปลอดประจุ อณุหภูมิ 60 องศาเซสลเซียส ปริมาตร 80 มิลลิลิตร 

เม่ือละลายหมด เติมน า้ปลอดประจจุนได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 

15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

20% สารละลายโปรตีนซนสซค (Proteinase K) 

  โปรตีนเนสเค (Proteinase K)   20 มิลลิกรัม 

  น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้    1 มิลลิลิตร 

สารละลาย Tris-HCL, pH 8 ซข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์  

  Trizma base (C4H11NO3)    1.2 กรัม 

 ละลายในน า้ปลอดประจ ุ800 มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่งเป็น 8.0 ด้วยกรดไฮโดร

คลอริก เติมน า้ปลอดประจุจนได้ ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 

ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

สารละลาย EDTA ซข้มข้น 0.5 โมลาร์ 

  EDTA (C10H14O8Na2.2H2O)   186.1 กรัม 

  โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)   20 กรัม 
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 ละลาย EDTA ในน า้ปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซด์คนให้เข้ากนั รอ

ให้เย็นแล้วปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น 8.0 เติมน า้ปลอดประจุให้มีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 

นาที 

บัฟซฟอร์ TE 

  Tris-HCl, pH 8.0 เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์  10 มิลลิลิตร 

  EDTA, pH 8.0 เข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์  0.2 มิลลิลิตร 

 ละลายในน า้ปลอดประจุจนมีปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วย

ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

0.85% สารละลายโลซดียมคลอไรด์ 

  โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)    8.5 กรัม 

 ละลายในน า้ปลอดประจุจนมีปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วย

ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

สารละลายโลซดียมคลอไรด์ ซข้มข้น 5 โมลาร์ 

  โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)    292 กรัม 

 ละลายในน า้ปลอดประจุจนมีปริมาตรสุดท้ายเป็น 800 มิลลิลิตร คนให้ละลายจากนัน้เติม

น า้ปลอดประจุ น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

สารละลายโลซดียมไฮดรอกไลด์ซข้มข้น 1 นอร์มัล 

  โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)   4 กรัม 

 ละลายในน า้กลัน่จนปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 

ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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สารละลาย CTAB/NaCl 

  โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)    4.1 กรัม 

  CTAB      10 กรัม 

 ละลาย CTAB ในน า้ปลอดประจอุณุหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากนัน้

เติมโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 0.7 โมลาร์ เม่ือละลายหมดเติมน า้ปลอดประจจุนได้ปริมาตรเป็น 100 

มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที 

บัฟซฟอร์ TAE ซข้มข้น 50 ซท่า 

  Tris-HCl     242  กรัม 

  EDTA pH 8.0 เข้มข้น 0.5 โมลาร์   100 มิลลิลิตร 

  กรดอะซิตกิเข้มข้น    57.1 มิลลิลิตร 

 ละลายส่วนผสมทัง้หมดในน า้ปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แล้วเติมน า้ปลอดประจุ

ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆ่าเชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

อะกาโรสซจลซข้มข้น 0.9% 

  อะกาโรส     0.9 กรัม 

  บฟัเฟอร์ TAE เข้มข้น 1 เทา่   100 มิลลิลิตร 

 หลอมให้เข้ากนัด้วยไมโครเวฟหรือการให้ความร้อน 

อะกาโรสซจลซข้มข้น 2% 

  อะกาโรส     2 กรัม 

  บฟัเฟอร์ TAE เข้มข้น 1 เทา่   100 มิลลิลิตร 

 หลอมให้เข้ากนัด้วยไมโครเวฟหรือการให้ความร้อน 
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สารละลายซอธิซดียมโบรไมด์ซข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

  เอธิเดียมโบรไมด์    0.1 มิลลิลิตร 

  น า้กลัน่      10 มิลลิลิตร 

 ละลายให้เข้ากันเก็บในภาชนะปิดสนิทในท่ีมืด (ขณะเตรียมควรสวมถุงมือเน่ืองจากเอธิ

เดียม โบรไมด์เป็นสารก่อมะเร็ง) 

สารละลายฟีนอล/คลอโรฟอร์ม 

 ผสมสารละลายฟีนอลท่ีอ่ิมตวัในบฟัเฟอร์ Tris-HCl ให้เข้ากบัคลอโรฟอร์ม ในอตัราส่วน 1:1 

(v/v) โดยผสมด้วยแท่งแม่เหล็กกวนสาร เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้เก็บในขวดสีชา ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐาน 

กราฟมาตรฐานของน ้ามนัดีเซล 

 

รูปท่ี ค.1 กราฟมาตรฐานระหวา่งคา่อตัราสว่นพืน้ท่ีและคา่อตัราส่วนความเข้มข้นของน า้มนัดีเซล 

กราฟมาตรฐานของน า้มนัดีเซลสร้างจากคา่อตัราสว่นพืน้ท่ี (พืน้ท่ีใต้กราฟของน า้มนัดีเซล/
พืน้ท่ีใต้กราฟของสเตียริลแอลกอฮอล์) และคา่อตัราสว่นความเข้มข้น (ความเข้มข้นของน า้มนั
ดีเซล/ความเข้มข้นของสเตียริลแอลกอฮอล์) 

หาปริมาณน า้มนัดีเซลโดยการน าคา่พืน้ท่ีใต้กราฟท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง TLC-FID 
มาหาอตัราสว่นพืน้ท่ี แล้วแทนคา่ในสมการ 

อตัราสว่นพืน้ท่ี (y) = 0.4223 อตัราส่วนความเข้มข้น (x)  

จากนัน้หาคา่ปริมาณน า้มนัดีเซลด้วยการแทนคา่อตัราส่วนความเข้มข้นในสมการ 

ปริมาณของน า้มนัดีเซล (มิลลิกรัม) = อตัราสว่นความเข้มข้น x ปริมาณของสเตียริล
แอลกอฮอล์ (มิลลิกรัม) 
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โครมาโตแกรมของน ้ามนัดีเซลจากการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง TLC-FLD  

 
รูปท่ี ค.2 TLC-FID โครมาโตแกรมของน า้มนัดีเซลในชดุควบคมุ 0 วนั ในการย่อยสลายน า้มนัดีเซล
ท่ีความเข้มข้นของน า้มันดีเซล 100 มิลลิกรัมต่อลิตร พีคท่ี 1และ 2 คือแซททูเรทสเตียริล
แอลกอฮอล์ ตามล าดบั 
 
 

1 

2 
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รูปท่ี ค.3 TLC-FID โครมาโตแกรมของน า้มนัดีเซลในชดุทดลองเซลล์ตรึง Serratia sp. W4-01 ใน
เม็ดไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ 4 วนั ในการย่อยสลายน า้มนัดีเซลท่ีความเข้มข้นของน า้มนัดีเซล 
100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร พีคท่ี 1และ 2 คือแซททเูรทสเตียริลแอลกอฮอล์ ตามล าดบั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 

1 
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ลกัษณะเม็ดเจลไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ 
 

(ก.)  
 

(ข.)  
รูปท่ี ค.4 เม็ดเจลไคโตซาน-คาร์บอนกมัมนัต์ (ก.)ก่อนการใช้ซ า้ และ(ข.)หลงัผา่นการใช้ซ า้รอบท่ี12 
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Thailand. (poster presentation-proceeding) 
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