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            STK เป็นกลุ่มแบคทีเรียที�มีสมบตัิไม่ชอบนํ �าสามารถเข้าจับกับสารกลุ่ม PAHs ซึ�งมี
คณุสมบตัิไม่ชอบนํ �าเช่นกันได้  พบว่ากลุ่มแบคทีเรีย STK สามารถใช้ไพรีนเป็นแหล่งคาร์บอน
และแหล่งพลงังานได้ แตอ่ย่างไรก็ตาม พบว่าการย่อยสลายไพรีนในดินโดยแบคทีเรียนี �ยงัเกิด
ได้ไม่ดีนัก งานวิจัยนี �มุ่งเน้นที�จะเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนในดินภาวะ
ของแข็งและในรูปแบบสเลอรีด้วยกลุ่มแบคทีเรีย STK ที�เลี �ยงในอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM ในรูป
เซลล์อิสระกบัชนิดที�ตรึงบนเศษใบไม้   เมื�อเตมิแบคทีเรียที�ตรึงบนเศษใบไม้ในดินภาวะของแข็ง
สามารถลดปริมาณไพรีนเป็น 4.08% ในเวลา 28 วนั   ส่วนการย่อยไพรีนในดินภาวะสเลอรีนั �น
หลังการย่อย 10 วนั พบปริมาณไพรีนเหลือในส่วนวัฏภาคดินและนํ �าประมาณ 0.24% และ 
6.83% ตามลําดบั  สําหรับการเติมกลุ่มแบคทีเรีย STK  ในรูปเซลล์อิสระนั �นไม่พบการย่อย
ไพรีนในระบบดินภาวะของแข็ง โดยหลังการย่อย 28 วัน เหลือไพรีน 66.89% เทียบกับชุด
ควบคุมที�เหลืออยู่ 76%  แต่หากย่อยในระบบสเลอรีนั �นจะเหลือปริมาณไพรีนอยู่ที� 18.21% 
และ15.04% ในเฟสดินและนํ �าตามลําดบัที� 10 วนัของการย่อย    การเก็บกลุ่มจลุินทรีย์นี �ไว้ใช้
ในระยะยาวทําโดยการเลี �ยงกลุ่มแบคทีเรีย STK บนวสัดเุหลือใช้จากพืช 14 วนั  ลดความชื �น
เป็น 30% แล้วทําแห้งแบบเยือกแข็ง  จากนั �นนํามาเก็บที�อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 9 เดือน  ใน
ระหวา่งนั �นนําตวัอยา่งมาตรวจสอบการย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็งและหาจํานวนของ
แบคทีเรียทั �งหมดที�ยงัเหลือตามระยะเวลาที�เก็บที�เดือนที� 0 3 6 และ 9 พบว่าหลงัการทําแห้ง
แบบเยือกแข็งมีปริมาณไพรีนในดินที�ทดสอบเหลืออยู่ 2.08%, 49.96%, 51.80%  และ 
58.49%  ในขณะที�มีเซลล์ที�มีชีวิตอยู่  9.34, 7.59, 7.57 และ 7.15 log CFU ตอ่กรัม ภายหลงั
การเก็บนาน  3,  6 และ 9 เดือนตามลําดบั 
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            STK is a bacterial consortium with hydrophobic in nature render them to bind to 
polycyclic aromatic hydrocarbons via their hydrophobicities. This consortium is able to 
utilize pyrene as carbon and energy sources, however pyrene degradation by the 
consortium in soil was limited. The aim of the present study is to focus on pyrene 
degradation in soil on solid state in comparison with that of slurry state in both free cell 
system and immobilized cell system.  The latter, cells were immobilized onto mixed 
leaves.  After 28 days of incubation, the immobilized system showed a 4.08 % of pyrene 
remained in solid soil while 0.24% and 6.83% remained in aqueous phases of the slurry 
system after 10 days.  In the case of free cell, less degradation was observed in solid 
soil as the result showed that amount of pyrene remained after 28 days of incubation 
was 66.89% comparing to control of 76%. While in the slurry system, the amounts of 
pyrene remained were 18.21% and 15.04 % in solid and aqueous phases, respectively, 
after 10 days of incubation. In term of long term storage, the immobilized STK was 
grown on plant waste materials for 14 days, moisture content was adjusted to 30% 
followed by packed under vacuum and store at the room temperature for 9 months. 
Periodically samples were taken and determined for pyrene degradation activities and 
bacterial viabilities at 0, 3, 6 and 9 months.  Under the above circumstances, number of 
viable cells and amount of pyrene remained were found to be  9.23 log CFU/g and 
2.08%, 7.59 log CFU/g, 49.96%, 7.57 log CFU/g, 51.80% and 7.15 log CFU/g, 58.49% 
in 3, 6 and 9 months, respectively.   
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บทที� 1 

บทนํา 

 

ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

 

 ปัญหาจากการปนเปื�อนของสารเคมีชนิดต่างๆ ได้เพิ�มมากขึ �นในปัจจุบัน ทั �งนี �สืบ

เนื�องมาจากการพฒันาทางด้านอุตสาหกรรม คมนาคม การเกษตร และการดํารงชีวิตประจําวนั

ของมนุษย์ ผลผลิตที�ได้จากการพฒันาทางด้านต่างๆ นี � ได้แก่ นํ �าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม 

นํ �ามันจากเรือขนส่ง สารกําจัดวชัพืช และของเสียจากห้องทดลอง เป็นต้น เป็นที�ประจักษ์ว่าผล

จากการพัฒนาของทางอุตสาหกรรม นอกจากจะให้ผลผลิตที�ต้องการแล้วยังก่อให้เกิดการ

ปลดปล่อยสารอินทรีย์และอนินทรีย์สู่สิ�งแวดล้อมซึ�งส่งผลกระทบต่อสิ�งมีชีวิตรวมทั �งมนุษย์ด้วย 

(Klein, 2000) ปัญหานี �ต้องได้รับการแก้ไขเพื�อขจดัความเป็นพิษออกจากสิ�งแวดล้อมทั �งในดิน นํ �า 

และอากาศ  

 

 นํ �ามันและปิโตรเลียมได้ถูกจัดเป็นของเสียอันตรายประเภทหนึ�ง (กรมควบคุมมลพิษ, 

2542) ซึ�งประกอบไปด้วยสารอินทรีย์หลายชนิด เช่น พวกสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติก

ไฮโดรคาร์บอน (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs) เป็นต้น โดยในงานวิจัยครั �งนี �

ต้องการศกึษาไพรีนซึ�งเป็นสารประกอบ PAHs ชนิดหนึ�งที�มีความเป็นพิษและเกิดการย่อยสลายได้

ยาก ดงันั �นไพรีนจึงจดัเป็นตวับง่ชี �ในการตรวจหาของเสียที�ปนเปื�อนด้วยสารพวกพอลิไซคลิกอะโร

มาตกิไฮโดรคาร์บอน (Anastasi และคณะ, 2009)  

 

 การกําจัดของเสียโดยวิธีทางชีวภาพหรือการบําบดัสารเป็นพิษโดยชีววิธี เป็นวิธีการที�

อาศัยความสามารถของพืช และจุลินท รี ย์ ในการ ทําใ ห้สาร ที� ก่อ ปัญหาเป ลี� ยน รูปไ ป 

(biotransformation) หรือทําให้สามารถย่อยสลายสารที�มีพิษให้กลายเป็นสารที�เป็นพิษน้อยลง 

หรือไม่มีเลย (detoxification) หรือย่อยสลายของเสียให้หมดไป (mineralization) (อลิสา วงัใน, 

2550) 
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 ในการยอ่ยสลายสาร PAHs โดยแบคทีเรียจะสามารถย่อยสลายสารเหล่านี �ได้ทั �งแบบที�ใช้

และไม่ใช้ออกซิเจน และแบคทีเรียบริสทุธิ;บางชนิดสามารถย่อยสลายสาร PAHs ได้โดยสมบูรณ์ 

แต่แบคทีเรียบางชนิดนั �นจะต้องอาศยัการทํางานร่วมกันของแบคทีเรียชนิดอื�นด้วย (Cerniglia, 

1992) แบคทีเรียแตล่ะชนิดมีความสามารถในการยอ่ยสลายสารในกลุม่ PAHs ได้แตกตา่งกนั โดย

แบคทีเรียที�มีสมบตัไิมช่อบนํ �าจะมีสว่นทําให้แบคทีเรียสามารถใช้สารที�มีสมบตัิไม่ชอบนํ �าได้ดี เช่น 

สารพวกไฮโดรคาร์บอนตา่งๆ ได้ดีกวา่แบคทีเรียทั�วไป (Obuekwe และคณะ, 2009)  

 

 กลุม่แบคทีเรีย STK เป็นกลุ่มแบคทีเรียที�มีสมบตัิไม่ชอบนํ �าสงู แยกได้โดย ทิมากร แสงดํา 

(2548) ดงันั �นกลุ่มแบคทีเรียนี �จึงมีความน่าสนใจที�จะนํามาใช้ในการย่อยสลายสารที�มีสมบตัิไม่

ชอบนํ �า ดงัเชน่ สารในกลุม่ PAHs  

 

 การใช้จลุินทรีย์บําบดัสารพิษในดินนั �นมีข้อจํากดัหลายอย่างคือ จลุินทรีย์อาจจะตายหรือ

เจริญไม่ดี เนื�องจากอยู่ในสภาวะที�ไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต ทําให้จํานวนจุลินทรีย์ที�

นํามาใช้ในการบําบดัลดจํานวนลงอย่างรวดเร็ว เนื�องจากในดินธรรมชาตินั �นมีปัจจยัหลายอย่างที�

ต้องควบคมุ เชน่ สภาพของแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน และแร่ธาต ุในดิน เป็นต้น ซึ�งการควบคมุให้

คงที�นั �นสามารถทําได้ยาก และภายในดินนั �นมีจลุินทรีย์ท้องถิ�นซึ�งอาจจะเกิดการแย่งอาหารกนัได้ 

(Van Veen และคณะ, 1997) 

 

 ในการยอ่ยสลายไพรีนที�ปนเปื�อนในดิน โดยกลุ่มแบคทีเรีย STK ที�เลี �ยงในอาหารเลี �ยงเชื �อ 

CFMM ซึ�ง รุจา สารคณุ (2548) ได้ทดสอบการย่อยสลายไพรีนในดินโดยเติมนํ �าในอตัราส่วนดิน

ตอ่นํ �าเทา่กบั 1:8 พบวา่ ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายไพรีนในดนิเกิดขึ �นได้ดีขึ �น ทั �งนี �เนื�องจากระบบ

สเลอรี (slurry) นี �มีการใช้นํ �าและบ่มเขย่าตลอดเวลา เพื�อเพิ�มการสัมผัสระหว่างดินที�มีไพรีน

ปนเปื�อนกบักลุม่แบคทีเรีย ซึ�งมีผลให้ปริมาณไพรีนลดลงอยา่งรวดเร็ว แตเ่มื�อ ปิยะวรรณ เพชราภา 

(2549) ได้ศกึษาประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนในดินของกลุ่มแบคทีเรีย STK จากอาหารเลี �ยง

เชื �อ พบว่า ดินในภาวะของแข็ง (solid state) กลุ่มแบคทีเรียดงักล่าวไม่สามารถย่อยสลายไพรีนที�

ปนเปื�อนได้ เมื�อบม่เป็นระยะเวลา 1 เดือน โดยปริมาณไพรีนยงัคงอยู่ จึงตั �งสมมติฐานว่า อาจเกิด
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จากแบคทีเรียกลุ่มนี �มีสมบตัิไม่ชอบนํ �าสงูจึงมีผลทําให้เชื �อไม่สามารถกระจายตวั เนื�องจากดินใน

ภาวะของแข็งเป็นระบบนิ�งไมมี่การเขยา่  

 

 การใช้แบคทีเรียตรึงบนวสัดพุาหะเป็นทางเลือกหนึ�งเพื�อเพิ�มการเจริญและการอยู่รอดของ

จลุินทรีย์ระหว่างการบําบดั เพื�อให้แบคทีเรียเกิดความคุ้นเคย อีกทั �งแบคทีเรียที�อยู่บนวสัดพุาหะ

ยงัสามารถกระจายได้ทั�วทั �งบริเวณดินที�บําบดัได้ง่ายกว่าการใช้แบคทีเรียเติมลงไปโดยตรง วสัดุ

พาหะมีหลากหลายชนิด ทั �งวสัดทุางธรรมชาติ และวสัดเุหลือใช้ทางการเกษตร เช่น ดิน เศษใบไม้

ชนิดตา่งๆ เปลือกถั�ว และฟางข้าว เป็นต้น นอกจากนี �ยงัมีสารอินทรีย์พอลิเมอร์ซึ�งมีลกัษณะเป็นรู

พรุน เชน่ แคลเซียมอลัจิเนต และอะกาโรส สามารถนํามาใช้ได้เช่นกนั การใช้วสัดพุาหะนั �นจะต้อง

คํานงึถึงราคาของวสัดพุาหะและความสามารถในการเพิ�มความอยู่รอดของแบคทีเรียได้ เพื�อทําให้

สามารถเก็บรักษากล้าเชื �อให้มีชีวิตได้นาน อีกทั �งยงัรักษาเชื �อให้คงความสามารถในการย่อยสลาย

สารปนเปื�อนไมเ่ปลี�ยนแปลง และสะดวกตอ่การนําไปใช้ในการบําบดัในพื �นที�จริง (Van Dyke และ 

Prosser, 2000) 

 

 วิธัญญา ชวเจริญพนัธ์ (2549) ได้ศึกษาการสร้างกล้าเชื �อแบคทีเรีย STK บนวสัดพุาหะ

ชนิดต่างๆ เช่น เปลือกถั�ว เศษใบไม้ชนิดต่างๆ ใบมะขาม และสารเร่ง พด.1 ปลอดเชื �อ เพื�อ

คดัเลือกวสัดพุาหะที�แบคทีเรียสามารถเจริญและอยู่รอดได้ อีกทั �งยงัส่งเสริมประสิทธิภาพในการ

ย่อยสลายไพรีนได้ดียิ�งขึ �น โดยพบว่า STK ที�เลี �ยงในเปลือกถั�วและเศษใบไม้ชนิดต่างๆ สามารถ

เจริญอยา่งรวดเร็วและยอ่ยสลายไพรีนได้ 50% ของปริมาณไพรีนเริ�มต้น เมื�อนําเปลือกถั�วและเศษ

ใบไม้ทั�วไปมาบําบดัการปนเปื�อนไพรีนในดินสองภาวะคือ solid และ slurry ที�ความเข้มข้นของ

ไพรีน 100 และ 1,000 มก.ต่อกก.ของดิน พบว่าดินภาวะ solid ที�มีความเข้มข้นของไพรีน 100 

และ 1,000 มก.ต่อกก.ของดิน ตามลําดบั แบคทีเรียที�เลี �ยงในเปลือกถั�ว มีจํานวนมากขึ �นและ

ภายในเวลา 60 วนั สามารถยอ่ยสลายไพรีนได้ 78 และ 54% ของปริมาณไพรีนเริ�มต้น ตามลําดบั 

ส่วนดินในภาวะ slurry นั �น ที� 100 มก.ตอ่กก.ของดิน แบคทีเรียที�เลี �ยงในเปลือกถั�วมีจํานวนมาก

ขึ �นและตรวจไม่พบไพรีนภายในเวลา 10 วัน ส่วนที� 1,000 มก.ต่อกก.ของดิน แบคทีเรียค่อยๆ 
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เพิ�มขึ �นอย่างช้าๆ และสามารถย่อยสลายไพรีนได้ 72% ของปริมาณไพรีนเริ�มต้นภายในเวลา 10 

วนั  

 การเก็บรักษากล้าเชื �อให้มีชีวิตได้นานและสามารถยังมีประสิทธิภาพที�ดีนั �น ขึ �นอยู่กับ

ปัจจยัหลายอย่าง เช่น ชนิดของวสัดพุาหะที�ถกูนํามาใช้ ความชื �นหรืออณุหภูมิที�ใช้ในระหว่างการ

เก็บรักษา (Trivedi และคณะ, 2005) สภาวะที�ใช้ในการเก็บ เช่น สุญญากาศ เป็นต้น (Bozoglu 

และคณะ, 1987) และจํานวนของจลุินทรีย์ (Asa และคณะ, 2006)  

 

 การเก็บรักษากล้าเชื �อในวสัดพุาหะนั �นจะเก็บรักษาได้ไม่นาน เนื�องจากเมื�อแบคทีเรียใช้

ไพรีนซึ�งเป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังาน และสารอาหารในวสัดพุาหะหมด แบคทีเรียก็จะค่อยๆ 

ตายลง ดังนั �นการเก็บรักษาโดยวิธีไลโอฟิไลซ์เป็นอีกวิธีที�ใช้สําหรับเก็บรักษาจุลินทรีย์ที� มี

ความสําคญั เช่น แบคทีเรียผลิตกรดแลคติก (Asa และคณะ, 2006) แบคทีเรียผลิตกรดอะซิติก 

(Bassirou และคณะ, 2007) และแบคทีเรียที�ยอ่ยสลายสาร PAHs เป็นต้น ดงันั �นการไลโอฟิไลซ์จึง

เป็นวิธีที�น่าสนใจสําหรับเก็บรักษากล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรีย STK ในวสัดพุาหะ เนื�องจากจะช่วยยืด

ระยะเวลาในการเก็บรักษาได้นานและคงประสิทธิภาพในการย่อยสลายไพรีนได้ เมื�อต้องนําไปใช้

ในการบําบดัในบริเวณที�ปนเปื�อน โดยการไลโอฟิไลซ์นั �นจะต้องคํานึงถึงสภาวะที�เหมาะสมตอ่การ

เก็บรักษา เช่น อณุหภูมิ ความชื �นที�ใช้ในการเก็บ และความเข้มข้นของเซลล์แบคทีเรียเริ�มต้น เป็น

ต้น (Asa และคณะ, 2006) 

 

 กานต์ชนา สิทธิ;เหล่าถาวร (2551) ได้ศกึษาผลของภาวะการเก็บเชื �อตอ่การรอดชีวิต และ

ความสามารถในการย่อยสลายไพรีนของกล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรีย STK ที�เลี �ยงในเศษใบไม้ โดย

พบวา่การเตมิไพรีนระหวา่งการเก็บทําให้จํานวนเชื �อที�รอดชีวิตมีสงูกว่าที�ไม่เติมไพรีน และการเก็บ

ที�อุณหภูมิ 4 ˚ซ ทําให้การรอดชีวิตของเชื �อสูงกว่าที�อณุหภูมิห้อง และพบว่าในเดือนที� 8 เมื�อเก็บ

กล้าเชื �อกลุม่แบคทีเรีย STK โดยลดความชื �นเหลือ 30% ของความจสุงูสดุของการอุ้มนํ �า ใส่และไม่

ใส่ไพรีน แล้วเก็บที�อุณหภูมิ 4 ˚ซ พบว่าการย่อยสลายไพรีนในดินภาวะสเลอรีซึ�งมีไพรีนความ

เข้มข้น 100 มก.ต่อกก.ของดิน มีปริมาณไพรีนเหลืออยู่ในวนัที� 10 เท่ากับ 2.11%  และ 5.01% 
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ตามลําดับ และที�อุณหภูมิห้องใส่และไม่ใส่ไพรีนมีปริมาณไพรีนเหลืออยู่ 4.08% และ 7.61% 

ตามลําดบั 

 

 ผลการทํางานวิจยันี �เพื�อใช้ประโยชน์จากการทํางานของกลุ่มแบคทีเรีย STK ซึ�งมีสมบตัิไม่

ชอบนํ �าสูง ในการบําบดัไพรีนที�ปนเปื�อนในดินซึ�งมีสภาพเป็นของแข็ง โดยปกตินั �นจะทําให้การ

ทํางานของแบคทีเรียเกิดขึ �นได้ไม่ดี งานวิจัยในครั �งนี �จะช่วยแก้ปัญหาดังกล่าวโดยเตรียมกลุ่ม

แบคทีเรียในวสัดพุาหะ แล้วนํามาบําบดัไพรีนในดินโดยไม่ต้องทําให้อยู่ในภาวะสเลอรีที�ต้องเติม

นํ �า หนึ�งในวสัดพุาหะที�เลือกใช้นั �นคือ วสัดเุหลือใช้จากพืช ซึ�งหาได้ง่าย ไม่ต้องคดัแยกเอาเฉพาะ

สว่นประกอบใดส่วนประกอบหนึ�ง และทดลองเก็บรักษากล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรีย STK ในวสัดเุหลือ

ใช้จากพืชโดยวิธีทําให้แห้งเยือกแข็ง โดยลดความชื �นให้เหลือ 30% ของความจุสูงของการอุ้มนํ �า 

เพื�อให้สามารถเก็บรักษาจลุินทรีย์ได้นาน และเก็บรักษาไว้ที�อณุหภูมิห้อง เพื�อลดคา่ใช้จ่ายในการ

ควบคมุอณุหภูมิและขั �นตอนในกระบวนการเก็บ และสามารถนําไปใช้สําหรับการย่อยสลายไพรีน

ในดนิบริเวณที�พบการปนเปื�อนได้จริง 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 

 ศึกษาการใช้กล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรียไฮโดรโฟบิก STK ที�เตรียมในวสัดเุหลือใช้จากพืชใน

การบําบดัไพรีนในดนิภาวะของแข็ง 

 

ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

 

 ได้กล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรียที�เลี �ยงในวสัดุเหลือใช้จากพืชที�สามารถนําไปใช้ในการบําบดั

ไพรีนในดินภาวะของแข็ง และสะดวกต่อการขนส่งจุลินทรีย์สําหรับการบําบดัในภาคสนามหรือ

สภาวะจริง 

 



  

บทที� 2 

ปริทศัน์วรรณกรรม 

  

 สารกลุ่มพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons 

หรือ PAHs) เป็นสารที�ประกอบไปด้วยวงอะโรมาติกตั �งแต่สองวงขึ �นไปมาตอ่เรียงกันเป็นเส้นตรง 

(linear) มมุงอ (angular ) หรือเป็นกลุ่ม (cluster) (Cerninglia และคณะ, 1992) โดยทั�วไปมกัตอ่

กันด้วยวงอะโรมาติกประมาณ 5-6 วง สารในกลุ่มนี �มักคงอยู่นาน และย่อยสลายได้ยาก เมื�อ

ปนเปื�อนในสิ�งแวดล้อม (Su และคณะ, 2006) นอกจากนั �นสารในกลุ่ม PAHs บางชนิดยงัมีความ

เป็นพิษ อาจเป็นสารชักนําที�ทําให้เกิดมะเร็ง (carcinogens) และก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ ได้ 

(mutagens) (Crawford และ Crawford, 1996) สามารถพบการปนเปื�อนของสารในกลุ่ม PAHs 

โดยทั�วไปในสิ�งแวดล้อมไม่ว่าจะเป็นดิน นํ �า หรือพวกตะกอนทบัถม (Andreoni และคณะ, 2004) 

ซึ�งการปนเปื�อนของสารในกลุ่ม PAHs แตล่ะชนิดมาจากการรั�วไหลของนํ �ามนัปิโตรเลียม การเผา

ไหม้ที�ไม่สมบูรณ์ของนํ �ามนัเชื �อเพลิงและสารอินทรีย์ รวมทั �งกระบวนการต่างๆ ทางอตุสาหกรรม 

(Bamforth และคณะ 2005) 

 

 สารในกลุม่พอลิไซคลิกอะโรมาตกิไฮโดรคาร์บอน หรือ PAHs สามารถแบง่ออกได้เป็นสอง

ประเภท ตามนํ �าหนกัของโมเลกลุ ได้แก่ 

 

1. สารในกลุ่มพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน หรือ PAHs ที�มีนํ �าหนกัโมเลกุลตํ�า 

(low molecular weight PAHs) โดยกลุม่นี �จะประกอบไปด้วยวงแหวนเบนซีนที�ตอ่กนั

เพียง 2-3 วง เชน่ แนพทาลีน (napthalene )และฟลอูอรีน (fluorene) เป็นต้น 

2. สารในกลุ่มพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน หรือ PAHs ที�มีนํ �าหนกัโมเลกลุสูง 

(high molecular weight PAHs) โดยกลุ่มนี �จะประกอบไปด้วยวงแหวนเบนซีนที�มา

ต่อกันมากกว่า 3 วงขึ �นไป เช่น ไพรีน (pyrene) และเบนโซ-เอ ไพรีน (benzo[a] 

pyrene) เป็นต้น 



7 

สารในกลุม่พอลิไซคลิกอะโรมาตกิไฮโดรคาร์บอนที�ถกูบญัญัติให้เป็นสารปนเปื�อนที�สําคญั

โดยองค์กรพิทักษ์สิ�งแวดล้อม (Environmental Protection Agency: EPA) ของประเทศ

สหรัฐอเมริกา มีด้วยกนัทั �งหมด 32 ชนิด แตมี่ 16 ชนิดที�เป็นต้นแบบ ได้แก่ แนพทาลีน อะซีแนพที

ลีน อะซีแนพทรีน ฟลูออรีน ฟีแนนทรีน และไพรีน เป็นต้น ส่วนใหญ่ทั �ง 16 ชนิดนี � มักใช้เป็น

กลุม่เป้าหมายในการตรวจวดัคณุภาพของสิ�งแวดล้อม ดงัแสดงในภาพที� 2.1 

คณุสมบตัทีิ�สําคญัอีกข้อของสารในกลุม่พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน หรือ PAHs 

คือ มีสมบัติไฮโดรโฟบิกหรือสมบัติความไม่ชอบนํ �า ทําให้เอนไซม์ ตลอดจนจุลินทรีย์ซึ�งมี

ความชอบนํ �า จะเข้าสัมผัสและสลายสารในกลุ่ม PAHs ได้ตํ�า จึงเป็นสาเหตุให้สารในกลุ่มนี �มี

ความคงทนเมื�อปนเปื�อนในสิ�งแวดล้อม โดยทั�วไปสารในกลุ่ม PAHs ที�มีจํานวนวงแหวนเบนซีนตอ่

กันเพิ�มขึ �นจะทําให้เกิดการลดความสามารถในการละลายนํ �าลง และเพิ�มสมบตัิไม่ชอบนํ �าหรือ

ไฮโดรโฟบิกให้สงูขึ �น นอกจากนั �นยงัทําให้สมบตัิของการระเหยเป็นไอลดลงอีกด้วย (Wilson และ 

Jones, 1993) 
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ภาพที� 2.1 โครงสร้างทางเคมีของสารในกลุ่มพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (PAHs) 16 

ช นิ ด ที� บัญ ญั ติ โ ด ย อ ง ค์ ก ร พิ ทั ก ษ์ สิ� ง แ ว ด ล้ อ ม  ( U S E P A )  ป ร ะ เ ท ศ ส ห รั ฐ อ เ ม ริ ก า

(www.grin.com/object/external_document.256680/6537d3862972662a60e3959eaf2a3a1e_LARGE.p

ng) 
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2.1 ไพรีน (Pyrene) 

 ไพ รีนเ ป็นสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Polycycl ic  Aromat ic 

Hydrocarbons, PAHs) ชนิดหนึ�ง ที�มีความเป็นพิษและย่อยสลายได้ยาก โครงสร้างของไพรีน

ประกอบด้วยวงแหวนเบนซีน 4 วง ที�เรียงตอ่กนั (ภาพที� 2.2) มีควิโนนเป็นสารเมตาบอไลต์พื �นฐาน

ที�สามารถก่อการกลายพนัธุ์และมีความเป็นพิษมากกว่าสารตั �งต้น ดงันั �นไพรีนจึงจดัเป็นตวับง่ชี �ใน

การตรวจหาของเสียที�ปนเปื�อนด้วยสารพวกพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Anastasi และ

คณะ, 2009)  

 

 
 

 

ภาพที� 2.2 โครงสร้างของไพรีน (Schirmer และคณะ, 1998) 

 

2.2 สมบัตทิางเคมีกายภาพและเคมี 

 

 สตูรโมเลกลุ     C16H10 

 นํ �าหนกัโมเลกลุ     202.3 กรัมตอ่โมล 

 ลกัษณะปรากฏ     ผลกึสีขาวหรือเหลือง 

 อณุหภมูิหลอมเหลว    56 ˚ซ 

 อณุหภมูิการกลายเป็นไอ    393-404 ˚ซ 

 ความหนาแนน่ที� 14 ˚ซ    1.271 กรัมตอ่ตารางเซนตเิมตร 

 ความถ่วงจําเพาะที� 23 ˚ซ    1.271 กรัมตอ่มล.  

 

Pyrene 
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การละลาย 

 ในนํ �า     0.77 กรัมตอ่ลิตรที�อณุหภมูิ 25 ˚ซ 

 ในตวัทําละลาย    เบนซีน อีเทอร์ เดเอทธิลอีเทอร์ 

ปิโตรเลียมอีเทอร์ โทลูอีน  เอทานอล คาร์บอน

ไดซลัไฟด์ 

สมัประสิทธิ;แบง่การละลาย 

Log Koc     4.55 (Abdul และคณะ, 1987) 

Log Kow     5.18 (Edwards และคณะ, 1991) 

 ความดนัไอที� 25 ˚ซ   2.5X10-6 มิลลิเมตรปรอท 

 

2.3 ความเป็นพษิของไพรีน 

 ไพรีนเป็นสารที�หน่วยงานคุ้มครองสิ�งแวดล้อมของสหรัฐอเมริกาไม่ระบุว่าเป็นสารที�

สามารถก่อให้เกิดการกลายพนัธุ์หรือสารก่อมะเร็งในมนุษย์ได้ แต่สามารถก่อให้เกิดการระคาย

เคืองบริเวณที�สมัผสักบัสารดงักลา่วได้ (skin irritant) นอกจากนี �ยงัเป็นอนัตรายตอ่ทารก ซึ�งเกิดได้

จากแม่ที�ตั �งครรภ์ที�สบูบุหรี�หรือได้รับควนับุหรี� เป็นประจํา (Zanieri และคณะ, 2007) ส่วนในสตัว์

นั �น พบวา่ไพรีนสามารถทําให้เกิดอาการแพ้แสงที�ผิวหนงั (Kochevar และคณะ, 1982)  

 

2.4 การปนเปื:อนของสารในกลุ่ม PAHs ในดนิ 

 การปนเปื�อนของสารในกลุ่ม PAHs สามารถพบได้ทั�วไปในสิ�งแวดล้อม โดยส่วนใหญ่มกั

เกิดจากธรรมชาติทั�วไป เช่น การระเบิดของภูเขาไฟ หรือการเกิดไฟไหม้ เป็นต้น และกิจกรรม

หลายๆ อยา่งในการดําเนินชีวิตของมนษุย์ เช่น การเผาป่า อตุสาหกรรมการกลั�นนํ �ามนัปิโตรเลียม 

และการเผาไหม้ที�ไม่สมบรูณ์ของเชื �อเพลิง (Bispo และคณะ,1999) โดยการปนเปื�อนของสารใน

กลุ่ม PAHs สามารถพบได้ทั�วไปในดิน นํ �า และอากาศ โดยการปนเปื�อนแตล่ะแหล่งก็สามารถพบ

ได้หลายสาเหต ุหนว่ยงานทางด้านสิ�งแวดล้อมของประเทศองักฤษได้ระบวุา่ ดนิยงัเป็นแหล่งสะสม

หลกัของสารในกลุ่ม PAHs (Wild และ Jones, 1995) เช่น การเผาไหม้ที�ไม่สมบรูณ์ของเชื �อเพลง

หรือปิโตรเลียม ทําให้สารในกลุม่ PAHs กระจายตวัในสิ�งแวดล้อมในรูปของอากาศ จากนั �นอาจจะ
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ไปเกาะกลุ่มกบัฝุ่ นละอองหรือเขม่าที�มีอยู่ในอากาศและตกลงในดิน ซึ�งทําให้เกิดการปนเปื�อนขึ �น

ได้ และจับตัวกับดินแล้วเกิดการสะสมมากขึ �น ซึ�งสามารถพบลักษณะเช่นนี �ได้ในพื �นที� ที� มี

การจราจรคบัคั�ง และพื �นที�ๆ อยูใ่นเขตอตุสาหกรรม  

 การปนเปื�อนของสารในกลุ่ม PAHs หรือสารประกอบอินทรีย์ในดิน มกัอยู่ในรูปแบบของ

การอยู่ร่วมกนัภายในอนภุาคดินหรือฮิวมสั การปนเปื�อนนั �นเกิดจากสมบตัิทางกายภาพ เช่น ส่วน

ที�เป็นของแข็งปะปนในอนภุาคดินหรืออนภุาคดินถกูเคลือบด้วยของเหลว หรือดดูซบัอยู่ในอนภุาค

ของดิน ซึ�งสารที�ปนเปื�อนที�เป็นสารในกลุ่ม PAHs นั �น สามารถถูกชะออกมาได้โดยอาศยัตวัทํา

ละลายอินทรีย์ต่างๆ แต่หากสารในกลุ่ม PAHs ถูกสะสมในดินเป็นระยะเวลานาน ทําให้สาร

ปนเปื�อนนั �นถูกชะออกมาได้น้อย เนื�องจากดินมีความสามารถในดูดซับเอาสารดงักล่าวไว้และ

แทรกตวัอยู่ระหว่างชั �นนํ �าตามช่องว่างภายในอนภุาคดิน และหากสารปนเปื�อนจบักบัอนภุาคของ

ดินโดยอาศัยพันธะทางเคมี จะทําให้การชะสารปนเปื�อนดังกล่าวหลุดออกมาได้ยากขึ �น 

(Verstraete และ Devliegher, 1996)  

สารในกลุ่ม PAHs ส่วนใหญ่นั �นจะถกูดดูซบัโดยอินทรีย์วตัถทีุ�อยู่ในดิน กระบวนการทาง

ชีวภาพไม่สามารถย่อยสลายสารในกลุ่ม PAHs ได้  การดูดซบัระหว่างสารในกลุ่ม PAHs และ

อินทรีย์วตัถจุะเพิ�มขึ �น เมื�อวงอะโรมาติกของสารในกลุ่ม PAHs มีจํานวนมากขึ �น และเมื�อสารใน

กลุ่ม PAHs สมัผสักบัอนภุาคดินเป็นระยะเวลานาน จะคอ่ยๆเข้าสู่อินทรีย์วตัถุในอนภุาคดิน และ

ถกูดดูซบัและจบักบัอนภุาคของดนิได้แน่น สารในกลุ่ม PAHs นั �นจะยึดติดในรูพรุนของอนภุาคดิน

หรืออินทรียวัตถุได้ดี จึงส่งผลให้สารในกลุ่ม PAHs ถูกสะสมและย่อยสลายได้ยากเมื�ออยู่ใน

สิ�งแวดล้อมได้เป็นระยะเวลานาน (Wiessenfels และคณะ, 1992; Lundstedt, 2003)  

นอกจากการปนเปื�อนของสารในกลุ่ม PAHs ในดินแล้ว หากพบการปนเปื�อนของสารอื�น

ร่วมด้วย (co-contaminant) เช่น พบการปนเปื�อนของสารในกลุ่ม PAHs ร่วมกับสารพวกโลหะ

หนกั จะทําให้การย่อยสลายสารในกลุ่ม PAHs เกิดได้ยากขึ �น เพราะโลหะหนกัอาจจะไปขดัขวาง

การย่อยสลายสารในกลุ่ม PAHs ของแบคทีเรีย (Sokhn และคณะ, 2001; Riis และคณะ, 2002; 

Atagana และคณะ, 2006) 
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2.5 การบาํบัดสารในกลุ่ม PAHs รวมถงึไพรีนในสิ�งแวดล้อม 

 เมื�อสารในกลุ่ม PAHs และไพรีนปนเปื�อนในสิ�งแวดล้อม จึงอาจก่อให้เกิดอันตรายแก่

สิ�งมีชีวิตบริเวณนั �นได้ ซึ�งสารในกลุ่ม PAHs แต่ละชนิดมีความเป็นพิษแตกต่างกันไป บางชนิด

ก่อให้เกิดการกลายพนัธุ์ได้ บางชนิดก่อให้เกิดมะเร็ง เป็นต้น แม้ว่าสารในกลุ่ม PAHs จะไม่ได้ทํา

ให้เกิดความเป็นพิษโดยเฉียบพลันแต่สารเหล่านี �เมื�อสะสมเป็นระยะเวลานาน อาจก่อให้เกิด

อนัตรายแก่ระบบนิเวศ รวมทั �งสิ�งมีชีวิตที�อาศยัอยู่ได้ โดยสารในกลุ่ม PAHs หรือไพรีน มกัสะสม

อยู่ในรูปเขม่า และจบัตวักับดินได้ดี โดยมกัจะสะสมอยู่ในดิน ตะกอนดิน นํ �า หรือฝุ่ นละออง พืช 

และอากาศ เป็นต้น สารเหลา่นี �จะสามารถทําให้หมดไปโดยกระบวนการตา่งๆ เช่น การระเหย การ

เกิดออกซิไดซ์ด้วยแสง หรือการใช้ตวัดดูซับ เป็นต้น (Harayama, 1997) ซึ�งกระบวนการเหล่านี �

เป็นกระบวนการทางกายภาพและเคมี อย่างไรก็ตามวิธีการดงักล่าวยังมีปัจจัยจํากัดอยู่หลาย

ประการเชน่กนั เชน่ ราคา เป็นต้น (Samanta และคณะ, 2002)  

 

 การบําบดัด้วยวิธีทางชีวภาพนั �นมีหลายวิธีด้วยกนั ตามรายงานของ Trejo และ Quintero 

(2000) ดงันี � 

 Bioaugmentation เป็นการเตมิจลุินทรีย์ที�มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารปนเปื�อนได้

ลงไปในบริเวณที�ต้องการบําบดัสารพิษ 

 Biostimulation เป็นวิธีที�มีการเติมสารอาหาร หรือปัจจยัเพื�อส่งเสริมการเจริญเติบโตของ

จุลินทรีย์ลงไปในบริเวณที�ปนเปื�อน ทั �ง นี �เ พื�อช่วยให้จุลินทรีย์ประจําถิ�นเพิ�มจํานวนและ

ประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายสารปนเปื�อนได้ดีขึ �น 

 Bioventing เป็นวิธีที�บําบดับริเวณบนเปื�อนโดยการให้อากาศและเติมสารอาหารลงไปใน

บริเวณปนเปื�อนเพื�อกระตุ้นการเจริญและกิจกรรมการยอ่ยสลายของจลุินทรีย์ประจําถิ�น 

 Biofilters เป็นวิธีที�จะบําบดัสารปนเปื�อนที�กระจายออกสู่บรรยากาศได้ โดยอาศยัการใช้

คอลมัน์ยาวที�มีจลุินทรีย์ที�ใช้บําบดัเกาะอยูใ่นตวัคอลมัน์ แล้วบําบดัอากาศปนเปื�อนที�ไหลผา่น 

 Bioreactor เป็นวิธีการย่อยสลายสารปนเปื�อนในถังหมกัที�มีการเติมจุลินทรีย์เข้าไปย่อย

สลายและใช้สารปนเปื�อนเป็นแหลง่อาหาร และพลงังาน 
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 Composting เป็นวิธีการบําบดัสารปนเปื�อนโดยอาศยัการใช้ออกซิเจนและอุณหภูมิสูง

ร่วมกบัการเตมิปุ๋ ยหมกัหรือวสัดทุางการเกษตรเพื�อเป็นวสัดคํุ �าจนุการเจริญของจลุินทรีย์ 

 Landfarming เป็นวิธีการบําบัดบริเวณที�มีการปนเปื�อนโดยการขุดดินหรือปั�มนํ �าขึ �น

มาแล้วปลอ่ยให้มีการยอ่ยสลายด้วยจลุินทรีย์แบบใช้อากาศ (aerobic) 

 

สุพินดา ศิริวราศิลป์ (2545) ใช้ใบไม้ของพืชในตระกูลถั�วที� ร่วงหล่น เติมลงในดินที�

ปนเปื�อนไพรีน ใบไม้ที�ใช้ได้แก่ ใบจามจุรี ใบมะขาม และใบนนทรี จากผลการทดลองพบว่าใบ

มะขามทําให้เกิดการย่อยสลายไพรีนได้ดีที�สดุ รองลงมาคือ ใบนนทรี และ ใบจามจุรี ตามลําดบั 

และพบว่าประสิทธิภาพการย่อยสลายเพิ�มขึ �นจากเดิม 75% เป็น 93% เมื�อมีการปรับสภาวะให้มี

ความเหมาะสมต่อการย่อยสลาย ทั �งนี �อาจเกิดจากกิจกรรมการทํางานของจุลินทรีย์ที�อาศยับน

ใบไม้ที�เตมิลงในดนิ    

 

Charoenchang และคณะ (2003) ศึกษาความสามารถของวสัดเุหลือใช้ทางการเกษตร

ในการบําบดัดินที�ปนเปื�อนสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน โดยพบว่าเมื�อเติมเปลือกถั�ว

และใบจามจุรีลงในดิน ปริมาณไพรีนในดินลดลงจนไม่สามารถตรวจพบได้ ภายในเวลา 42 วัน 

อาจเป็นไปได้ว่าแบคทีเรียที�อาศยัอยู่ในวัสดุเหลือใช้จากพืชนั �น สามารถย่อยสลายสารในกลุ่ม 

PAHs ในดนิได้ดี     

 

 การเติมจุลินทรีย์ต่างถิ�น (exogenous microorganisms) ที�มีประสิทธิภาพในการย่อย

สลายสารพิษที�ปนเปื�อนหรือเปลี�ยนโครงสร้างของสารพิษในสิ�งแวดล้อม (bioaugmentation) เป็น

อีกวิธีหนึ�งที�ช่วยส่งเสริมและเพิ�มประสิทธิภาพการย่อยสลาย ซึ�งวิธีการนี �มีปัจจัยที�ต้องคํานึงถึง

ได้แก่ การเกิดภาวะแข่งขนัของจุลินทรีย์ตา่งถิ�นกบัจุลินทรีย์ประจําถิ�น โดยจลุินทรีย์ต่างถิ�นที�เติม

นั �นจะต้องมีความสามารถในการเพิ�มจํานวนและอยู่รอดได้ในสิ�งแวดล้อมนั �นๆ (Vidali, 2001) 

วิธีการบําบดัทางชีวภาพเป็นวิธีที�ไมเ่ป็นอนัตรายและมีความสําคญัตอ่การกําจดัสารในกลุ่ม PAHs 

ในสิ�งแวดล้อม (Hughes และคณะ, 1997) อีกทั �งยังสามารถบําบัดได้ในบริเวณที�กว้างขวาง 
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(Cerniglia และคณะ, 1993; Rehmann และคณะ, 1998) และสามารถบําบดัพิษได้อย่างถาวร ซึ�ง

มีคา่ใช้จา่ยในการบําบดัที�ตํ�ากวา่วิธีอื�นๆ (Korda และคณะ, 1997)  

 

2.6 การย่อยสลายไพรีนด้วยจุลินทรีย์ 

 การบําบัดโดยอาศัยจุลินทรีย์นั �นเป็นการบําบัดด้วยวิธีทางชีวภาพวิธีหนึ�ง จุลินทรีย์ที�

สามารถย่อยสลายไพรีน ได้แก รา ยีสต์ และแบคทีเรีย โดยราที�ย่อยสลายไพรีนจะเป็นราในกลุ่ม

ของลิกนิโนไลติก จัดอยู่ในกลุ่มของเบสิดิโอไมซีส (Singh, 2006) นอกจากนี �ยีสต์บางชนิดมี

ความสามารถในการย่อยสลายไพรีนได้ (Romero และคณะ, 2002) และแบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์

อีกชนิดที�สามารถยอ่ยสลายไพรีนได้ดีโดยใช้ไพรีนเป็นแหลง่คาร์บอนและพลงังาน 

 แบคทีเรียบริสุทธิ;บางชนิดสามารถสามารถคัดแยกได้ทั�วไปในสิ�งแวดล้อม และยังมี

ความสามารถในการย่อยสลายไพรีนได้ดี ตวัอย่างของแบคทีเรียบริสุทธิ;ที�สามารถใช้ไพรีนเป็น

แหลง่คาร์บอนและพลงังานได้ (mineralization) แสดงในตาราง 2.1 
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ตารางที� 2.1 ตวัอยา่งของแบคทีเรียบริสทุธิ;ที�สามารถยอ่ยสลายไพรีน 

 

แบคทีเรีย เอกสารอ้างอิง 

Rhodococcus sp. สายพนัธุ์ UW1 Walter และคณะ, 1991 

Mycobacterium sp. สายพนัธุ์ BB1 Boldrin และคณะ, 1993 

Mycobacterium sp. สายพนัธุ์ VF1 Kastner และคณะ, 1994 

Rhodococcus sp. สายพนัธุ์ S Pyr Na 1 Bouchez และคณะ, 1995 

Rhodococcus sp. สายพนัธุ์ S Flt Na 1 Bouchez และคณะ, 1995 

Mycobacterium flavescens Dean-Ross และ Cerniglia, 1996 

Burkhoderia cepacia สายพนัธุ์ VUN10,001 Juhasz และคณะ, 1997 

Mycobacterium sp. สายพนัธุ์ KR2 Rehmann และคณะ, 1998 

Mycobacterium sp. สายพนัธุ์ MR-1 Molina และคณะ, 1999 

Stenotrophomonas maltophilia สายพนัธุ์ VUN10,001 Boonchan และคณะ, 2000 

Mycobacterium sp. สายพนัธุ์ AP1 Vila และคณะ, 2001 

Mycobacterium gilvum สายพนัธุ์ B1 Gauthier และคณะ, 2003 

Mycobacterium esteraromaticum สายพนัธุ์ B21 Gauthier และคณะ, 2003 

Genus Porphyrobacter สายพนัธุ์ B51 Gauthier และคณะ, 2003 

Mycobacterium sp. สายพนัธุ์ KM3 Liang และคณะ, 2006 

Enterobacter sp. สายพนัธุ์ 12J1 Sheng และคณะ, 2008 

Mycobacterium frederiksbergense Mahanty และคณะ, 2008 

Bacillus vallismortis สายพนัธุ์ JY3A Ling และคณะ, 2011 

  

 กระบวนการยอ่ยสลายไพรีนด้วยแบคทีเรียบริสทุธิ;โดยสมบรูณ์นั �นจะได้ มวลชีวภาพตา่งๆ 

นํ �า และคาร์บอนไดออกไซด์ (Cerniglia, 1992; Wilson และ Jones, 1993) เป็นผลิตภณัฑ์สดุท้าย  

ซึ�งแบคทีเรียส่วนใหญ่ที�สามารถย่อยสลายสารในกลุ่ม PAHs ได้นั �นแยกมาจากบริเวณที�พบการ
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ปนเปื�อน และแบคทีเรียโดยทั�วไปสามารถยอ่ยสลายสารในกลุม่ PAHs ได้ยาก เนื�องจากสารพวกนี �

มีสมบตัใินการละลายนํ �าได้น้อยมาก และแบคทีเรียบางกลุ่มนั �นสามารถสร้างเอนไซม์ออกมาย่อย

สลายสารในกลุ่ม PAHs ได้ เพื�อนําไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน โดยส่วนใหญ่พบว่า

แบคทีเรียบริสทุธิ;สามารถยอ่ยสลายสารในกลุ่ม PAHs ที�มีนํ �าหนกัโมเลกลุตํ�าได้ดี ซึ�งอาศยัการเข้า

ไปทําปฏิกิริยาโดยตรง แบคทีเรียจะใช้เอนไซม์ออกซิจิเนสในการย่อยสลายซบัสเตรทได้หลายชนิด 

(broad specificity enzyme) (Baver และ Capone, 1998) เช่น แบคทีเรีย Mycobacterium sp. 

สายพนัธุ์ KM3  สามารถยอ่ยสลายไพรีนได้โดยตรง(Liang และคณะ, 2006) ซึ�งมีวิธีการย่อยสลาย

ดงัแสดงในภาพที� 2.3 

 Cerniglia (1992) พบว่า แบคทีเรียบริสุทธิ;ไม่สามารถย่อยสลายไพรีนหรือสารในกลุ่ม 

PAHs ที�มีนํ �าหนกัโมเลกลุสงูได้ในบางครั �ง ดงันั �นจึงต้องอาศยัสบัเสตรทร่วม (co-substrate) เพื�อ

เป็นสารตั �งต้นให้เกิดการยอ่ยสลาย หรือใช้ในการเจริญและเพิ�มจํานวนของแบคทีเรีย หรือเพื�อช่วย

ในการทํางานของเอนไซม์ที�ใช้ปฏิกิริยาไปก่อน เพื�อให้เกิดการยอ่ยสลายตอ่ไป หรือโคเมแทบอลิซึม 

(co-metabolism) ซึ�งจะทําให้โครงสร้างของสารในกลุ่ม PAHs เปลี�ยนแปลงไป  โดยแบคทีเรียนั �น

ไมส่ามารถนําสารดงักลา่วไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังานได้ เมื�อในระบบมีสบัสเตรทร่วมจึง

ทําให้เกิดการเปลี�ยนแปลงโครงสร้างของสารในกลุ่ม PAHs ต่อไปเรื�อยๆ จนเกิดการย่อยสลาย

แบบสมบรูณ์ในที�สดุ  

 Wilson และ Jones (1993) รายงานว่า แบคทีเรียบริสทุธิ;หรือแบคทีเรียสายพนัธุ์เดี�ยวไม่

สามารถย่อยสลายสารในกลุ่ม PAHs ที�มีนํ �าหนกัโมเลกลุสงูได้ เนื�องจากสารในกลุ่ม PAHs นั �น มี

ความเสถียรสูงและเกิดการย่อยสลายแบบสมบูรณ์ได้ยาก ต้องอาศยัเอนไซม์และปัจจัยหลายๆ 

อย่าง ที�มักจะทําไม่ได้โดยจุลินทรีย์เพียงชนิดเดียว ดงันั �นการย่อยสลายสารในกลุ่ม PAHs ที�มี

ความซบัซ้อนหรือมีวงอะโรมาติกที�สงูนั �นจะต้องอาศยักระบวนการย่อยสลายแบบโคเมแทบอลิซึม

หรือการยอ่ยสลายโดยอาศยัการทํางานร่วมกนัของกลุม่จลุินทรีย์  
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ภาพที� 2.3 วิถีการย่อยสลายไพรีนโดย Mycobacterium sp. สายพนัธุ์ KMS (Liang และคณะ, 

2006) 

 

2.7 การย่อยสลายไพรีนด้วยกลุ่มแบคทีเรีย (consortium) 

 การย่อยสลายสารปนเปื�อนในกลุ่ม PAHs นั �น ในบางครั �งการย่อยสลายจําเป็นต้องอาศยั

การทํางานร่วมกนัของแบคทีเรียหลายชนิดที�แตกตา่งกนั ซึ�งแบคทีเรียจะต้องอยู่ร่วมกนัอาศยัซึ�งกนั

และกันได้ โดยการย่อยสลายสารในกลุ่ม PAHs ด้วยกลุ่มแบคทีเรียจะช่วยให้ประสิทธิภาพและ

อตัราในการยอ่ยสลายเกิดได้ดีขึ �น และทําให้เกิดการยอ่ยสลายได้โดยสมบรูณ์  

การทํางานร่วมกันของแบคทีเรียแต่ละชนิดตอ่การย่อยสลายสารปนเปื�อนในกลุ่ม PAHs 

นั �น ต้องอาศยัการทํางานของระบบเอนไซม์ของแบคทีเรียชนิดที� 1 ที�สามารถสร้างเอนไซม์ออกมา

เพื�อยอ่ยสลายสารตั �งต้นได้ แตแ่บคทีเรียชนิดนี �ไม่สามารถย่อยสลายได้อย่างสมบรูณ์ จึงทําให้เกิด

มีการสะสมของสารมัธยันตร์ต่างๆ ซึ�งอาจส่งผลให้เกิดพิษต่อเซลล์ของแบคทีเรียชนิดที� 1 แต่
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แบคทีเรียชนิดที� 2 นั �นสามารถสร้างเอนไซม์ที�สามารถยอ่ยสลายสารมธัยนัตร์ดงักล่าวได้ โดยจะไป

ทําให้สารมธัยนัตร์มีความเป็นพิษลดลงหรือนําสารดงักล่าวไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังาน

ได้  และแบคทีเรียชนิดที� 2 อาจจะมีส่วนสร้างสารต่างๆ เช่น วิตามิน หรือสารที�ช่วยให้มีการย่อย

สลายสารตั �งต้นได้เร็วขึ �น เช่น สารลดแรงตึงผิว ซึ�งเป็นสารที�มีความสําคญัต่อการเจริญและการ

ยอ่ยสลายสารในกลุม่ PAHs ของแบคทีเรียอื�นตอ่ไป (Mueller และคณะ, 1989)  

Juhasz และคณะ (1997) แยกแบคทีเรียจากดินที�ปนเปื�อนสารในกลุ่ม PAHs ได้

แบคทีเรียทั �งหมด 3 สายพนัธุ์ได้แก่ Burlholderia cepacia สายพนัธุ์ VUN10,001 VUN10,002 

และ VUN10,003  กลุม่แบคทีเรียนี �สามารถใช้สารในกลุ่ม PAHs เช่น ฟลอูอรีน ไพรีน และฟีแนนท

รีน เป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังานได้ นอกจากนี �ยงัย่อยสลายสารพวก ฟลูออแรนธีน เบนโซ[เอ]

ไพรีน และไดเบนซ์[เอ,เอช]แอนทราซีน ซึโครงสร้างของสารดงักล่าวประกอบไปด้วยวงอะโรมาติก 

ที�ตอ่กนัถึง 5 วง โดยใช้ฟีแนนทรีนเป็นสบัสเตรทเพื�อเป็นแหลง่คาร์บอนและพลงังานของแบคทีเรีย 

         Guo และคณะ (2005) ศกึษากลุม่แบคทีเรียที�แยกได้จากบริเวณดินตะกอนชายเลน ซึ�งใช้

ฟีแนนทรีนเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน พบว่า กลุ่มแบคทีเรียดังกล่าวประกอบไปด้วย 

Rhodococcus sp. สายพนัธุ์ HCCS Sphingomonas sp. สายพนัธุ์ MWFG และ Paracoccus 

sp. สายพนัธุ์ SPNT ซึ�งสามารถยอ่ยสลายฟีแนนทรีนได้ 90% ภายใน 7 วนั 

Janbandhu และ Fulekar (2011) คัดแยกแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบๆ โรงงาน

อตุสาหกรรมปิโตรเคมีและนํ �ามนั ได้กลุ่มแบคทีเรียทั �งหมด 3 สายพนัธุ์ คือ Sphingomonas sp. 

Bacillus cereus และ Achromobacter insolitus MHF ENV IV ซึ�งเป็นแบคทีเรียสายพนัธุ์ใหม่ที�

สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ โดยกลุ่มแบคทีเรียนี �จะสร้างสารเมแทบอไลต์ ได้แก่ ซาลิไซลลัดี

ไฮด์ กรดซาลิไซลิก และ catechol ซึ�งฟีแนนทรีนจะถกูเปลี�ยนให้เป็นสารประกอบที�ไม่ซบัซ้อนผ่าน

ทางวิถีทางซาลิไซเลท และกลุม่แบคทีเรียนี �ยงัสามารถสร้างสารพวกอิมลัชนัที�ช่วยส่งเสริมการย่อย

สลายสารประกอบพวกไฮโดรคาร์บอนตา่งๆ 

 การบําบดัสารในกลุม่ PAHs ด้วยวิธีทางชีวภาพ โดยเติมจลุินทรีย์ตา่งถิ�นที�มีประสิทธิภาพ

ในการยอ่ยสลาย PAHs ในดินนั �น จะต้องคํานึงถึงปัจจยัที�มีความสําคญัตา่งๆ ที�มีผลตอ่การเจริญ

และรอดชีวิตของจลุินทรีย์ตา่งถิ�น ซึ�งโดยปกติแล้วพบว่า เมื�อเติมลงไปในดินธรรมชาติ จํานวนของ

แบคทีเรียตา่งถิ�นจะลดลงอยา่งรวดเร็ว เพราะแบคทีเรียจะยงัปรับตวักบัสภาวะตา่งๆ ในดินได้ไม่ดี 
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เช่น แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน แร่ธาต ุและวิตามินต่างๆ เป็นต้น และนอกจากนี �แล้วปัจจยั

ทางชีวภาพและกายภาพของดนิถือวา่เป็นปัจจยัที�มีความสําคญัตอ่การลดลงของจํานวนแบคทีเรีย 

โดยปัจจัยทางชีวภาพในดิน เช่น ประชากรของแบคทีเรียลดลงเนื�องจากถูกจับกินโดยศัตรู

ธรรมชาต ิเชน่ โปรโตซวั เป็นต้น และปัจจยัทางกายภาพของดินที�ส่งผลตอ่การลดลงของแบคทีเรีย 

เชน่ ลกัษณะของเนื �อดนิ คา่ความเป็นกรด-เบส (pH) เป็นต้น (Van Veen และคณะ, 1997) 

 

2.8 การเพิ�มการอยู่รอดของจุลินทรีย์ต่างถิ�น เมื�อนํามาบําบัดดินที�ปนเปื:อนสารในกลุ่ม 

PAHs 

  

 งานวิจยัที�ศกึษาถึงการเพิ�มความสามารถในการอยูร่อดของจลุินทรีย์ตา่งถิ�น ดงันี � 

 

 Labare และ Alexander (1995)  ศึกษาการบําบดัดินที�ปนเปื�อนด้วยสารในกลุ่ม PAHs  

ในสภาวะสเลอรีโดยใช้อตัราส่วนดินตอ่นํ �า 1 กรัมตอ่ 1 มล. พบว่าการย่อยสลายฟีแนนทรีนเกิดได้

ดีขึ �นจาก 4.4% เป็น 36.9% และการเจริญของแบคทีเรียดีขึ �นเช่นกัน เนื�องจากนํ �ามีส่วนช่วยเพิ�ม

พื �นที�ผิวสมัผสัระหวา่งจลุินทรีย์และฟีแนนทรีน การเพิ�มพื �นที�ผิวสมัผสันั �นทําให้เกิดการแตกตวัของ

ดิน ซึ�ง PAHs จะสามารถเคลื�อนเข้าไปในวัฏภาคนํ �า รวมทั �งเพิ�มความสามารถในการเข้าจับ

ระหวา่งจลุินทรีย์กบั PAHs ที�ปนเปื�อนในดนิ (Doick และ Semple, 2003) 

  

 วสัดพุาหะเป็นอีกหนึ�งทางเลือกเพื�อเพิ�มความสามารถในการอยู่รอดของจุลินทรีย์ตา่งถิ�น

เมื�อนํามาใช้ในการบําบัดดินที�ปนเปื�อน PAHs วัสดุพาหะที�สามารถนํามาใช้ได้มีทั �งวัสดุทาง

ธรรมชาตแิละวสัดเุหลือใช้ทางการเกษตร 

 

 Hupe และคณะ (1996) ศึกษาคณุสมบตัิของวสัดพุาหะที�สําคญัที�ช่วยเพิ�มการเจริญและ

อยูร่อดของแบคทีเรียตา่งถิ�นในดนิ ได้แก่ ชว่ยเพิ�มการส่งผ่านออกซิเจนในดินให้เกิดได้ดียิ�งขึ �น และ

เป็นแหล่งสะสมอาหารที�มีความสําคญัโดยเฉพาะไนโตรเจนและฟอสฟอรัส และช่วยป้องกันการ



20 

แก่งแยง่อาหารระหวา่งแบคทีเรียในท้องถิ�นกบัแบคทีเรียตา่งถิ�นและจากการจบักินโดยโปรโตซวัซึ�ง

เป็นศตัรูธรรมชาต ิและยงัสามารถชว่ยดดูซบัเอาสารในกลุม่ PAHs ที�อยูใ่นดนิ 

 

มีรายงานวิจยัที�ศกึษาการอาศยัวสัดพุาหะ (carrier materials) เพื�อเพิ�มการเจริญและอยู่

รอดของแบคทีเรียหลงัจากถกูเตมิลงในดนิบริเวณที�ต้องการบําบดั ดงันี � 

 

Van Dyke และ Prosser (2000) ศกึษาการสร้างกล้าเชื �อแบคทีเรียก่อนนําไปบําบดัดินที�

ปนเปื�อนสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน เพื�อเพิ�มการอยู่รอดของ Pseudomonas 

fluorescens ในดนิ โดยพบวา่การเลี �ยงแบคทีเรียดงักล่าวในวสัดพุาหะก่อนนําไปบําบดัในดิน การ

รอดชีวิตของแบคทีเรียจะมีอัตราสูงกว่าการเลี �ยงในอาหารเหลว เนื�องจากวัสดุพาหะนี �สามารถ

ป้องกันแบคทีเรียจากโปรโตซวัต่างๆ ในดิน การแย่งอาหารระหว่างแบคทีเรียท้องถิ�นที�อยู่ในดิน 

และตวัวัสดุพาหะยังสามารถเป็นแหล่งอาหารสําหรับการเจริญของแบคทีเรียได้ นอกจากนี �ยัง

พบว่าการเลี �ยงแบคทีเรียในวสัดพุาหะที�ใช้ระยะยาวนาน ส่งผลให้แบคทีเรียสามารถปรับสภาพ

และทนตอ่ภาวะแวดล้อมได้ดีขึ �น โดยแบคทีเรียที�เลี �ยงในวสัดพุาหะเป็นเวลา 14 วนั จะให้การอยู่

รอดของแบคทีเรียสงูสดุ  

การใช้ประโยชน์จากวสัดพุาหะเพื�อเพิ�มประสิทธิภาพด้านการเจริญและการอยู่รอดของ

แบคทีเรียหลงัการบําบดัลงดิน พบว่ามีกระบวนการคล้ายกบัการหมกัในอาหารแข็ง (solid state 

fermentation) ตามที� Krishna (2005) รายงานไว้ เพราะกระบวนการหมกัในอาหารแข็งนั �นเป็นวิธี

เลี �ยงจลุินทรีย์ชนิดหนึ�ง โดยเลี �ยงบนสารตั �งต้น (substrate) หรือวสัดทีุ�มีความแข็ง (solid material) 

โดยจุลินทรีย์จะเจริญอยู่ภายในโครงสร้างหรือรูพรุนหรืออาจจะเจริญที�ผิวของวสัดพุาหะ ซึ�งวสัดุ

พาหะที�เป็นของแข็งหรือสารตั �งต้น (substrate) ที�ถกูนํามาใช้โดยส่วนใหญ่นั �น ได้แก่ วสัดเุหลือใช้

ทางการเกษตร ได้แก่ เปลือกข้าว รําข้าว แกลบ และเปลือกถั�ว เป็นต้น วสัดทุางธรรมชาติ เช่น ดิน 

หรือเศษใบไม้ กิ�งไม้ และสารอินทรีย์พอลิเมอร์ ที�มีลกัษณะเป็นรูพรุน ได้แก่ แคลเซียมอลัจิเนต อะ

กาโรส คาราจีแนน เป็นต้น โดยการหมกัดงักลา่วสามารถนําไปผลิตเป็นผลิตภณัฑ์ได้ เช่น การผลิต

เอนไซม์บางชนิด ผลิตภณัฑ์ทางอาหาร หรือปุ๋ ย เป็นต้น  
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แบคทีเรียมีบทบาทที�สําคัญสําหรับการหมักในอาหารแข็ง โดยเฉพาะการหมักแบบ

ธรรมชาติ (Krishna, 2005) เช่น กระบวนการผลิตปุ๋ ยหมกั การผลิตอาหาร หรือการผลิตเอนไซม์

บางชนิด เป็นต้น 

แบคทีเรียที�มีบทบาทสําหรับการหมักแบบของแข็ง ได้แก่ Bacillus sp. Pseudomonas 

sp. Serratia sp. Streptococcus sp. และ Lactobacillus sp. เป็นต้น 

 

นอกจากปัจจยัทางชีวภาพที�เกิดจากคณุสมบตัิของจุลินทรีย์แล้ว ปัจจยัทางกายภาพก็มี

ผลต่อกระบวนการหมกัแบบของแข็งเพื�อให้เกิดประสิทธิภาพสูง โดยเพื�อให้ได้ผลิตภัณฑ์และชีว

มวลที�เพิ�มขึ �น (Krishna, 2005) ปัจจยัเหล่านั �นที�เหมาะสมต่อจุลินทรีย์ ได้แก่ อากาศ ความเป็น

กรด-เบส ความชื �น และสารอาหาร เป็นต้น  

Charoenchang และคณะ (2003) ศึกษาความสามารถของวสัดเุหลือใช้ทางการเกษตร

ในการเร่งการบําบดัดนิที�ปนเปื�อนสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน พบว่า การเติมเปลือก

ถั�วและใบจามจุรีช่วยทําให้ปริมาณฟีแนนทรีนลดลงจนตรวจไม่พบภายใน 24 วัน ส่วนฟลูออ

แรนธีนและไพรีนลดลงจนตรวจไม่พบ ภายในเวลา 42 วนั ในขณะที�ฟางข้าวไม่มีผลต่อการช่วย

ยอ่ยสลาย ซึ�งปริมาณ PAHs ไม่ลดลงในดินที�ไม่เติมวสัดทุางการเกษตร และในชดุควบคมุที�ใช้ดิน

ปลอดเชื �อ ผลแสดงให้เห็นวา่มีปัจจยัทางชีวภาพบางชนิดในเปลือกถั�วและใบจามจรีุอาจมีบทบาท

สําคญัในการย่อยสลายสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน และพบว่าปัจจัยทางชีวภาพ

บางชนิดในเปลือกถั�วและใบจามจรีุอาจมีบทบาทในการส่งเสริมการย่อยสลายสารพอลิไซคลิกอะ

โรมาตกิไฮโดรคาร์บอน 

Krishna (2005) ได้ศกึษาการเลี �ยงเชื �อ Pseudomonas sp. บนวสัดพุาหะทางการเกษตร 

ซึ�งเป็นการหมกัในอาหารที�เป็นของแข็ง โดยพบว่าเชื �อดงักล่าวสามารถเจริญและอาศยัอยู่รอดได้ 

เมื�อนํามาใช้เป็นปุ๋ ยหมกัให้กับดินจะช่วยในการปรับปรุงสภาพดิน โดยเพิ�มปริมาณแร่ธาตอุาหาร 

และรักษาความอดุมสมบรูณ์ของดนิ  

งานวิจยัที�ได้กล่าวข้างต้นเป็นงานวิจยัที�ศึกษาเกี�ยวกับความสามารถในการอยู่รอดของ

จลุินทรีย์โดยใช้ประโยชน์จากวสัดพุาหะและการหมกัแบบของแข็งได้นั �น เพื�อรักษาจลุินทรีย์ให้รอด

ชีวิตได้นานขึ �น และยังคงความบริสุทธิ; ไม่มีการเปลี�ยนแปลงทางพนัธุกรรม โดยควบคมุปัจจยัที�
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จําเป็นตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ เช่น อณุหภูมิ สารอาหาร การจํากดัอากาศ และนํ �า เป็นต้น การ

เก็บรักษาจลุินทรีย์แตล่ะวิธีนั �น จําเป็นให้เชื �อยงัมีชีวิตรอดและคงเดิมไม่เปลี�ยนแปลงมากที�สดุ จึง

ได้มีงานวิจยัที�ศกึษาการเก็บรักษาจลุินทรีย์ที�สามารถเจริญและอยูร่อดในภาวะของแข็งได้ 

Pesenti-Barili และคณะ (1991) ศกึษาถึงการอยู่รอดของ Agrobacter radiobacter K84 

บนวสัดหุลากหลายชนิด เพื�อนํามาใช้ในการการควบคมุโรคพืช ซึ�งได้คดัเลือกมาทั �งหมด 8 ชนิด

ได้แก่ agriperlite, expanded clay, kaolin, celite, diatom, porosil MP, micro-cel และ 

vermiculite และบรรจลุงในถงุแล้วกําจดัอากาศออก เปรียบเทียบการเก็บรักษาเชื �อบนวสัดพุาหะ

ทั �ง 8 ชนิด ที�อณุหภมูิ 4 ˚ซ และ 21 ˚ซ พบวา่ celite, porosil MP และ vermiculite สามารถทําให้ 

Agrobacter radiobacter K84 เจริญและอยู่รอดได้มากที�สดุ  และแบคทีเรียสามารถอยู่รอดได้ถึง 

1-2 ปี และที�อณุหภูมิ 21 ˚ซ พบว่า Agrobacter radiobacter K84 สามารถเจริญและอยู่รอดบน 

expanded clay, kaolin และ porosil MP ได้ดีกว่าชนิดอื�น ซึ�งแบคทีเรียนี �สามารถอยู่รอดถึง 3-5 

เดือน งานวิจัยนี �บ่งชี �ว่าวัสดุพาหะที�ใช้แต่ละชนิดนั �นจะส่งเสริมการเจริญและรอดชีวิตของ

แบคทีเรียได้แตกตา่งกนัขึ �นกบัอณุหภมูิที�ใช้ในการเก็บ 

 April และคณะ (2009) ศกึษาการเก็บรักษาแบคทีเรียในพอลิเมอร์ธรรมชาติ เช่น acacia 

gum และ pullulan โดยได้ทดสอบการเก็บรักษาในแบคทีเรียต้นแบบสองชนิด คือ Escherichia 

coli  ซึ�งเป็นแบคทีเรียแกรมลบ และ Bacillus subtilis เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ที�อุณหภูมิ 40 ˚ซ  

โดยผลของความชื �นที�สูงจะส่งผลต่อการอตัรารอดชีวิตของ E. coli มากกว่าผลของอุณหภูมิสูง 

ส่วน B. subtilis ที�เก็บรักษาโดย acacia gum ไม่พบการเปลี�ยนแปลงระหว่างการเก็บที�อณุหภูมิ

และความชื �นต่างๆ และจากผลการทดลองยงัพบว่า acacia gum ทําให้แบคทีเรียทั �งสองชนิดมี

อตัราการรอดชีวิตที�ดีกวา่ในพอลิเมอร์ชนิด pullulan 

จากงานวิจยัที�กล่าวมา การบําบดัด้วยวิธีทางชีวภาพโดยการเติมจลุินทรีย์ตา่งถิ�นนั �นต้อง

คํานงึถึงความสามารถในการยอ่ยสลาย PAHs ในดนิ และการอยูร่อดของจลุินทรีย์ 

 ทิมากร แสงดํา (2548) ได้คดัแยกกลุ่มแบคทีเรีย STK จากปุ๋ ยหมกัใบมะขาม โดยการใช้

แผ่นพอลิเตตระฟลอูอโรเอทธิลีน (PTFE) ที�เคลือบด้วยไพรีน โดยกลุ่มแบคทีเรีย STK ประกอบไป

ด้วยแบคทีเรีย STK1 STK2 และ STK3 (ตารางที� 2.2) ที�มีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรียที�อยู่ใน

สายพนัธุ์  Zoogloea sp. Stenotrophomonas sp. และ Mesorhizobium sp. โดยแบคทีเรียกลุ่ม
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นี �มีสมบตัิไม่ชอบนํ �าสูง และสามารถย่อยสลายไพรีนที�ความเข้มข้น 100 มก.ต่อลิตร เป็นแหล่ง

คาร์บอนและพลงังานได้ นอกจากนี �ยงัพบว่าสามารถย่อยสลายไพรีนในอาหารเลี �ยงเชื �อเหลวได้

หมดภายในระยะเวลา 8 วนั และสามารถย่อยสลายสารในกลุ่ม PAHs อื�นๆ ได้แก่ ฟีแนนทรีน ได

เบนโซฟูแรน อะซีแนพธีน และอะซีแนพธิลีน นอกจากนี �ยังสามารถย่อยสลายแอนทราซีนกับ

ฟลอูอรีนได้เล็กน้อย รวมทั �งเบนโซ[เอ]ไพรีนในขณะที�มีนํ �ามนัดีเซลรวมอยูด้่วย 

 

ตารางที� 2.2 ลกัษณะสณัฐานวิทยาของกลุม่แบคทีเรีย STK (ทิมากร, 2548) 

 

แบคทีเรียสาย

พนัธุ์บริสทุธิ; 

ลกัษณะที�ศกึษา 

โคโลนีบนอาหารเลี �ยงเชื �อ LB 
ลกัษณะภายใต้กล้อง และการ

ตดิสีแกรม 

STK1 

โคโลนีกลมแบน สีขาว ขอบเรียบ โปร่งแสง 

ตรงกลางทบึแสง 

 ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางประมาณ 3-5 มม. 
แทง่ แกรมลบ 

STK2 

โคโลนีกลมแบน สีเหลือง ขอบเรียบ 

 โปร่งแสง  

ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 3-5 มม. 
แทง่ แกรมลบ 

STK3 
โคโลนีกลมแบน สีขาว ขอบเรียบ โปร่งแสง 

ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 1-2 มม. 
แทง่สั �น แกรมลบ 

 

ปิยะวรรณ เพชราภา (2549) ได้ทําการศกึษาประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนในดินของ

กลุม่แบคทีเรีย STK พบวา่กลุม่แบคทีเรียนี �ไมส่ามารถยอ่ยสลายไพรีนในดินระบบนิเวศ เมื�อจําลอง

ภาวะเป็น solid state ภายในระยะเวลา 1 เดือน โดยปริมาณไพรีนยังคงไม่ลดลง ผู้ วิจัยจึง

ตั �งสมมติฐานว่า เนื�องจากแบคทีเรียกลุ่มนี �มีสมบัติไม่ชอบนํ �าสูงจึงมีผลทําให้เชื �อไม่สามารถ

กระจายตวั เนื�องจากดินเป็นระบบนิ�งที�ไม่มีการเขย่าดงัการทดลองในอาหารเลี �ยงเชื �อเหลวที�มีการ
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เขย่าตลอดเวลา อีกปัจจยัคือ เมื�อไพรีนอยู่ในดินโดยใช้ระยะเวลานานขึ �นจะมีผลให้เกิดการจบัติด

กับอนุภาคของดินซึ�งทําให้เกิดการย่อยสลายได้ยาก (low availability) (Johnsen และคณะ, 

2005) 

วิธัญญา ชวเจริญพันธ์ (2549) ทําการศึกษาการสร้างกล้าเชื �อแบคทีเรีย STK ในวัสดุ

พาหะชนิดตา่งๆ เช่น เปลือกถั�ว  เศษใบไม้ชนิดต่างๆ  ใบมะขาม และสารเร่ง พด.1 เพื�อคดัเลือก

วสัดทีุ�ให้การเจริญและสามารถย่อยสลายไพรีนได้ดี โดยพบว่า STK ที�เลี �ยงในเปลือกถั�วและเศษ

ใบไม้ชนิดตา่งๆ สามารถเจริญอย่างรวดเร็วและย่อยสลายไพรีนได้ 50% ของปริมาณไพรีนเริ�มต้น 

เมื�อนําเปลือกถั�ว และเศษใบไม้ทั�วไปมาบําบดัการปนเปื�อนไพรีนในดินสองภาวะคือ ของแข็ง 

และสเลอรี (slurry) ที�ความเข้มข้นของไพรีน 100 และ 1,000 มก.ต่อกก.ของดิน พบว่าดินภาวะ

ของแข็งที�มีไพรีน 100 และ 1,000 มก.ตอ่กก.ของดิน แบคทีเรียที�เลี �ยงในเปลือกถั�ว มีจํานวนมาก

ขึ �นและย่อยสลายไพรีนได้ 78% และ 54% ของปริมาณไพรีนเริ�มต้น ตามลําดบั ภายในเวลา 60 

วนั  สว่นดนิในภาวะสเลอรีที�ไพรีนความเข้มข้น 100 มก.ตอ่ กก.ของดิน แบคทีเรียที�เลี �ยงในเปลือก

ถั�วมีจํานวนมากขึ �นและตรวจไมพ่บไพรีนภายในระยะเวลา 10 วนั สว่นที� 1,000 มก.ตอ่ กก.ของดิน 

แบคทีเรียคอ่ยๆ เพิ�มขึ �นอย่างช้าๆ และสามารถย่อยสลายไพรีนได้ 72% ของปริมาณไพรีนเริ�มต้น 

และยงัพบว่าสามารถเก็บรักษากล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรีย STK บนเศษใบไม้ได้นาน 6 เดือน โดยที�

ยงัคงมีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายไพรีนได้ดี 

สมบตัไิมช่อบนํ �าเป็นคณุสมบตัิที�สําคญัอย่างหนึ�งของจลุินทรีย์ โดยแบคทีเรียบางชนิดที�มี

สมบตัิไม่ชอบนํ �าจะสามารถใช้สารที�มีสมบตัิไม่ชอบนํ �าได้ เช่น สารพวกไฮโดรคาร์บอนต่างๆ ได้

ดีกว่าแบคทีเรียทั�วไป (Obuekwe และคณะ, 2009) ยกตวัอย่างแบคทีเรียที�มีคณุสมบตัิไม่ชอบนํ �า

สูง เช่น Mycobacterium sp. ซึ�งแยกโดยอาศยัแผ่นเมมเบรนที�ถูกดดูซบัด้วยสารในกลุ่ม PAHs 

และแบคทีเรียนี �สามารถเจริญเติบโตโดยใช้ PAHs เป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังาน (Bastiaens 

และคณะ, 2000) แบคทีเรียที�มีสมบตัไิมช่อบนํ �านี �จะมีข้อดีมากกว่าแบคทีเรียที�มีคณุสมบตัิชอบนํ �า

ในด้านของการทนทานตอ่สารพิษ และการเข้าจบักบัเซลล์ (Rosenberg, 2006) และแบคทีเรียที�มี

คณุสมบตัิไม่ชอบนํ �าสงูจะมีอตัราการย่อยสลายสารปนเปื�อนได้เร็วกว่าแบคทีเรียที�มีคณุสมบตัิไม่

ชอบนํ �าที�ตํ�ากวา่ (Farrell และ Quilty, 2002) 
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Wang และ Han (2007) ได้ศกึษาความสามารถของ Bacillus sp. สายพนัธุ์ YB-030518 

และ YB-034325 ซึ�งมีสมบตัิไม่ชอบนํ �าและเป็นแบคทีเรียโพรไบโอติกมาบําบดัในบ่อประมงโดย

ทําการศึกษาสภาวะที�เหมาะสม เช่น การเจริญ อุณหภูมิ และค่าความเป็นกรด-เบส ที�มีผลต่อ

สมบตัไิมช่อบนํ �าของแบคทีเรีย พบวา่ในการศกึษาผลของอณุหภูมิและคา่ความเป็นกรด-เบสตา่งๆ 

ทั �งสองสายพนัธุ์ไม่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัตอ่สมบตัิไม่ชอบนํ �าของเซลล์ ส่วนการศกึษา

การเจริญพบว่าสายพนัธุ์  YB-034325 มีอัตราการเจริญและมีสมบตัิไม่ชอบนํ �าสูงกว่าสายพันธุ์ 

YB-030518 อยา่งมีนยัสําคญั และความสามารถในการบําบดัในบอ่ประมงพบว่าทั �งสองสายพนัธุ์

สามารถบําบดัได้ดีกวา่เมื�อเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ 

นอกจากสมบตัไิมช่อบนํ �าที�มีผลตอ่การยอ่ยสลายสารในกลุม่ PAHs แล้ว ยงัมีการเติมสาร

ลดแรงตึงผิวเพื�อเพิ�มการละลาย และการย่อยสลายสารในกลุ่ม PAHs (Boonchan และคณะ, 

1998; Kim และ Weber, 2005) การเติมสารลดแรงตึงผิวอาจจะมีผลทําให้ความไม่ชอบนํ �าที�ผิว

เซลล์จุลินทรีย์ลดลงหรือเพิ�มขึ �น ซึ�งจะมีส่วนสําคญัในการดดูซับและย่อยสลายสารปนเปื�อนที�มี

สมบตัิไม่ชอบนํ �า ส่วนใหญ่แบคทีเรียที�สามารถย่อยสลายสารในกลุ่ม PAHs ได้จะมีสมบตัิไม่ชอบ

นํ �าที�ผิวเซลล์สูง  (Haritash และ Kaushik, 2009) โดยสามารถเข้าจับกับสารในกลุ่ม PAHs ที�

ปนเปื�อนในดิน หรือผลึกของ PAHs ได้ (Hwang และคณะ, 2008) และสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ ที�

ผลิตโดยแบคทีเรีย เช่น แรมโนลิปิด ซึ�งผลิตโดย Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 เมื�อ

นํามาทดสอบสมบตัิไม่ชอบนํ �ากับแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa P-CG3 พบว่าแรมโนลิ

ปิดนี �จะเพิ�มสมบตัคิวามไมช่อบนํ �าที�ผิวเซลล์แบคทีเรีย และมีส่วนช่วยในการเพิ�มประสิทธิภาพการ

ยอ่ยสลายฟีแนนทรีนได้ (Zhenyong และคณะ, 2011) 

จลุินทรีย์ที�สามารถย่อยสลายสารในกลุ่ม PAHs ได้ มีความสําคญัตอ่การบําบดั PAHs ที�

ปนเปื�อนในสิ�งแวดล้อม ดงันั �นกระบวนการเก็บรักษาเพื�อให้คงสภาพไม่เปลี�ยนแปลง อยู่รอดและ

ยังคงประสิทธิภาพได้นั �น จึงมีความสําคัญต่องานวิจัยต่างๆ รวมทั �งงานบําบัดสิ�งปนเปื�อนใน

สิ�งแวดล้อม 

การเก็บรักษาจุลินทรีย์มีหลากหลายแบบ แต่ละแบบมีข้อดีข้อเสียที�แตกต่างกันไป แต่มี

วัตถุประสงค์ที�เหมือนกันคือ เพื�อรักษาความมีชีวิตของจุลินทรีย์ให้มีความบริสุทธิ;  ไม่มีการ

เปลี�ยนแปลง และยังคงความสามารถให้เหมือนเดิมทุกประการ การเลือกใช้วิธีการเก็บรักษา
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จลุินทรีย์นั �นควรคํานึงถึงปัจจยัตา่งๆ ให้สอดคล้องกบัวตัถปุระสงค์ในการใช้จลุินทรีย์ วิธีการตา่งๆ

นั �นสามารถส่งกระทบผลตอ่การมีชีวิตรอดของจลุินทรีย์ จึงควรเลือกวิธีที�ทําให้จลุินทรีย์มีชีวิตรอด

ใกล้เคียงกับจํานวนจุลินทรีย์ที�มีชีวิตในตอนเริ�มต้น เพื�อกําจัดปัญหาการเปลี�ยนแปลงลักษณะ

บางอยา่งของจลุินทรีย์  ซึ�งวิธีทําแห้งแบบเยือกแข็ง (lyophilization) เป็นวิธีที�มีประสิทธิภาพในการ

เก็บรักษาจุลินทรีย์ตา่งๆ สามารถทําได้ปริมาณมากในแตล่ะครั �ง และสามารถคงความมีชีวิตของ

จลุินทรีย์ได้เป็นเวลานานถึง 50 ปี อีกทั �งยงัสามารถเก็บไว้ที�อณุหภูมิห้องได้ หากจลุินทรีย์นั �นจดัว่า

เป็นจุลินทรีย์ที�มีคณุค่ามาก หรือจําเป็นต้องแจกจ่ายจุลินทรีย์นั �นให้หน่วยงานต่างๆ ที�อยู่ที�ไกล

ออกไป ถือเป็นวิธีที�ให้ผลที�คุ้มคา่ แตวิ่ธีนี �เป็นวิธีที�คอ่นข้างทํายากและต้องอาศยัเครื�องมือที�มีราคา

แพง (สมบรูณ์ ธนาศภุวฒัน์, 2539) 

กานต์ชนา สิทธิ;เหล่าถาวร (2551) ได้ศกึษาผลของภาวะการเก็บเชื �อตอ่การรอดชีวิตและ

ความสามารถในการย่อยสลายไพรีนของกล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรีย STK ที�เลี �ยงในเศษใบไม้ พบว่า

การเติมไพรีนระหว่างการเก็บทําให้จํานวนเชื �อที�รอดชีวิตมีสูงกว่าที�ไม่เติมไพรีน และการเก็บที�

อณุหภมูิ 4 ˚ซ ทําให้การรอดชีวิตของเชื �อสงูกวา่ที�อณุหภมูิห้อง และพบวา่ในเดือนที� 8 เมื�อเก็บกล้า

เชื �อกลุม่แบคทีเรีย STK ที�มีความชื �น 30% ของความจสุงูสดุของการอุ้มนํ �า ใส่และไม่ใส่ไพรีนเก็บที�

อุณหภูมิ 4 ˚ซ ทําให้ปริมาณไพรีนในดินที�ทดลองในภาวะสเลอรีเหลืออยู่เท่ากับ 2.11% และ 

5.01% ตามลําดบั ในงานวิจยันี �มีจดุประสงค์เพื�อเพิ�มปริมาณกล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรียไฮโดรโฟบิก 

STK ที�เตรียมจากวสัดเุหลือใช้จากพืชในการบําบดัไพรีนในดินในภาวะของแข็ง ซึ�งวัสดเุหลือใช้

จากพืชสามารถหาได้ง่ายกวา่ และเพื�อทําให้สามารถนําไปใช้ในพื �นที�ปนเปื�อนได้จริงและทําให้กล้า

เชื �อเกิดการกระจายตวัได้ดียิ�งขึ �น 

 



  

บทที� 3 

วัสดุอุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวธีิดาํเนินงานวิจัย 

 

อุปกรณ์ที�ใช้ในการทดลอง 

 

1. เครื�องวัดความเป็นกรด-เบส (Digital pH meter) รุ่น SevenEasy บริษัท Mettler Toledo, 

สวิตเซอร์แลนด์ 

2. เครื�องชั�ง รุ่น PG 2002-S รุ่น PB 3002 และรุ่น AG285 บริษัท Mettler Toledo, สวิตเซอร์แลนด์ 

3. เครื�องนึ�งอบฆ่าเชื �อ (Autoclave) รุ่น SS-325 และรุ่น ES-315 บริษัท Tomy Seiko, ญี�ปุ่ น, รุ่น 

MLS 3020 บริษัท Sanyo, ญี�ปุ่ น  และรุ่น HV-25, บริษัท Hirayama, ญี�ปุ่ น     

4. ตู้ เขี�ยเชื �อ (Laminar flow cabinet) ISSCO รุ่น BV-124 บริษัท International Scientific 

Supply, ไทย, รุ่น Clean, รุ่น V3-4 บริษัท Triwork 2000, ไทย และ Bosstech รุ่น HVB 120s 

บริษัท Boss Scientific Associated, ไทย 

5. เครื� องเขย่า (Orbital shaker) รุ่น Innova 2300 บริษัท New Brunswick Scientific, 

สหรัฐอเมริกา 

6. เครื� องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Genesys20 บริษัท Thermo 

Spectonic, สหรัฐอเมริกา และรุ่น Spectronic 20 Genesys บริษัท Spectronic Unicam, 

สหรัฐอเมริกา     

7. เครื�องปั�นเหวี�ยงชนิดควบคมุอณุหภูมิ (Refrigenerated centrifuge) รุ่น 6500 บริษัท Kubota, 

ญี�ปุ่ น และรุ่น Avanti J-30I บริษัท Beckman Coulter, เยอรมนี 

8. เครื�องปั�นเหวี�ยงชนิดตั �งโต๊ะ (Bench-top centrifuge) รุ่น KM-15200 บริษัท Kubota, ญี�ปุ่ น 

9. ตู้อบความร้อน รุ่น UE 600 และรุ่น UL 80 บริษัท Memmert, เยอรมนี 

10. เครื�องกําเนิดเสียงความถี�สูง (Sonicator) ชนิดอ่าง รุ่น Soronex RK 100 บริษัท Bandelin 

Electronic, เยอรมนี 

11. ตู้บม่เชื �อควบคมุอณุหภมูิ (Incubator) บริษัท Memmert, เยอรมนี 
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12. ชุดเครื� องมือทําไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC)   

       สําหรับตรวจสอบปริมาณของ PAHs 

- ลิควิดโครมาโทกราฟี (Liquid Chromatography) รุ่น LC-3A บริษัท Shimadzu, 

ญี�ปุ่ น 

- คอลัมน์ (column) : Inertsill ODS-3 ขนาด 4.6 X 150 มิลลิเมตร บริษัท GL 

Science, ญี�ปุ่ น 

- เครื�องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุ่น SPD-2A บริษัท Shimadzu, ญี�ปุ่ น 

- เครื�องบนัทกึ (recorder) Chromatography รุ่น C-RIA บริษัท Shimadzu, ญี�ปุ่ น 

 -      กระบอกฉีดยา (micro syringe) ขนาด 100 ไมโครลิตร รุ่น MS-R50 บริษัท Exmire, 

        สหรัฐอเมริกา 

13. เครื�องระเหยแห้งสุญญากาศแบบปั�นเหวี�ยง (rotary vacuum evaporator) รุ่น CVE-2000 

บริษัท Tokyo Rikakikai, ญี�ปุ่ น 

14. เครื�องคดักรองขนาดดิน ขนาดความกว้างของรู 0.84 มิลลิเมตร รุ่น O.S.K.119 Standard 

Sieve บริษัท Okawa Seiki, ญี�ปุ่ น 

15. เครื�องบด (Blender) รุ่น MX-T31GH บริษัท Matsushita Electric, ไต้หวนั 

16. เครื�องปั�นผสม (Vortex mixer-Genie2) รุ่น G-560E ของบริษัท Scientific Industries, 

สหรัฐอเมริกา 

17. กล้องจลุทรรศน์ รุ่น CH30RF200 บริษัท Olympus, ญี�ปุ่ น 

18. ไมโครปิเปต ขนาด 200 1,000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, ฝรั�งเศส 

19. ปิเปต (Pipette) ขนาด 1 5 และ 10 มล. บริษัท Gilson, ฝรั�งเศส 

20. หัวกรองชนิด PTFE ขนาดความกว้างของรู 0.20 และ 0.45 ไมโครเมตร รุ่น DISMIC-13JP 

ของบริษัท Tokyo Roishi Kaisha, ญี�ปุ่ น 

21. กระบอกฉีดยาพลาสตกิ ขนาด 1 มล. ของบริษัท Nissho Nipro, ญี�ปุ่ น 

22. ขวดแก้วฝาเกลียว (vial) ขนาด 22 มล. (Screw Cap with Teflon Liner) ของบริษัท Lab 

system, ไทย 
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23. เครื�องปิดถงุด้วยสญุญากาศ (Vacuum seal) 

24. เครื�องดดูอากาศ รุ่น A-3S บริษัท Eyela, ญี�ปุ่ น 

25 เครื�องทําความเย็น รุ่น CCA-110 บริษัท Eyela, ญี�ปุ่ น 

26. เครื�องทําแห้งแบบเยือกแข็ง (Lyophilizer) รุ่น Modulyod-230 ของบริษัท Thermo Electron 

Corporation, USA และ ปั�มสุญญากาศ Vacuum pump รุ่น VLP200 ของบริษัท Thermo 

Savant Instruments inc., สหรัฐอเมริกา 

27. ตู้แชแ่ข็งจดุเยือกแข็งตํ�า (Deep freezer) อณุหภมูิ -20 ˚ซ ของบริษัท Sanyo Electric, ญี�ปุ่ น 

28. อา่งนํ �าควบคมุอณุหภมูิ (Waterbath) รุ่น W 200 และรุ่น WB22 บริษัท Memmert, เยอรมนี 

29. เครื�องกวนสารละลาย (Stirrer) Clifton รุ่น CP-1E บริษัท Nickle-Electro, องักฤษ 

 

เคมีภัณฑ์ 

 

1.  ไพรีน (pyrene) ของบริษัท Kanto Chemical , ญี�ปุ่ น 

2.  ฟีแนนทรีน (phenanthrene) ของบริษัท Sigma, สหรัฐอเมริกา 

3.  สารสกดัจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, สหรัฐอเมริกา 

4.  ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Merck, เยอรมนี 

5.  โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, เยอรมนี 

6.  แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) ของบริษัท J.T.Baker, สหรัฐอเมริกา 

7.  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO4·12H2O) ของบริษัท Merck, เยอรมนี  

8.  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals, ออสเตรเลีย 

9.  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตไตรไฮเดรต (K2HPO4·3H2O) ของบริษัท Merck, เยอรมนี  

10. แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (Mg2SO4·7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, ฝรั�งเศส 

11. เฟอริกคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (FeCl3·6H2O) ของบริษัท May & Baker, องักฤษ 

12. แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O) ของบริษัท AJEX Chemicals, ออสเตรเลีย 

13. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, เยอรมนี 

14. เมทานอล (CH3OH) ของบริษัท Merck, เยอรมนี 



30 

15. เอทิลอะซีเตท (CH3COOC2H5) ของบริษัท Merck, เยอรมนี 

16. ไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) ของบริษัท Merck, เยอรมนี 

17. อะซีโตน (CH3COOCH3) ของบริษัท Merck, เยอรมนี 

18. ไดเมทิลซลัฟอกไซด์ (CH3SOCH3) ของบริษัท Carlo ERBA, อิตาลี 

19. โซเดียมซลัเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) ของบริษัท Merck, เยอรมนี 

20. สารปฏิชีวนะนิสเตตนิ (Nystatin) ของบริษัท Sigma Chemical, สหรัฐอเมริกา 

21. โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa) ของบริษัท Merck, เยอรมนี 

22. แบคโตอะการ์ ของบริษัท Difco Laboratories, สหรัฐอเมริกา 

23. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท Merck, เยอรมนี 

24. ไซลีน (C8H10) ของบริษัท Carlo Erba Reagenti, อิตาลี 
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วิธีดาํเนินงานวิจัย 

 

3.1 การเลี :ยงเชื :อแบคทีเรียเพื�อเปรียบเทียบสมบัตไิม่ชอบนํ :าของกลุ่มแบคทีเรีย STK กับ

กลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 และ Escherichia coli 

 

 3.1.1 การเลี :ยงกลุ่มแบคทีเรีย STK ในอาหารเลี :ยงเชื :อ Carbon Free Mineral 

Medium (CFMM) 

  นํากลุ่มแบคทีเรีย STK เลี �ยงในอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM ปริมาตร 100 มล. ที�มี

ไพรีนเข้มข้นเท่ากับ 100 มก.ต่อลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มล. มาบ่มบนเครื�องเขย่าที�

ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ที�อณุหภมูิ 30 ˚ซ เป็นเวลา 8 วนั  

 

 3.1.2 การเลี :ยงกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 ในอาหารเลี :ยงเชื :อ CFMM 

  นํากลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 (จิรทีปฆ์ แสนรัก, 2547) เลี �ยงในอาหารเลี �ยงเชื �อ 

CFMM ปริมาตร 100 มล. ที�มีไพรีนและฟีแนนทรีนความเข้มข้นเท่ากบั 100 มก.ตอ่ลิตร ในขวดรูป

ชมพูข่นาด 250 มล. มาบม่บนเครื�องเขย่าที�ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ที�อณุหภูมิ 30 ˚ซ เป็นเวลา 

3 วนั โดยแบคทีเรีย RRM-V3 เป็นกลุ่มแบคทีเรียที�สามารถย่อยสลายไพรีนได้ดี จึงนํามาใช้ในการ

ทดสอบ 

 

 3.1.3 การเลี :ยงแบคทีเรีย E.coli ในอาหารเลี :ยงเชื :อ Luria-Bertani broth (LB) 

  นํา E.coli เลี �ยงในอาหารเลี �ยงเชื �อ LB เป็นเวลา 1 วัน โดยแบคทีเรียนี �เป็น

แบคทีเรียที�ไมส่ามารถยอ่ยสลายไพรีนและไมพ่บรายงานที�ระบวุา่แบคทีเรียนี �มีสมบตัไิมช่อบนํ �า 

 

 

 

 

 



32 

3.2 สมบัตไิม่ชอบนํ :า (Hydrophobicity) ของกลุ่มแบคทีเรีย STK RRM-V3 และ E.coli 

(ดัดแปลงตามวิธีของ Zhang และคณะ, 2009) 

 

3.2.1 นํากลุ่มแบคทีเรีย STK จากข้อ 3.1.1 กลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 จากข้อ 3.1.2 และ

แบคทีเรีย E.coli จากข้อ 3.1.3 มาปั�นเหวี�ยงแยกเซลล์ที�ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 

10 นาที ที�อณุหภูมิ 4 ˚ซ และล้างเซลล์ด้วย 0.85% NaCl 3 ครั �ง และนําไปปรับจํานวนเซลล์ให้ได้

จํานวนเซลล์ประมาณ 8 log CFU ตอ่มล. โดยวดัคา่ดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 600 นาโนเมตร 

 3.2.2 นําแบคทีเรียแต่ละชนิดมาเลี �ยงในอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM แตล่ะขวดมีไพรีนความ

เข้มข้น 100 มก.ตอ่ลิตร เก็บตวัอย่างในวนัที� 0 มาปั�นเหวี�ยงแยกเซลล์ที�ความเร็วรอบ 8,000 รอบ

ตอ่นาที ที�อณุหภมูิ 4 ˚ซ เป็นเวลา 10 นาที เพื�อนําเอาเซลล์แบคทีเรียที�ได้ไปทดสอบสมบตัิไม่ชอบ

นํ �า 

3.2.3 ล้างเซลล์ 2 ครั �งด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบพัเฟอร์ พีเอช 7.0 ละลายเซลล์ด้วย

บพัเฟอร์ชนิดเดียวกนั จากนั �นวดัคา่ความขุน่ของเซลล์เริ�มต้นที�ความยาวคลื�น 600 นาโนเมตร 

 3.2.4 แบ่งเซลล์แขวนลอยแต่ละชนิดใส่หลอดทดลอง ปริมาตร 2 มล. เติม para-xylene 

ลงไป 1 มล.เขยา่ให้เข้ากนัด้วยเครื�องปั�นผสมเป็นเวลา 2 นาที ตั �งทิ �งไว้ที�อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 40 

นาที  

3.2.5 ดดูเอาส่วนล่างอย่างระมดัระวงัใส่ในหลอดทดลองอีกหลอด และนําไปวดัคา่ความ

ขุน่ที�ความยาวคลื�น 600 นาโนเมตร 

 3.2.6 บนัทึกค่าที�ได้และนําไปวิเคราะห์เปรียบเทียบ โดยสมการที�ใช้ในการคํานวณหาค่า

ร้อยละของจลุินทรีย์ที�จบักบัไฮโดรคาร์บอน (Microbial adhesion to hydrocarbons : MATHs) : 

 

ร้อยละของ MATHs =  ความขุน่ของเซลล์เริ�มต้น – ความขุน่ของเซลล์หลงัเตมิ p-xylene x 100 

                                  ความขุน่ของเซลล์เริ�มต้น 

 

 

 



33 

3.3 สมบัตไิม่ชอบนํ :าของแต่ละสายพันธ์ุที�ประกอบอยู่ในกลุ่มแบคทีเรีย STK  

  

 กลุ่มแบคทีเรีย STK แยกมาจากปุ๋ ยหมักใบมะขาม โดย ทิมากร แสงดํา (2547) โดย

ประกอบด้วยแบคทีเรียทั �งหมด 3 สายพันธุ์ได้แก่ แบคทีเรีย STK1 STK2 และ STK3 ที�มีความ

คล้ายคลึงกับแบคทีเ รียที�อยู่ ในจีนัส  Zoogloea sp. ,  Stenotrophomonas sp. และ 

Mesorhizobium sp. ตามลําดบั และพบอีกสายพนัธุ์เพิ�มเข้ามาในภายหลัง จากการเลี �ยงกลุ่ม

แบคทีเรีย STK เป็นระยะเวลานาน คือ STK4 เนื�องจากกลุ่มแบคทีเรียนี �มีสมบตัิไม่ชอบนํ �าสงูเมื�อ

แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์อยู่รวมกันเป็นกลุ่ม ดังนั �นในการทดลองนี �จึงต้องการทดสอบว่าเมื�อ

แบคทีเรียสายพนัธุ์ใดที�มีสมบตัไิมช่อบนํ �าสงู  

 

3.3.1 นํากลุ่มแบคทีเรีย STK แต่ละสายพนัธุ์ แยกเลี �ยงในอาหารเลี �ยงเชื �อ LB เป็นเวลา 

18-20 ชั�วโมง จากนั �นปั�นเหวี�ยงแยกเซลล์ วดัความขุ่นของเซลล์เริ�มต้นก่อนเติมลงในอาหารเลี �ยง

เชื �อ CFMM โดยใช้ไพรีนที�มีความเข้มข้น 100 มก.ต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน เมื�อครบ 24 ชั�วโมง 

นํามาปั�นแยกเซลล์ที�ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอ่นาที ที�อณุหภูมิ 4 ˚ซ เป็นเวลา 10 นาที จากนั �น

ทดสอบสมบตัิไม่ชอบนํ �าตามข้อ 3.2.3 ถึง 3.2.6 โดยแบ่งเซลล์แขวนลอยแต่ละสายพนัธุ์ใส่หลอด

ทดลอง ปริมาตร 5 มล. ทําสามซํ �า และเตมิ para-xylene ปริมาตร 2.5 มล.  
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3.4 การเตรียมตัวอย่างเพื�อใช้ในการทดลอง 

 

3.4.1 เศษใบไม้ 

 

  3.4.1.1 ตวัอย่างวสัดพุาหะประกอบด้วยเศษใบไม้แห้งตามรายงานของ กานต์

ชนา สิทธิ;เหล่าถาวร (2551) ซึ�งประกอบด้วย ใบหกูวาง ใบจามจุรี ใบประดู่ และ ใบโพธิ; ผสมกัน 

โดยมาจากบริเวณภายในจฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  

3.4.1.2 ใบหกูวาง ใบจามจรีุ ใบประดู ่และใบโพธิ; มาผสมกนั และตากแห้งโดยผึ�ง

ลมเป็นเวลา 3 วนั ตามวิธีการทดลองของ กานต์ชนา สิทธิ;เหล่าถาวร (2551) แล้วนําไปปั�นด้วย

เครื�องปั�น และคดักรองโดยใช้เครื�องคดัขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 0.84 มิลลิเมตร ตามภาพที� 3.1 

แบง่เศษใบไม้สว่นหนึ�งเพื�อนําไปวิเคราะห์องค์ประกอบทางกายภาพและเคมี ส่วนที�เหลือนําไปเก็บ

ไว้ที�อณุหภมูิ 4 ˚ซ เพื�อใช้ในการทดลองตอ่ไป 

 

 
 

ภาพที� 3.1 เศษใบไม้ที�ใช้ในการทดลองที�ผา่นการคดักรองแล้ว 

 

  3.4.1.3 นําตวัอย่างเศษใบไม้ที�ปั�นและคดักรองแล้ว 0.5 กิโลกรัม ส่งวิเคราะห์ที�

ฝ่ายวิเคราะห์ดินและนํ �า กองเกษตรเคมี กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เพื�อ

วิเคราะห์ค่าความเป็นกรด-เบส และความจุสูงสุดในการอุ้มนํ �า อีกส่วนที�เหลือนําไปวิเคราะห์ที�

ภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ บางเขน เพื�อวิเคราะห์ 

ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณโพแทสเซียม ปริมาณฟอสฟอรัส สารอินทรีย์คาร์บอน และอตัราส่วน

คาร์บอนตอ่ไนโตรเจน 
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3.4.2 วัสดุเหลือใช้จากพืช 

 

3.4.2.1 เศษพืชที�ไม่เจาะจงส่วนประกอบ โดยกวาดรวมกัน จากบริเวณภายใน

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

3.4.2.2 เตรียมวสัดเุหลือใช้จากพืชโดยทําตามวิธีในข้อ 3.4.1.2 จะได้วสัดเุหลือใช้

จากพืชตามภาพที� 3.2 และวิเคราะห์ตามวิธีในข้อ 3.4.1.3 

 

                 
 

ภาพที� 3.2 วสัดเุหลือใช้จากพืชที�ใช้ในการทดลองที�ผา่นการคดักรองแล้ว 

  

3.4.3 ดนิ 

 

  3.4.3.1 ดินที� ใ ช้ในการทดลอง นํามาจากบริเวณป่าสวนต้นไม้  จังหวัด

อบุลราชธานี คาดว่าดินนี �อยู่ในบริเวณที�ไม่มีการปนเปื�อนจากสาร PAHs มาก่อน โดยขดุลึกจาก

ผิวประมาณ 2 เซนตเิมตร และแยกเศษใบไม้และหินออก 

  3.4.3.2 นําดนิมาบดและคดักรองโดยใช้เครื�องคดัขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 0.84 

มิลลิเมตร (ภาพที� 3.3) แบง่ดนิสว่นหนึ�งเพื�อตรวจสอบการปนเปื�อนของสาร PAHs ด้วยวิธี HPLC 

ซึ�งจะสกดั PAHs ในดนิด้วยไดคลอโรมีเธน และวิเคราะห์องค์ประกอบทางกายภาพและเคมี สว่นที�

เหลือนําไปเก็บไว้ที�อณุหภมูิ 4 ˚ซ เพื�อใช้ในการทดลองตอ่ไป 
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ภาพที� 3.3 ดนิที�ใช้ในการทดลองที�ผา่นการบดและคดักรองแล้ว 

   

  3.4.3.3 นําตวัอย่างดิน 0.5 กิโลกรัม ส่งวิเคราะห์ที�ฝ่ายวิเคราะห์ดินและนํ �า กอง

เกษตรเคมี กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เพื�อวิเคราะห์ ลกัษณะเนื �อดิน ความจุ

สูงสุดในการอุ้ มนํ �า  ความสามารถในการแลกเปลี�ยนประจุหรือไอออน (cation exchange 

capacity)  คา่ความเป็นกรด-เบส  ปริมาณไนโตรเจน  ปริมาณโพแทสเซียม  สารอินทรีย์คาร์บอน 

และอตัราสว่นคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน 

 

3.5 การเตรียมหัวเชื :อกลุ่มแบคทีเรีย STK  

  

 3.5.1 การเตรียมกล้าเชื :อกลุ่มแบคทีเรีย STK ใน CFMM 

  นํากลุ่มแบคทีเรีย STK ที�เจริญในอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM จากข้อ 3.1.1 มาปั�น

แยกเซลล์ด้วยเครื�องปั�นเหวี�ยง ที�ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที ที�อณุหภูมิ 4 ˚ซ นาน 10 นาที 

จากนั �นนําสว่นเซลล์ที�ได้มาล้างด้วยโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.85% และปั�นเหวี�ยงในสภาวะ

ดงัที�กล่าวข้างต้น โดยทําซํ �าขั �นตอนนี � 2 ครั �ง แล้วนําส่วนเซลล์ที�แขวนลอยในสารละลายโซเดียม

คลอไรด์ 0.85% มาปรับความเข้มข้นให้ได้จํานวนเซลล์ประมาณ 8 log CFU ตอ่มล. โดยวดัคา่การ

ดดูแสงที�ความยาวคลื�น 600 นาโนเมตร 
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 3.5.2 การเตรียมกล้าเชื :อกลุ่มแบคทีเรีย STK ในเศษใบไม้ และวัสดุเหลือใช้จาก

พืช  

  นําตวัอย่างเศษใบไม้หรือวสัดเุหลือใช้จากพืชที�ไม่ปลอดเชื �อซึ�งเตรียมได้จากข้อ 

3.4.1 และ 3.4.2 มา 1.5 กรัม ใส่ในขวดฝาเกลียว ปรับความชื �นให้เท่ากบั 70% ของความจสุงูสุด

ของการอุ้ มนํ �าด้วยนํ �ากลั�นปลอดเชื �อ และปรับความเป็นกรด-เบส ประมาณ  7 ผสมให้เข้ากัน 

จากนั �นนําไพรีนที�ละลายในอะซิโตนเติมลงในตวัอย่างใบไม้ที�เตรียมไว้ให้มีความเข้มข้นสุดท้าย

เทา่กบั 100 มก.ตอ่กก.ของตวัอย่าง และตั �งทิ �งไว้ 1 คืน เพื�อให้อะซิโตนระเหยออกให้หมด จากนั �น

เติมเซลล์แขวนลอยจากข้อ 3.5.1 ให้มีจํานวนเซลล์ประมาณเป็น 8 log CFU ตอ่กรัมของตวัอย่าง 

โดยการปรับกรด-เบส เติมไพรีน และเซลล์แขวนลอยยงัคงผลให้ความชื �นเท่ากบั 70% ของความจุ

สงูสดุของการอุ้มนํ �า จากนั �นผสมให้เข้ากนั และนําไปบม่ในตู้บม่ที�อณุหภูมิ 30 ˚ซ เป็นเวลา 14 วนั 

(วิธัญญา ชวเจริญพนัธ์, 2549) โดยขยบัฝาเกลียวเพื�อให้อากาศ และวดัความชื �นทุกๆ 7 วนั โดย

การชั�งนํ �าหนกั แล้ววิเคราะห์หาจํานวนแบคทีเรียทั �งหมดด้วยวิธี Viable plate count  ตามวิธีในข้อ 

3.7 

 

3.6 การย่อยสลายไพรีนในดนิ 

 

 เนื�องจาก กานต์ชนา สิทธิ;เหล่าถาวร (2551) ได้ศึกษาถึงความสามารถของกล้าเชื �อกลุ่ม

แบคทีเรีย STK ซึ�งถกูเตรียมในเศษใบไม้ตอ่การย่อยสลายไพรีนในดินแบบสเลอรี ซึ�งพบว่าได้ผลที�

ดี ดังนั �นในการทดลองขั �นนี �จึงมุ่งที�จะศึกษาความสามารถของกล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรีย STK 

ดงักล่าวในการย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็ง และเปรียบเทียบกับการใช้กล้าเชื �อกลุ่ม

แบคทีเรียที�ได้จากอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM นอกจากนี �ยงัทดสอบการย่อยสลายไพรีนในดินแบบ

สเลอรี โดยใช้กล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรียที�ได้จากอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM และจากกล้าเชื �อกลุ่ม

แบคทีเรียในเศษใบไม้เชน่กนั 
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3.6.1 การย่อยสลายไพรีนในดนิภาวะของแข็ง 

 

  3.6.1.1 การย่อยสลายไพรีนในดินโดยใช้กล้าเชื :อกลุ่มแบคทีเรียจาก

อาหารเลี :ยงเชื :อ CFMM 

   ชั�งดนิแห้งไมป่ลอดเชื �อที�เตรียมจากข้อ  3.4.3 มา 7.5 กรัม ใส่ในขวดฝา

เกลียว ปรับความชื �นให้มีค่าเท่ากับ 70% ของความจุสูงสุดของการอุ้มนํ �าด้วยนํ �ากลั�นปลอดเชื �อ 

ปรับความเป็นกรด-เบส ประมาณ 7 ผสมให้เข้ากนัด้วยเครื�องปั�นผสม นําไพรีนที�ละลายในอะซิโตน

ผสมลงในดินที�เตรียมไว้โดยให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 1,000 มก.ตอ่กก.ของดิน ตั �งทิ �งไว้ 1 คืน 

แล้วเตมิเซลล์แขวนลอยจากข้อ 3.5.1 ให้มีจํานวนเซลล์ประมาณเป็น 8 log CFU ตอ่กรัม โดยการ

ปรับกรด-เบส เติมไพรีน และเซลล์แขวนลอยยงัคงผลให้ความชื �นเท่ากับ 70 % ของความจุสงูสุด

ของการอุ้มนํ �า ผสมให้เข้ากนั นําไปบม่ในตู้บม่อณุหภมูิ 30 ˚ซ ขยบัฝาเกลียวเพื�อให้อากาศ และวดั

ความชื �นทกุๆ 7 วนั โดยการชั�งนํ �าหนกั เก็บตวัอย่างในวนัที� 0 7 14 21 และ 28 มาตรวจหาจํานวน

แบคทีเรียทั �งหมด ตามวิธีในข้อ 3.7 และวิเคราะห์หาปริมาณไพรีนที�เหลือโดยวิธี HPLC ตามวิธีใน

ข้อ 3.8 โดยสกดัไพรีนในส่วนของวฎัภาคดิน ทั �งนี �ชดุควบคมุได้รับการทดลองเช่นเดียวกนัเพียงแต่

ไมเ่ตมิกลุม่แบคทีเรีย STK จากอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM  

   

   3.6.1.2 การย่อยสลายไพรีนในดินโดยใช้กล้าเชื :อกลุ่มแบคทีเรียที�เตรียม

ในเศษใบไม้ 

       ทําตามวิธีในข้อ 3.6.1.1 แต่ใช้กล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรียที�เตรียมในเศษ

ใบไม้ในข้อ 3.5.2 
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3.6.2 การย่อยสลายไพรีนในสเลอรีดนิ 

 

   3.6.2.1 การย่อยสลายไพรีนในสเลอรีดินโดยใช้กล้าเชื :อกลุ่มแบคทีเรียที�

เตรียมจากอาหารเลี :ยงเชื :อ CFMM 

     นําดินแห้งไม่ปลอดเชื �อที�เตรียมจากข้อ 3.4.3 มา 7.5 กรัม ใส่ในขวดรูป

ชมพู่ขนาด 250 มล. ปรับความเป็นกรด-เบส ประมาณ 7 แล้วผสมให้เข้ากนักับดินโดยเครื�องปั�น

ผสม และเติมไพรีนความเข้มข้น 1,000 มก.ตอ่กก. ที�ละลายในอะซิโตนลงในตวัอย่างดินด้วย

เครื�องปั�นผสม ตั �งทิ �งไว้ 1 คืน จากนั �นเติมนํ �ากลั�นปลอดเชื �อ ให้มีอตัราส่วนดินต่อนํ �าเท่ากับ 1:8 

ตามวิธีของ รุจา สารคณุ (2548) ผสมให้เข้ากนั แล้วเติมเซลล์แขวนลอยที�เลี �ยงอยู่ในอาหารเลี �ยง

เชื �อ CFMM จากข้อ 3.5.1 ให้มีปริมาณให้มีจํานวนเซลล์เริ�มต้นประมาณเป็น 8 log CFU ตอ่กรัม

ของดิน เตรียมชุดการทดลองทั �งหมด 12 ขวดรูปชมพู่ และนําไปบ่มในตู้บ่มอุณหภูมิ 30 ˚ซ บน

เครื�องเขยา่ที�ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 วนั และเก็บตวัอย่างครั �งละ 4 ขวด ในวนัที� 0 

5 และ 10 โดยนํา 3 ขวด มาวิเคราะห์หาปริมาณไพรีนที�เหลือโดยวิธี HPLC จากส่วนสกดัไพรีน

รวมจากทั �งวฏัภาคนํ �าด้วยเอธิลอะซีเตท ตามวิธีในข้อ 3.8.1.2  และวฎัภาคดินด้วยไดคลอโรมีเธน 

ตามวิธีในข้อ 3.8.1.1 และนําขวดที� 4 มาตรวจหากลุ่มแบคทีเรีย STK ตามวิธีในข้อ 3.7 โดยชดุ

ควบคมุจะมีลกัษณะเดียวกนัเพียงแตไ่มมี่การเตมิกลุม่แบคทีเรียลงไป 

 

3.6.2.2 การย่อยสลายไพรีนในดินโดยใช้กล้าเชื :อกลุ่มแบคทีเรียที�เตรียม

ในเศษใบไม้ 

          ทําตามวิธีในข้อ 3.6.2.1 แต่ใช้กล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรียที�เตรียมในเศษ

ใบไม้ในข้อ 3.5.2 
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3.7 การวิเคราะห์การเจริญของแบคทีเรียทั :งหมดโดยวิธี Viable Plate Count 

 

 นําตวัอยา่งมาเจือจางด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์  0.85% ให้มีความเข้มข้นที�เหมาะสม 

และนําไปเกลี�ยลงบนอาหารแข็ง Luria Bertani (LB) ในกรณีที�ตวัอย่างเป็นดินหรือใบไม้ต้องเติม

นิสเตติน ความเข้มข้น 200 มก.ตอ่ลิตร เพื�อป้องกนัการเจริญของรา และนําไปบ่มในตู้บม่อณุหภูมิ 

30 ˚ซ เป็นเวลา 3 วนั นบัจํานวนโคโลนีที�เกิดขึ �นและคํานวณจํานวนเซลล์ของแบคทีเรียทั �งหมด 

 

3.8 การวิเคราะห์ปริมาณไพรีน 

 

3.8.1 การสกัดไพรีนในดนิแบบสเลอรี แยกเป็น 2 ส่วนคือ 

 

        3.8.1.1 การสกัดไพรีนในส่วนวัฎภาคดินด้วยไดคลอโรมีเธน (ดัดแปลง

จาก Juhasz และคณะ, 1997)  

 

          เติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส 1 เท่าของตัวอย่าง ลงในขวดแก้ว

บรรจดุิน จากนั �นสกดัด้วยไดคลอโรมีเธนปริมาตร 1 เท่าของตวัอย่าง ผสมให้เข้ากันด้วยเครื�องปั�น

ผสมเป็นเวลา 2 นาที นําตวัอย่างดินในขวดแก้วไปจุ่มในอ่างกําเนิดเสียงความถี�สูง เป็นเวลา 15 

นาที เพื�อให้ไพรีนหลุดออกมาจากดิน จากนั �นแยกส่วนไดคลอโรมีเธนเก็บไว้ และสกดัตวัอย่างซํ �า

อีก 2 ครั �ง รวบรวมส่วนไดคลอโรมีเธนทั �งหมดไปทําให้แห้งด้วยเครื�องระเหยแห้งสญุญากาศแบบ

หมุน ละลายตะกอนไพรีนในขวดก้นกลมด้วยเมธานอลปริมาตร  1 มล. กรองผ่านชุดกรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ใส่ในหลอดแก้วขนาดเล็ก และนําตวัอย่างในแตล่ะชดุ

การทดลองไปวิเคราะห์ปริมาณไพรีนที�เหลืออยูโ่ดยวิธี HPLC    
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  3.8.1.2 การสกัดไพรีนในส่วนวัฎภาคนํ :าด้วยเอธิลอะซีเตท (ดัดแปลง

จาก Rehmann และคณะ, 1998) 

 

 นําส่วนวัฏภาคนํ �าที�ทราบปริมาตรที�แน่นอนมาปรับค่าความเป็น

กรด-เบสให้เทา่กบั 2.0-3.0 โดยการเตมิกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น จากนั �นเติมเอธิลอะซีเตทปริมาตร 

1 เท่าของส่วนวัฏภาคนํ �าผสมให้เข้ากันด้วยเครื�องปั�นผสมเป็นเวลา 1 นาที ตั �งทิ �งไว้ให้แยกชั �น 

จากนั �นแยกส่วนเอธิลอะซีเตทเก็บไว้ ทําการสกัดส่วนวฏัภาคนํ �าซํ �าอีก 2 ครั �งด้วยเอธิลอะซีเตท

ปริมาตร 1 เท่า รวบรวมส่วนเอธิลอะซีเตททั �งหมดเข้าด้วยกัน กําจดันํ �าด้วยโซเดียมซัลเฟตแอน

ไฮดรัส นําสว่นเอธิลอะซีเตทไปทําให้แห้งด้วยเครื�องระเหยแห้งสญุญากาศแบบหมนุ ละลายไพรีน

ในขวดก้นกลมด้วยเมธานอลปริมาตร 1 มล. กรองผ่านชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 

ไมโครเมตร ใส่ในหลอดแก้วขนาดเล็ก และนําตวัอย่างในแตล่ะชดุการทดลองไปวิเคราะห์ปริมาณ

ไพรีนที�เหลืออยูโ่ดยวิธี HPLC  ตอ่ไป  

 

3.8.2 การวิเคราะห์ปริมาณไพรีนที�เหลืออยู่โดยวิธี HPLC 

 

 นําตวัอยา่งที�ได้จากข้อ 3.8.1.1 และ 3.8.1.2 มาวิเคราห์โดยวิธี HPLC ซึ�งมี 

สว่นประกอบและสภาวะตา่งๆในระบบ ดงันี � 

 

คอลมัน์ (Column)     :  Inertsill ® ODS (4.6X150มม.) 

ตวัชะสาร (Mobile phase)    :  เมธานอล 80% 

อตัราการไหล (Flow rate)     :  1 มล.ตอ่นาที 

อณุหภมูิคอลมัน์      :  40 ˚ซ   

ความยาวคลื�นแสงอลัตราไวโอเลตใช้ตรวจวิเคราะห์ :  275 นาโนเมตร 

ปริมาณสารที�ฉีด                 :  10 ไมโครลิตร  
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 เมื�อพบว่ากล้าเชื �อที�เตรียมในเศษใบไม้ สามารถย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็งได้ดี

ใกล้เคียงกับการใช้กล้าเชื �อจากอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM และกล้าเชื �อที�เตรียมในเศษใบไม้ในดิน

ภาวะสเลอรี แสดงว่าการใช้กล้าเชื �อที�เตรียมในเศษใบไม้มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายไพรีนใน

ดินภาวะของแข็งไม่ด้อยกว่าเชื �อที�ย่อยไพรีนในดินภาวะสเลอรี จึงได้ทดลองใช้วสัดพุาหะชนิดอื�น 

คือ วัสดุเหลือใช้จากพืชซึ�งหาได้ง่าย โดยไม่ต้องคัดแยกเฉพาะเศษใบไม้เพียงอย่างเดียว มา

ทดสอบการยอ่ยสลายไพรีนในดนิภาวะของแข็ง 

 

3.9 การย่อยสลายไพรีนในดนิภาวะของแข็งด้วยกล้าเชื :อที�เตรียมในวัสดุเหลือใช้จากพืช 

  

 ทําตามวิธีในข้อ 3.6.1.1 โดยใช้กล้าเชื �อที�เตรียมได้จากข้อ 3.5.2 

  

 เมื�อพบว่ากล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรียที�เตรียมในวสัดเุหลือใช้จากพืชสามารถย่อยสลายไพรีน

ในดนิได้ดี จงึนําไปเก็บรักษากล้าเชื �อที�เตรียมในวสัดเุหลือใช้จากพืช 

 

3.10 การเก็บรักษากล้าเชื :อ STK โดยการทาํแห้งเยือกแข็ง 

 

 นํากลุม่แบคทีเรียที�เจริญในวสัดเุหลือใช้จากพืชเป็นเวลา 14 วนั ที�เตรียมได้จากข้อ 3.5.2   

มาเก็บใส่ถุงอะลูมิเนียม ลดความชื �นให้เหลือ 30% ของความจุสูงสุดในการอุ้มนํ �าด้วยปั�มจาก

เครื�องไลโอฟิไลซ์ดงัแสดงในภาพ 3.6 (กานต์ชนา สิทธิ;เหลา่ถาวร, 2551)  

 จบัเวลา 5 ชั�วโมง เพื�อลดความชื �นให้เหลือประมาณ 30% ของความจสุงูสดุในการอุ้มนํ �า 

จากนั �นนํามาใส่ถุงอะลูมิเนียมฟอยล์ แล้วนําไปปิดถุงให้ภายในมีสภาพเป็นสุญญากาศโดยใช้

เครื�องผนกึสญุญากาศ (vacuum seal) ดงัแสดงในภาพที� 3.4 และเก็บตวัอย่างไว้ในถงุพลาสติกที�

มีซิปล็อกโดยใส่ถุงซิลิกาเจลเพื�อดดูความชื �น (ภาพที� 3.5) จากนั �นนําไปเก็บรักษาในอณุหภูมิห้อง  

เก็บตวัอย่างทั �งหมด 4 ครั �งคือ เดือนที� 0  3  6 และ 9 ตามลําดบั โดยนําตวัอย่างในแต่ละครั �งมา

ทดสอบหาการอยู่รอดและประสิทธิภาพในการย่อยสลายไพรีนในดินของกล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรีย 

STK ที�เตรียมในวสัดเุหลือใช้จากพืช 
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ภาพที� 3.4 ภาพถงุอะลมูิเนียมหลงัปิดผนึกในสญุญากาศ 

 

 
 

ภาพที� 3.5 ถงุอะลมูิเนียมหลงัปิดผนกึในสญุญากาศและถงุซิลิกาเจล 

ที�ใช้ในการทดลอง 

 

 
 

ภาพที� 3.6 เครื�อง freeze dryer 
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3.11 ประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนในดนิภาวะของแข็งและจาํนวนแบคทีเรียก่อนและ

หลังการทาํแห้งแบบเยือกแข็ง 

3.11.1   นบัจํานวนแบคทีเรียทั �งหมดในกล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรียในวสัดเุหลือใช้จากพืชทั �ง

ก่อนและหลงักระบวนการทําแห้งเยือกแข็ง โดยวิธี Viable Plate Count ตามข้อ 3.7 

 3.11.2   ทําตามวิธีในข้อ 3.6.1.1 โดยใช้กล้าเชื �อกลุม่แบคทีเรีย STK ก่อนและหลงัการทํา

แห้งแบบเยือกแข็งทนัที 

 

3.12 การอยู่รอดและประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนในดินของกลุ่มแบคทีเรีย STK 

หลังทาํการเก็บโดยวิธีทาํแห้งแบบเยือกแข็งที�ระยะเวลาต่างๆ  

3.12.1   นบัจํานวนแบคทีเรียทั �งหมดในกล้าเชื �อที�เก็บในระยะเวลาต่างๆ โดยวิธี Viable 

Plate Count ตามข้อ 3.7 

 3.12.2   ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนในดิน ทําตามวิธีในข้อ 3.6.1.1 แต่ใช้

กล้าเชื �อกลุม่แบคทีเรียที�ทําการเก็บในระยะเวลาตา่งๆ และนํามาวิเคราะห์หาปริมาณไพรีนที�เหลือ

ในดนิโดยวิธี HPLC ตามข้อ 3.8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

บทที� 4 

ผลการทดลอง 

 

4.1 การวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพและองค์ประกอบทางเคมีของดินและวัสดุพาหะที�

นํามาใช้ในการทดลอง 

 

 ดินที�นํามาใช้ในการทดลองเก็บมาจากบริเวณสวนป่าไม้ ในเขตพื �นที�จงัหวดัอบุลราชธานี 

เป็นดินที�มีความอุดมสมบรูณ์ เนื �อดินมีลกัษณะร่วน และยงัมีความเป็นกรด โดยแหล่งดินนี �ไม่พบ

ประวตัิการปนเปื�อนสารพวก PAHs มาก่อน และจากการตรวจสอบ PAHs ในดิน โดยสกัดและ

วิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC พบว่าไม่มีการปนเปื�อนของสารดังกล่าว ซึ�งอัตราส่วนของค่า C:N ที�

เหมาะสมต่อการย่อยสลายสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน คือ 10:1 (Liebig และ 

Curtright, 1999) ดงันั �นค่าที�วิเคราะห์ได้มีค่าใกล้เคียงกบัคา่ที�เหมาะสมโดยมีอตัราส่วนคาร์บอน

ตอ่ไนโตรเจนเทา่กบั 12:1 จงึไมจํ่าเป็นต้องเตมิคาร์บอนและไนโตรเจนลงไปในดนิ  

 

ผลการวิเคราะห์ลกัษณะทางกายภาพและองค์ประกอบทางเคมีของดินที�นํามาใช้ในการ

ทดลองนี �มาจากฝ่ายวิเคราะห์ดินและนํ �า กองเกษตรเคมี กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ดงัแสดงใน

ตารางที� 4.1 
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ตารางที� 4.1 ลกัษณะทางกายภาพและองค์ประกอบทางเคมีของดนิที�นํามาใช้ในการทดลอง 

 

พารามิเตอร์ ผลการวิเคราะห์ 

ลกัษณะดนิ 

คา่ความเป็นกรด ดา่ง 

คา่ความจสุงูสดุในการอุ้มนํ �า (%) 

คา่ความสามารถในการแลกเปลี�ยนประจหุรือไอออน (cmolckg-1) 

ปริมาณสารอินทรีย์ (%) 

ปริมาณคาร์บอน (%) 

ปริมาณไนโตรเจน (%) 

ปริมาณฟอสฟอรัส (ppm) 

ปริมาณโพแทสเซียม (ppm) 

อตัราสว่นคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน (C:N) 

ดนิร่วนปนทราย 

5.7 

20.96 

3.1 

1.02 

0.592 

0.051 

32 

28 

12 

 

หมายเหตุ วิเคราะห์โดยฝ่ายวิเคราะห์ดนิและนํ �า กองเกษตรเคมี กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

 

วสัดพุาหะที�นํามาใช้ในการทดลองนี �มีสองชนิดด้วยกนัคือ เศษใบไม้ชนิดตา่งๆ (กานต์ชนา 

สิทธิ;เหล่าถาวร, 2551) เป็นต้น ใบไม้ประกอบไปด้วย ใบหกูวาง ใบจามจุรี ใบประดู่ ใบโพธิ; ผสม

กนั 

 ส่วนวสัดพุาหะอีกชนิด เป็นวสัดเุหลือใช้จากพืชที�ปะปนกนัอยู่ เช่น กิ�งไม้ขนาดเล็ก หญ้า 

และเศษใบไม้ทั�วไป ได้แก่ ใบหกูวาง ใบจามจรีุ ใบประดู่ ใบโพธิ; ใบไทร ใบจําปี และใบทองกวาว 

เป็นต้น  

ผลวิเคราะห์ทางกายภาพและองค์ประกอบทางเคมีของวัสดุพาหะที�นํามาใช้ แสดงใน

ตารางที� 4.2 จากผลการทดลองพบว่า เศษใบไม้และวสัดเุหลือใช้จากพืชมีลกัษณะเป็นกรด และ

เศษใบไม้ที�นํามาใช้พบว่ามีอตัราส่วนคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน (C:N) ใกล้เคียงกบัค่าที�เหมาะสมต่อ

การย่อยสลายสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนคือ 10:1 (Liebig และ Curtright, 1999) 
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แต่ในวัสดุเหลือใช้จากพืชจะมีปริมาณอินทรีย์คาร์บอนที�มากกว่าในเศษใบไม้ เนื�องจาก

องค์ประกอบทางเคมีของพวกกิ�งไม้ส่วนใหญ่เป็นคาร์บอน ส่วนองค์ประกอบในใบไม้ส่วนใหญ่จะ

เป็นไนโตรเจน ซึ�งจะเห็นได้วา่ในเศษใบไม้นั �นมีปริมาณไนโตรเจนที�มากกวา่ในวสัดเุหลือใช้จากพืช   

 

ตารางที� 4.2 ลกัษณะทางกายภาพและองค์ประกอบทางเคมีของวสัดพุาหะที�ใช้ในการทดลอง 

 

พารามิเตอร์ 
ผลการวิเคราะห์ 

เศษใบไม้ วสัดเุหลือใช้จากพืช 

คา่ความเป็นกรดดา่ง 

คา่ความจสุงูสดุของการอุ้มนํ �า (%) 

ปริมาณอินทรีย์คาร์บอน (%) 

ปริมาณไนโตรเจน (%) 

ปริมาณฟอสฟอรัส (%) 

ปริมาณโพแทสเซียม (%) 

อตัราสว่นคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน (%) 

4.74* 

268.29* 

36.69** 

2.31** 

0.82** 

0.23** 

11.29** 

4.50* 

314.47* 

47.05** 

0.87** 

0.21** 

0.74** 

54.08** 

 

หมายเหตุ  * วิเคราะห์โดย ฝ่ายวิเคราะห์ดินและนํ �า กองเกษตรเคมี กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

      ** วิเคราะห์โดย ภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์  

 

4.2 สมบัตไิม่ชอบนํ :าของกลุ่มแบคทีเรีย STK 

  

4.2.1 สมบัตไิม่ชอบนํ :าของกลุ่มแบคทีเรีย STK RRM-V3 และ E.coli 

ผลของการวิเคราะห์สมบัติการไม่ชอบนํ �าของกลุ่มแบคทีเ รีย STK  โดย

เปรียบเทียบกับกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3  ซึ�งมีความสามารถย่อยสลายสารประกอบพวกพอลิไซ

คลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนได้ดีเช่นเดียวกัน และ  E.coli  โดยตามหลกัการนั �น แบคทีเรียที�มี

สมบตัไิมช่อบนํ �าจะเข้าจบักบัสารที�มีสมบตัิไม่ชอบนํ �าได้ดี โดยไซลีนที�เติมลงไปมีสมบตัิไม่ชอบนํ �า 



48 

โดยจะไปจบักบัแบคทีเรีย ซึ�งจะทําให้ค่าความขุ่นของเซลล์แบคทีเรียที�วดัได้ลดลงจากค่าเริ�มต้น 

หากแบคทีเรียมีสมบตัิไม่ชอบนํ �าสูงจะทําให้ค่าความขุ่นของเซลล์ลดลงมาก โดยนําแบคทีเรียแต่

ละชนิดมาเลี �ยงในอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM ซึ�งมีความเข้มข้นของไพรีน 100 มก.ตอ่ลิตร และนําคา่ที�

วัดได้จากเครื�องวัดค่าความดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 600 นาโนเมตร มาวิเคราะห์หาค่า 

Microbial adhesion to hydrocarbons (MATHs) ตามสตูร 

 

 ร้อยละของ MATHs =  ความขุน่ของเซลล์เริ�มต้น – ความขุน่ของเซลล์หลงัเตมิ p-xylene x 100 

            ความขุน่ของเซลล์เริ�มต้น 

จากผลการวิเคราะห์พบวา่ กลุม่แบคทีเรีย STK มี MATHs เทา่กบั 93.14% สว่น

กลุม่แบคทีเรีย RRM-V3 และ E.coli มีคา่ร้อยละของ MATHs เทา่กบั 41.00%  และ  23

ตามลําดบั ดงัแสดงตามภาพที� 4.1 

 
ภาพที� 4.1 สมบตัไิมช่อบนํ �าของกลุม่แบคทีเรีย STK กลุม่แบคทีเรีย RRM-V3 และ E.coli) 
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4.2.2 สมบัตไิม่ชอบนํ :าของกลุ่มแบคทีเรีย STK แต่ละสายพันธ์ุ  

กลุ่มแบคทีเรีย STK ทั �งหมด 3 สายพันธุ์  ได้แก่ STK1  STK2 และ STK3 ตาม

รายงานของ ทิมากร แสงดํา (2548) ส่วน STK4 เป็นสายพนัธุ์ที�ปรากฏขึ �นมาในภายหลงั ซึ�งเกิด

จากการเลี �ยงกลุ่มแบคทีเรีย STK เป็นเวลานาน โดยแบคทีเรียนี �ไม่ทําให้ประสิทธิภาพการย่อย

สลายไพรีนลดลง จากนั �นนําแบคทีเรียแต่ละชนิดมาเลี �ยงในอาหารเลี �ยงเชื �อ LB เป็นเวลา 20 

ชั�วโมง จากนั �นนํามาเลี �ยงในอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM ซึ�งมีความเข้มข้นของไพรีน 100 มก.ตอ่ลิตร 

และนําไปปั�นเหวี�ยง เพื�อนําไปวดัคา่ความเข้มข้นของเซลล์เริ�มต้นที�ความยาวคลื�น 600 นาโนเมตร 

และเติมไซลีน หลังจากนั �นนํามาวัดหาความเข้มข้นของเซลล์หลงัจากเติมไซลีนแล้ว ซึ�งผลการ

ทดลองได้แสดงดงัในภาพที� 4.2 

 

 
ภาพที� 4.2 สมบตัไิมช่อบนํ �าของกลุม่แบคทีเรีย STK แตล่ะสายพนัธุ์ 

 

จากผลการวิเคราะห์พบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์ STK1 มีร้อยละของ MATHs ค่าเท่ากับ 

50.00 สายพนัธุ์ STK3 และ STK4 มีคา่เท่ากบั 63.00 และ 57.59 ตามลําดบั ส่วนสายพนัธุ์ STK2 

นั �น มีคา่เทา่กบั 12.24 ซึ�งน้อยที�สดุ 
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4.3 ประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนในดิน 

 4.3.1 การย่อยสลายไพรีนในดนิภาวะของแข็งด้วยกลุ่มแบคทีเรีย STK จากอาหาร

เลี :ยงเชื :อ CFMM 

  ผลการวิเคราะห์ปริมาณไพรีนที�เหลืออยู่หลังการย่อยสลายด้วยกลุ่มแบคทีเรีย 

STK จากอาหารเลี �ยงเชื �อ เปรียบเทียบกับวันที� 0 ซึ�งคิดเป็นปริมาณไพรีนเริ�มต้นเท่ากับ 100% 

(ไพรีนมีความเข้มข้น 1,000 มก.ตอ่ กก.ของดิน) หลงัการสกดัด้วยไดคลอโรมีเทน นําไประเหยจน

แห้ง ละลายไพรีนกลบัด้วยเมธานอล จากนั �นนําไปวิเคราะห์ด้วยเครื�อง HPLC พบว่า วนัที� 28 ของ

การทดลอง ปริมาณไพรีนที�เหลืออยู่ในชดุการทดลองที�มีการเติมกลุ่มแบคทีเรียไฮโดรโฟบิก STK 

จากอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM มีคา่เทา่กบั 66.89% ในขณะที�ปริมาณไพรีนที�เหลืออยู่ในชดุควบคมุที�

ไมมี่การเตมิกลุม่แบคทีเรียลดลงเหลือ 76.01% จากวนัเริ�มต้น แสดงว่าปริมาณไพรีนที�ลดลงในชดุ

ทดลองนั �นอาจไม่ได้มาจากการย่อยสลายโดยกลุ่มแบคทีเรีย STK ซึ�งเป็นไปได้ว่าอาจจะเกิดการ

ระเหยหรือไพรีนถกูดดูซบัไว้ในอนภุาคของดนิ ดงัแสดงในภาพที� 4.3 

 
ภาพที�  4.3 การย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็งที�มีความเข้มข้น 1,000 มก. ต่อกก.ของดิน 

ด้วยกล้าเชื �อกลุม่แบคทีเรีย STK จากอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM และชดุควบคมุ 
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4.3.2 จํานวนกลุ่มแบคทีเรีย STK จากอาหารเลี :ยงเชื :อ CFMM ที� เติมลงดินใน

ภาวะของแข็ง 

  ผลการวิเคราะห์จํานวนแบคทีเรียทั �งหมดในชดุทดลองในดินภาวะของแข็ง พบว่า

ในวนัที� 0 ของการทดลอง แบคทีเรียเริ�มต้นมีจํานวนเท่ากับ 7.69 log CFU ต่อกรัม และเพิ�มขึ �น

เพียงเล็กน้อย ซึ�งในวันที� 14 พบว่าจํานวนแบคทีเรียเพิ�มขึ �นเท่ากับ 7.86 log CFU ต่อกรัม และ

คงที�ในวนัที� 28 ของการทดลอง ซึ�งมีจํานวนแบคทีเรียเท่ากับ 7.85 log CFU ต่อกรัม ในขณะที�

จํานวนกลุ่มแบคทีเรียในชุดควบคมุนั �น มีจํานวนแบคทีเรียเริ�มต้นเท่ากับ 6.70 log CFU ต่อกรัม 

ค่อยๆ เพิ�มขึ �น โดยในวันที� 14 จํานวนแบคทีเรียมีค่าเท่ากับ 7.56 log CFU ต่อกรัม และลดลง

จนถึงวนัที� 28 มีจํานวนแบคทีเรียเหลืออยูเ่ทา่กบั 6.70 log CFU ตอ่กรัม ดงัแสดงในภาพที� 4.4 

 

 
 

ภาพที� 4.4 จํานวนแบคทีเรียทั �งหมดในชุดทดลอง (ดินภาวะของแข็งที�มีความเข้มข้นของไพรีน 

1,000 มก. ต่อกก.ของดิน และเติมกลุ่มแบคทีเรีย STK จากอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM) และชุด

ควบคมุ 
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4.3.3 การย่อยสลายไพรีนในดนิภาวะของแข็งด้วยกลุ่มแบคทีเรีย STK ที�เตรียม

ในเศษใบไม้ 

 เมื�อเลี �ยงกลุ่มแบคทีเรีย STK ในเศษใบไม้ ในภาวะที�เหมาะสม โดยเติมไพรีนที�มี

ความเข้มข้น 100 มก.ตอ่กก.ของเศษใบไม้ เป็นระยะเวลา 14 วนั พบว่ามีจํานวนแบคทีเรียทั �งหมด

เท่ากับ 8.57 log CFU ต่อกรัมของเศษใบไม้ แล้วเติมลงในดินที�อยู่ในภาวะของแข็ง ผลการ

วิเคราะห์ปริมาณไพรีนที�เหลืออยู่ในชุดทดลองที�เติมกล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรียซึ�งเตรียมในเศษใบไม้ 

โดยวนัเริ�มต้นของการทดลองคดิเป็น 100% ทดลองเป็นเวลา 28 วนั เก็บตวัอย่างทกุๆ 7 วนั พบว่า 

ปริมาณไพรีนในตวัอย่างค่อยๆ ลดลง โดยในวนัที� 7 เหลืออยู่เท่ากับ 52.14% และในวนัสุดท้าย

เหลืออยู่เท่ากับ 4.08% ในขณะที�ชุดควบคมุที�ไม่มีการเติมกล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรียที�เตรียมในเศษ

ใบไม้ พบวา่ปริมาณไพรีนจากวนัเริ�มต้นจนถึงวนัสดุท้ายของการทดลองลดลงเพียงเล็กน้อย แสดง

วา่การเตมิกล้าเชื �อกลุม่แบคทีเรียที�เตรียมในเศษใบไม้มีการย่อยสลายไพรีนเพิ�มขึ �นอย่างเห็นได้ชดั 

ดงัแสดงในภาพที� 4.5 

 
ภาพที� 4.5 การย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็งที�มีความเข้มข้น 1,000 มก. ต่อกก.ของดิน 

ด้วยกล้าเชื �อกลุม่แบคทีเรีย STK ที�เตรียมในเศษใบไม้ และชดุควบคมุ 
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4.3.4 จาํนวนกลุ่มแบคทีเรีย STK ที�เตรียมในเศษใบไม้เตมิลงดนิในภาวะของแข็ง 

  ผลการวิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียโดยวิธี Viable Plate Count พบว่า จํานวน

แบคทีเรียเริ�มต้นในชดุที�เตมิกลุม่แบคทีเรียที�เตรียมในเศษใบไม้ มีคา่เทา่กบั 8.17 log CFU ตอ่กรัม 

และเพิ�มขึ �นเรื�อยๆ จนถึงวนัที� 21 ของการทดลอง มีจํานวนแบคทีเรียเทา่กบั 9.36 log CFU ตอ่กรัม 

และลดลงในวนัสดุท้ายของการทดลองซึ�งมีจํานวนเท่ากบั 8.82 log CFU ตอ่กรัม เมื�อเปรียบเทียบ

กบัวนัเริ�มต้นของการทดลองพบวา่มีจํานวนแบคทีเรียเพิ�มขึ �น ส่วนในชดุควบคมุที�ไม่ได้เติมกล้าเชื �อ

แบคทีเรียที�เตรียมในเศษใบไม้ พบว่าจํานวนแบคทีเรียเริ�มต้นมีค่าเท่ากับ 6.12 log CFU ต่อกรัม 

และเพิ�มขึ �นเพียงเล็กน้อยในวนัที� 7 ของการทดลอง หลงัจากนั �นจึงลดลงเรื�อยๆ จนถึงวนัสุดท้าย

ของการทดลอง ซึ�งมีจํานวนแบคทีเรียเทา่กบั 5.56 log CFU ตอ่กรัม ดงัแสดงในภาพที� 4.6 

 

 

 

ภาพที� 4.6 จํานวนแบคทีเรียทั �งหมดในชุดทดลอง (ดินภาวะของแข็งที�มีความเข้มข้นของไพรีน 

1,000 มก.ตอ่ กก.ของดนิและเตมิกล้าเชื �อแบคทีเรียที�เตรียมในเศษใบไม้) และชดุควบคมุ 
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4.3.5 การย่อยสลายไพรีนในดนิภาวะสเลอรีด้วยกลุ่มแบคทีเรีย STK จากอาหาร

เลี :ยงเชื :อ CFMM 

  เก็บตวัอย่างดินในส่วนวฏัภาคนํ �าและวัฏภาคดินและเตรียมตามวิธีในข้อ 3.10  

ปริมาณไพรีนในดินวันที� 0 ของการทดลองคิดเป็น 100% หลังจากบ่มเป็นเวลา 5 วัน พบว่ามี

ปริมาณไพรีนที�เหลืออยู่ 62.43% และ 38.19%  ในส่วนวฎัภาคดินและวฎัภาคนํ �าตามลําดบั ส่วน

ในชดุควบคมุ พบว่า ปริมาณไพรีนในส่วนวฎัภาคดินและส่วนวฏัภาคนํ �าเหลืออยู่ 112.60% และ 

87.34% ตามลําดบั สว่นวนัที� 10 ของการทดลอง พบว่าปริมาณไพรีนทั �งในส่วนวฎัภาคดินและนํ �า

เหลืออยู่ 18.21% และ 15.04% ตามลําดบั ในชุดควบคุมนั �นพบปริมาณไพรีนทั �งในส่วนของวัฏ

ภาคดนิและนํ �าเหลืออยู ่94.76% และ 114.21% ตามลําดบั ดงัแสดงในภาพที� 4.7 และ 4.8  

 

 
 

ภาพที� 4.7 การย่อยสลายไพรีนในดินภาวะสเลอรีในส่วนวฎัภาคดินที�มีความเข้มข้น 1,000 มก.

ตอ่กก.ของดนิ ด้วยกลุม่แบคทีเรีย STK จากอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM และชดุควบคมุ 
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ภาพที� 4.8 การยอ่ยสลายไพรีนในดนิภาวะสเลอรีในสว่นวฎัภาคนํ �าที�มีความเข้มข้น 1,000 มก.ตอ่ 

กก.ของดนิ ด้วยกลุม่แบคทีเรีย STK จากอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM และชดุควบคมุ 

 

ตารางที�  4.3 ปริมาณไพรีนที�เหลืออยู่ในส่วนวัฏภาคดินและนํ �า ระยะเวลา 10 วัน เมื�อใช้กลุ่ม

แบคทีเรีย STK จากอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM และชดุควบคมุ 
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4.3.6 จาํนวนกลุ่มแบคทีเรียไฮโดรโฟบิก STK จากอาหารเลี :ยงเชื :อ CFMM ที�เตมิ

ลงดนิในภาวะสเลอรี 

  ผลการวิเคราะห์จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลอง พบว่า วันที� 0 ของการทดลอง 

แบคทีเรียมีปริมาณเท่ากับ 8.06 log CFU ต่อกรัม และเพิ�มขึ �นเพียงเล็กน้อย โดยในวนัที� 5 ของ

การทดลอง พบว่าจํานวนแบคทีเรียเพิ�มขึ �นเท่ากับ 8.60 log CFU ต่อกรัม และลดลงในวนัที� 10 

ของการทดลอง ซึ�งมีจํานวนแบคทีเรียเท่ากับ 8.00 log CFU ต่อกรัม ในขณะที�จํานวนกลุ่ม

แบคทีเรียในชุดควบคมุ มีจํานวนแบคทีเรียเริ�มต้นเท่ากับ 6.14 log CFU ต่อกรัม หลงัจากนั �นจึง

เพิ�มขึ �นในวนัที� 5 โดยจํานวนแบคทีเรียมีคา่เทา่กบั 6.91 log CFU ตอ่กรัม และลดลงไม่มากในวนัที� 

10 ซึ�งเป็นวนัสดุท้ายของการทดลอง โดยมีจํานวนแบคทีเรียเหลืออยูเ่ทา่กบั 6.88 log CFU ตอ่กรัม  

ดงัภาพที� 4.9 

 

 
 

ภาพที�  4.9 จํานวนแบคทีเรียทั �งหมดในชุดทดลอง (ดินภาวะสเลอรีที�มีความเข้มข้นของไพรีน 
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4.3.7 การย่อยสลายไพรีนในดนิภาวะสเลอรีด้วยกล้าเชื :อกลุ่มแบคทีเรียที�เตรียม

ในเศษใบไม้ 

  ปริมาณไพรีนในวนัที� 0 คิดเป็น 100% ทดลองเป็นเวลา 10 วนั สกดัทั �งในส่วนวฏั

ภาคดินและนํ �า ในวนัที� 5 พบว่าปริมาณไพรีนในส่วนของวฏัภาคดินมีคา่เท่ากบั 1.03% ซึ�งลดลง

อย่างรวดเร็ว ส่วนวฎัภาคนํ �าเหลืออยู่ 14.83% ในชุดควบคมุนั �นพบว่าปริมาณไพรีนที�เหลืออยู่ใน

ส่วนวัฎภาคดินเท่ากับ 112.60% และส่วนวัฏภาคนํ �าเหลืออยู่ 87.34% ในวันสุดท้ายของการ

ทดลองพบว่ามีปริมาณไพรีนเหลืออยู่ในส่วนวัฏภาคดินและนํ �าเท่ากับ 0.24% และ 6.83% 

ตามลําดบั สว่นชดุควบคมุซึ�งไม่มีการเติมกล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรียพบว่า ปริมาณไพรีนที�เหลืออยู่ใน

ส่วนของวฏัภาคดินและนํ �าเหลืออยู่ 94.76% และ 114.21% ตามลําดบั  ดงัแสดงในภาพที� 4.10 

และ 4.11 

 

 
 

ภาพที� 4.10 การย่อยสลายไพรีนที�มีความเข้มข้น 1,000 มก.ต่อกก.ของดิน ในดินภาวะสเลอรีใน

สว่นวฎัภาคดนิ ด้วยกลุม่แบคทีเรีย STK ที�เตรียมในเศษใบไม้ และชดุควบคมุ 
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ภาพที� 4.11 การย่อยสลายไพรีนที�มีความเข้มข้น 1,000 มก.ต่อกก.ของดิน ในดินภาวะสเลอรีใน

สว่นวฎัภาคนํ �า ด้วยกลุม่แบคทีเรีย STK ที�เตรียมในเศษใบไม้ และชดุควบคมุ 

 

ตารางที� 4.4 ปริมาณไพรีนที�เหลืออยู่ในส่วนวฏัภาคดินและนํ �า ระยะเวลา 10 วนั เมื�อเติมและไม่

เตมิกล้าเชื �อกลุม่แบคทีเรีย STK ที�เตรียมในเศษใบไม้  
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4.3.8 จาํนวนกลุ่มแบคทีเรีย STK ที�เตรียมในเศษใบไม้ที�เตมิลงในดนิภาวะสเลอรี 

  ผลการวิเคราะห์จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลอง โดยจํานวนแบคทีเรียทั �งหมดที�

ตรึงบนเศษใบไม้เป็นเวลา 14 วนั มีค่า 8.65 log CFU ตอ่กรัม และพบว่าวนัที� 0 ของการทดลอง

เมื�อเตมินํ �าลงไปจํานวนของแบคทีเรียทั �งหมดมีปริมาณเท่ากบั 8.18 log CFU ตอ่กรัม และเพิ�มขึ �น

เพียงเล็กน้อย โดยในวนัที� 5 ของการทดลอง พบว่าจํานวนแบคทีเรียเพิ�มขึ �นเท่ากบั 9.29 log CFU 

ตอ่กรัม จนกระทั�งถึงวนัที� 10 ของการทดลอง จํานวนแบคทีเรียยงัคงเพิ�มขึ �น ซึ�งมีจํานวนแบคทีเรีย

เท่ากับ 9.67 log CFU ต่อกรัม ในขณะที�จํานวนกลุ่มแบคทีเรียในชุดควบคมุ มีจํานวนแบคทีเรีย

เริ�มต้นเทา่กบั 6.28 log CFU ตอ่กรัม และเพิ�มขึ �น โดยในวนัที� 5 จํานวนแบคทีเรียมีคา่เท่ากบั 7.24 

log CFU ต่อกรัม และลดลงในวนัที� 10 ซึ�งมีจํานวนแบคทีเรียเหลืออยู่เท่ากับ 6.30 log CFU ต่อ

กรัม ดงัภาพที� 4.12 

 
ภาพที� 4.12 จํานวนแบคทีเรียทั �งหมดในชุดทดลอง (ดินภาวะสเลอรีที�มีความเข้มข้นของไพรีน 

1,000 มก.ตอ่กก.ของดนิและเตมิกล้าเชื �อแบคทีเรียที�เตรียมในเศษใบไม้) และชดุควบคมุ 
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 การยอ่ยสลายไพรีนในดนิภาวะสเลอรีเกิดขึ �นเมื�อใช้กลุม่แบคทีเรีย STK ทั �งที�ได้จากอาหาร

เลี �ยงเชื �อ CFMM และที�เตรียมในเศษใบไม้ แตจ่ะเห็นได้ว่าในภาวะของแข็งนั �น กลุ่มแบคทีเรียจาก

อาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM ไม่สามารถย่อยสลายไพรีนในดินได้ ดงันั �นในการบําบดัในสถานที�จริง

จะต้องต้องอาศยันํ �าเป็นตวัช่วย ซึ�งเป็นวิธีที�สามารถทําได้ยาก แตก่ารเลี �ยงกลุ่มแบคทีเรียที�เตรียม

ในเศษใบไม้จะทําให้ประสิทธิภาพในการย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็งนั �นเกิดได้ดีขึ �น และมี

ปริมาณไพรีนที�เหลืออยูใ่กล้เคียงกบัภาวะสเลอรี ถึงแม้ว่าในภาวะของแข็งนั �นจะใช้เวลานานกว่าก็

ตาม 

 

4.4 การเจริญและประสิทธิภาพในการย่อยสลายไพรีนในดินด้วยกลุ่มแบคทีเรีย STK ที�

เตรียมในด้วยวัสดุเหลือใช้จากพืช 

 

 4.4.1 ประสิทธิภาพในการย่อยสลายไพรีนในดนิด้วยกลุ่มแบคทีเรีย STK ที�เตรียม

ในวัสดุเหลือใช้จากพืช 

 การย่อยสลายไพรีนในภาวะของแข็งซึ�งมีความเข้มข้นของไพรีนในดิน 1,000 มก.ตอ่กก. 

ของดิน โดยคิดปริมาณไพรีนที�เหลือในชดุควบคมุเป็น 100% ทดลองเป็นระยะเวลา 28 วนั พบว่า 

กล้าเชื �อแบคทีเรียที�เตรียมในวสัดเุหลือใช้จากพืชสามารถย่อยสลายไพรีนได้ โดยปริมาณของไพรีน

คอ่ยๆ ลดลงไปเรื�อยๆ จนกระทั�งถึงวนัสดุท้ายของการทดลอง พบว่ามีปริมาณไพรีนเหลืออยู่เท่ากบั 

37.48% ส่วนชดุควบคมุ พบว่าเมื�อเวลาผ่านไป 28 วนั ไม่พบว่ามีการสลายตวัของไพรีนอย่างเห็น

ได้ชดั ดงัแสดงในภาพที� 4.13 
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ภาพที� 4.13 การย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็งที�มีความเข้มข้น 1,000 มก.ต่อกก.ของดิน 

ด้วยกลุม่แบคทีเรีย STK ที�เตรียมในวสัดเุหลือใช้จากพืช และชดุควบคมุ 
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4.4.2 จํานวนกลุ่มแบคทีเรีย STK ที�เตรียมในวัสดุเหลือใช้จากพืชที�เติมลงดินใน

ภาวะของแข็ง  

  เมื�อตรึงแบคทีเรียบนวัสดุเหลือใช้เป็นเวลา 14 วัน พบว่ามีจํานวนแบคทีเรีย

ทั �งหมดเทา่กบั 8.01 log CFU ตอ่กรัม จํานวนกลุม่แบคทีเรียที�เตรียมในวสัดพุาหะในวนัเริ�มต้นการ

ทดลอง พบว่ามีปริมาณเท่ากับ 7.81 log CFU ต่อกรัม และค่อยๆ เพิ�มขึ �นจนกระทั�งถึงวันที� 21 

ของการทดลองพบวา่จํานวนแบคทีเรียมีคา่สงูสดุ โดยมีคา่เท่ากบั 9.1 log CFU ตอ่กรัม และในวนั

สดุท้ายของการทดลองพบว่าจํานวนแบคทีเรียมีปริมาณลดลงเหลืออยู่ 8.37 log CFU ตอ่กรัม ใน

ส่วนของชุดควบคุมนั �น จํานวนแบคทีเรียเริ�มต้นที� 6.49 log CFU ต่อกรัม และพบว่าปริมาณ

แบคทีเรียเพิ�มขึ �นในวันที� 7 ของการทดลอง และหลังจากนั �นไปจนถึงวันสุดท้ายของการทดลอง 

พบว่าจํานวนแบคทีเรียลดลงเหลืออยู่เท่ากับ 6.06 log CFU ต่อกรัม ซึ�งลดลงเหลือน้อยกว่าวัน

เริ�มต้น ดงัแสดงในภาพที� 4.14 

 
ภาพที� 4.14 จํานวนกลุ่มแบคทีเรียทั �งหมด (ดินภาวะของแข็งที�มีความเข้มข้นของไพรีน 1,000 

มก.ตอ่กก.ของดนิและเตมิกล้าเชื �อแบคทีเรียที�เตรียมในเศษใบไม้) และชดุควบคมุ 
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 การใช้กลุ่มแบคทีเรียที�เตรียมในวสัดเุหลือใช้จากพืชให้ผลการย่อยสลายไพรีนในดินไม่ดี

เมื�อเทียบกบัการยอ่ยสลายเมื�อใช้เศษใบไม้เป็นวสัดพุาหะ ทั �งนี �อาจเกิดจากคา่ C:N ที�ตา่งกนั โดย

ในเศษใบไม้จะมีมากกว่า แต่ถ้ามีการปรับค่าไนโตรเจนที�เหมาะสมและเพิ�มจํานวนแบคทีเรีย 

นา่จะได้ผลเชน่เดียวกนั จงึได้ทดลองเก็บรักษากลุม่แบคทีเรีย STK ในวสัดเุหลือใช้จากพืช 

 

4.5 การย่อยสลายไพรีนในดนิด้วยกล้าเชื :อกลุ่มแบคทีเรียที�เตรียมในวัสดุเหลือใช้จากพืช

ก่อนและหลังกระบวนการทาํแห้งเยือกแข็ง 

 กระบวนการทําแห้งเยือกแข็งเป็นวิธีการเก็บรักษาจลุินทรีย์ชนิดหนึ�ง การทดลองนี �เพื�อจะ

ทดสอบวา่ กระบวนการดงักลา่วไมมี่ผลตอ่จํานวนแบคทีเรียและประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีน

ในดิน โดยนบัจํานวนแบคทีเรียก่อนทําแห้งเยือกแข็งคือ จํานวนแบคทีเรียทั �งหมดที�ถกูตรึงบนวสัดุ

เหลือใช้จากพืชเป็นเวลา 14 วนั พบว่ามีจํานวนอยู่เท่ากบั 9.35 log CFU ตอ่กรัมของวสัดเุหลือใช้

จากพืช จากนั �นทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนด้วยการเติมกล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรีย STK 

ในวสัดเุหลือใช้จากพืชก่อนทําแห้งเยือกแข็งลงในดนิที�มีไพรีนเข้มข้น 1,000 มก.ตอ่กก.ของดิน เป็น

ระยะเวลา 28 วนั โดยเมื�อเตมิลงดนิ มีจํานวนแบคทีเรียเริ�มต้นในวนัที� 0 เท่ากบั 8.92 log CFU ตอ่

กรัมของดินและหลงัผ่านกระบวนการทําแห้งเยือกแข็งทนัที และนํามานบัจํานวนแบคทีเรีย พบว่า

มีจํานวนแบคทีเรียทั �งหมดอยู่ 9.23 log CFU ตอ่กรัมของวสัดเุหลือใช้จากพืช และการทดสอบ

ประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนในดินนั �นทําเช่นเดียวกันกบัก่อนทําแห้งเยือกแข็ง ซึ�งเมื�อเติมลง

ดนิ มีจํานวนแบคทีเรียเริ�มต้นในวนัที� 0 เทา่กบั 8.77 log CFU ตอ่กรัมของดิน ซึ�งแสดงดงัในตาราง 

4.5  
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ตารางที� 4.5 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็งเป็นเวลา 28 วนั 

และจํานวนแบคทีเรียทั �งหมดก่อนและหลงักระบวนการทําแห้งเยือกแข็งกล้าเชื �อที�เตรียมในวสัดุ

เหลือใช้จากพืชทนัทีไมเ่ตมิลงในดนิ 

 

การเก็บรักษา จํานวนแบคทีเรีย (log CFU ตอ่กรัม) ปริมาณไพรีนที�เหลืออยู่ (%) 

ก่อนทําแห้งเยือกแข็ง 9.32 2.23 

หลงัทําแห้งเยือกแข็งทนัที 9.23 3.13 

 

 
ภาพที� 4.15 การย่อยสลายไพรีนในดนิภาวะของแข็งด้วยกล้าเชื �อกลุม่แบคทีเรีย STK ก่อนและ

หลงัทําแห้งเยือกแข็งในวสัดเุหลือใช้จากพืช 
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ปริมาณไพรีนที�เหลืออยู่ของกล้าเชื :อกลุ่มแบคทเีรีย STK ก่อนทาํแห้งแบบเยือกแขง็ 

ปริมาณไพรีนที�เหลืออยู่ของกล้าเชื :อกลุ่มแบคทเีรีย STK หลังทาํแห้งแบบเยือกแขง็ทนัที

เวลา (วัน)
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4.6 การเก็บรักษากล้าเชื :อกลุ่มแบคทีเรีย STK บนวัสดุเหลือใช้จากพืช 

 

4.6.1 จาํนวนแบคทีเรียที�เตรียมในวัสดุเหลือใช้จากพืชก่อนเก็บด้วยวิธีทาํแห้ง

เยือกแข็ง 

จํานวนกลุ่มแบคทีเรีย STK ที�เลี �ยงในวัสดเุหลือใช้จากพืชในวนัที� 0 มีค่าเท่ากับ 

8.09 log CFU ตอ่กรัมของวสัดเุหลือใช้จากพืช หลงัทําการบม่เป็นระยะเวลา 14 วนั ก่อนที�จะนําไป

ผ่านกระบวนการเก็บรักษา จํานวนแบคทีเรียเพิ�มขึ �นเท่ากับ 10 log CFU ต่อกรัมของวสัดเุหลือใช้

จากพืช ซึ�งใช้คนละชดุกบัการทดลองในข้อที� 4.5  โดยนบัจํานวนแบคทีเรียทั �งหมดด้วยวิธี Viable 

Plate Count พบว่า มีจํานวนแบคทีเรียเพิ�มขึ �นในวันที� 14 ของการทดลอง แสดงให้เห็นว่ากลุ่ม

แบคทีเรีย STK สามารถใช้สารอาหารจากวสัดเุหลือใช้จากพืชในการเจริญเติบโตได้ และมีการปรับ

สภาวะที�เหมาะสม 

4.6.2 จาํนวนแบคทีเรียทั :งหมดในวัสดุเหลือใช้จากพืชก่อนและหลังการเก็บด้วย

วิธีทาํแห้งเยือกแข็ง 

จากการทดลองพบว่าก่อนกระบวนการเก็บนั �นกล้าเชื �อกลุ่มแบคทีเรีย STK ที�

เตรียมในวสัดเุหลือใช้จากพืช มีจํานวนของแบคทีเรียเท่ากบั 10 log CFU ตอ่กรัมของวสัดเุหลือใช้

จากพืช และเมื�อผ่านกระบวนการเก็บโดยวิธีทําแห้งเยือกแข็ง พบว่าจํานวนแบคทีเรียมีจํานวน

ลดลง โดยจํานวนกลุม่แบคทีเรียมีคา่เทา่กบั 9.34 log CFU ตอ่กรัมของวสัดเุหลือใช้จากพืช  

 4.6.3 การอยู่รอดของกลุ่มแบคทีเรีย STK ที�เก็บในวัสดุเหลือใช้จากพืช ที�เดือน 0 

3 6 และ 9 

  จากตารางที� 4.8 หลงัจากทําแห้งเยือกแข็งและเก็บที�อณุหภูมิห้อง พบว่าจํานวน

แบคทีเรียที�เก็บโดยลดความชื �นเหลือ 30% ในเดือนที� 0 นั �น มีค่าเท่ากับ 9.34 log CFU ต่อกรัม 

และเมื�อเก็บไว้เป็นระยะเวลา 3 เดือน พบว่าจํานวนของกลุ่มแบคทีเรียลดลง ซึ�งจํานวนแบคทีเรีย

เหลืออยูเ่ทา่กบั 7.59 log CFU ตอ่กรัม และเมื�อเก็บจนถึงเดือนที� 6 ของการทดลอง พบว่า จํานวน

แบคทีเรียลดลงจากเดือนที� 3 เพียงเล็กน้อย โดยเหลืออยู่ 7.57 log CFU ตอ่กรัม และในเดือนที� 9 

ของการทดลองพบว่าจํานวนแบคทีเรียลดลงเพียงเล็กน้อยโดยเหลืออยู่  7.15 ดงัแสดงในภาพที� 

4.16 
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ตารางที� 4.6 การอยูร่อดของกลุม่แบคทีเรีย STK ที�เก็บรักษาในวสัดเุหลือใช้จากพืช ที�ภาวะ 30% 

ของความจสุงูสดุในการอุ้มนํ �า ที�เดือน 0 3 6 และ 9 

 

ระยะเวลาที�

เก็บรักษา

(เดือน) 

จํานวนแบคทีเรียทั �งหมด  

ที�เก็บรักษาในวสัดเุหลือใช้จากพืช  

ก่อนทําแห้งเยือกแข็ง  

(log CFU ตอ่กรัม) 

จํานวนแบคทีเรียทั �งหมด  

ที�เก็บรักษาในวสัดเุหลือใช้จากพืช  

หลงัทําแห้งเยือกแข็ง 

 (log CFU ตอ่กรัม) 

0 9.97 9.34 

3 ไมไ่ด้ทดลอง 7.59 

6 ไมไ่ด้ทดลอง 7.57 

9 ไมไ่ด้ทดลอง 7.15 

 

 
 

ภาพที� 4.16 จํานวนแบคทีเรียทั �งหมดที�เก็บรักษาในวสัดเุหลือใช้จากพืชที�ระยะเวลา 0 3 6 และ 9 
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4.7 การย่อยสลายไพรีนโดยกล้าเชื :อกลุ่มแบคทีเรีย STK ที�เก็บในวัสดุเหลือใช้จากพืช ที�

เดือน 0 3 6 และ 9 

จากผลการวิเคราะห์การย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็งด้วยกลุ่มแบคทีเรียที�เก็บ

รักษาในวสัดเุหลือใช้จากพืชที�เวลาต่างๆ ซึ�งมีความเข้มข้นของไพรีนในดินเริ�มต้น 1,000 มก.ต่อ

กก.ของดิน ในเดือนที� 0 ของการทดลอง พบว่ากลุ่มแบคทีเรียสามารถย่อยสลายไพรีนได้ดี โดยมี

ปริมาณไพรีนที�เหลืออยูเ่ทา่กบั 2.08% และเมื�อเก็บรักษาไว้นาน 3 เดือน พบว่าทําให้ปริมาณไพรีน

ที�เหลืออยู่ในดินลดลงได้น้อยกว่า โดยเหลืออยู่ 49.96% และที� 6 เดือนของการเก็บรักษากล้าเชื �อ

กลุ่มแบคทีเรีย STK นั �นพบว่า ทําให้มีปริมาณไพรีนเหลืออยู่ 51.80% ส่วนในเดือนที� 9 นั �น พบว่า

กลุ่มแบคทีเรียในวัสดเุหลือใช้จากพืชสามารถย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็งได้ลดลงจาก

เดือนที� 6 โดยมีปริมาณไพรีนในดนิเหลืออยู ่58.49% ดงัแสดงในตารางที� 4.7 

 

ตารางที� 4.7 ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายไพรีนในดนิภาวะของแข็ง ระยะเวลา 28 วนั ด้วยกลุม่

แบคทีเรีย STK ที�เก็บรักษาในวสัดเุหลือใช้จากพืช ที�ภาวะ 30% ของความจสุงูสดุในการอุ้มนํ �า 

เป็นระยะเวลา 9 เดือน 

 

ระยะเวลาที�เก็บรักษา 

(เดือน) 

ปริมาณไพรีนที�เหลืออยูห่ลงัการย่อยสลายไพรีนในดนิ 1,000 มก.

ตอ่ กก. โดยกล้าเชื �อ STK ที�เก็บรักษาในวสัดเุหลือใช้จากพืช (%) 

0 2.08 

3 49.96 

6 51.80 

9 58.49 
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ภาพที� 4.17 ปริมาณไพรีนที�เหลืออยูใ่นดนิภาวะของแข็งโดยเตมิกล้าเชื �อกลุม่แบคทีเรียที�เตรียมใน

วสัดเุหลือใช้จากพืชที�เก็บรักษาที�ระยะเวลา 0 3 6 และ 9 เดือน ที�อุณหภูมิห้อง เมื�อลดความชื �น

เป็น 30% ของความจสุงูสดุของการอุ้มนํ �า 
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บทที� 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

 วิธัญญา ชวเจริญพนัธ์ (2549) ได้ศึกษาผลของการสร้างกล้าเชื �อเพื�อเพิ�มการอยู่รอดของ

แบคทีเรียโดยอาศัยวัสดุพาหะ โดยประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็งที�

ปนเปื�อนไพรีนความเข้มข้น 100 และ 1,000 มก.ตอ่กก.ของดิน โดยใช้กล้าเชื �อแบคทีเรียในเปลือก

ถั�ว พบว่าจํานวนกล้าเชื �อแบคทีเรียในเปลือกถั�วเพิ�มขึ �นอย่างรวดเร็ว และสามารถย่อยสลายไพรีน

ได้จนหมดภายในระยะเวลา 10 วนั ส่วนที�ความเข้มข้นของไพรีน 1,000 มก.ตอ่กก.ของดิน พบว่า

จํานวนแบคทีเรียในกล้าเชื �อบนเปลือกถั�วค่อยๆ เพิ�มขึ �น และสามารถย่อยสลายไพรีนในดินที�

ปนเปื�อนได้ 72% เมื�อเทียบกับปริมาณไพรีนเริ�มต้น เนื�องจากกลุ่มแบคทีเรีย STK มีความสําคญั

ตอ่การบําบดัไพรีนในสิ�งแวดล้อม ดงันั �น กานต์ชนา สิทธิ;เหล่าถาวร (2551) จึงศกึษาภาวะการเก็บ

รักษากล้าเชื �อแบคทีเรีย STK ในเศษใบไม้ที�ภาวะตา่งๆ และเปรียบเทียบกบักลุ่มแบคทีเรีย STK  ที�

เก็บรักษาด้วยวิธีไลโอฟิไลซ์ ซึ�งเป็นวิธีที�มีประสิทธิภาพในการเก็บรักษาจุลินทรีย์ การเลี �ยง

แบคทีเรียในเศษใบไม้นั �นมีทั �งการเติมและไม่เติมไพรีน เมื�อครบ 14 วนั นําไปลดความชื �นให้เหลือ 

40% และ 30% อีกชดุไมต้่องลดความชื �น นํามาเก็บใส่ถงุอะลมูิเนียม และปิดถงุให้ภายในมีสภาพ

เป็นสญุญากาศ และนําไปเก็บที�อณุหภูมิห้องและที�อณุหภูมิ 4 ˚ซ เปรียบเทียบกบักลุ่มแบคทีเรีย 

STK ที� เก็บรักษาโดยวิธีไลโอฟิไลซ์ และเก็บรักษาที�อุณหภูมิ 4 ˚ซ เก็บตัวอย่างมาทดสอบ

ประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนในดินภาวะสเลอรีและนบัจํานวนแบคทีเรีย เมื�อครบเดือนที� 0 4 

8 และ 12 พบว่า ทุกภาวะของการเก็บที�มีการเติมไพรีนระหว่างการเก็บให้จํานวนแบคทีเรียที�รอด

ชีวิตที�สงูกว่าชุดที�ไม่เติมไพรีน และมากกว่าการเก็บรักษาที�อณุหภูมิห้อง ส่วนที�อณุหภูมิ 4 ˚ซ นั �น

ยงัให้ผลการย่อยสลายไพรีนที�ดีกว่าที�อุณหภูมิห้องและดีกว่าที�เก็บรักษาโดยวิธีไลโอฟิไลซ์ โดยที�

ความชื �น 30% ของความจสุงูสดุของการอุ้มนํ �า และเก็บที�อณุหภูมิห้องให้ผลรองลงจากการเก็บที�

อณุหภมูิ 4 ˚ซ 

 การย่อยสลายไพรีนในดินภาวะสเลอรีนั �น มีประสิทธิภาพและสามารถย่อยสลายไพรีนได้

อย่างรวดเร็ว แต่การนําไปใช้ในการบําบัดในพื �นที�จริงที�ปนเปื�อนสามารถทําได้ยาก ดังนั �นใน

งานวิจยันี �จงึศกึษาการยอ่ยสลายไพรีนในดนิทั �งภาวะของแข็งและภาวะสเลอรี โดยอาศยัแบคทีเรีย
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จากอาหารเลี �ยงเชื �อและกล้าเชื �อแบคทีเรียในเศษใบไม้เพื�อทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลาย

ไพรีนในดนิทั �งสองภาวะด้วยแบคทีเรียที�เตรียมตา่งกนั โดยเศษใบไม้ที�ใช้นั �นจะใช้ตามรายงานวิจยั

ของ กานต์ชนา สิทธิ;เหล่าถาวร (2551) ซึ�งเก็บจากบริเวณในจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เมื�อนํามา

วิเคราะห์สมบตัิทางกายภาพและองค์ประกอบทางเคมี พบว่า มีลกัษณะเป็นกรด และมีอตัราส่วน

คาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N) มีค่าที�เหมาะสมต่อการย่อยสลายไพรีน (10:1) (Liebig และ 

Curtright, 1999) ซึ�งตรงกับค่าการวิเคราะห์เศษใบไม้ที� กานต์ชนา สิทธิ; เหล่าถาวร (2551) 

รายงานไว้ 

 กลุ่มแบคทีเรีย STK มีสมบตัิอย่างหนึ�งที�แตกตา่งจากแบคทีเรียทั�วไปคือ มีสมบตัิไม่ชอบ

นํ �า ซึ�งสามารถเกาะติดกับวัสดุหรือสารที�มีคุณสมบตัิไม่ชอบนํ �าได้ดี โดยสมบัติไม่ชอบนํ �าของ

แบคทีเรียจะเกิดที�บริเวณผิวเซลล์  เนื�องจากที�ผิวเซลล์ของแบคทีเรียมักมีชั �นของไขมันซึ�งจะมี

สมบตัไิมช่อบนํ �าสงูกวา่แบคทีเรียที�ไม่มีชั �นไขมนั Chang และคณะ (2009) พบว่า เมื�อมีการสะสม

ของชั �นไขมนัอาจจะมีสว่นชว่ยสง่เสริมการเข้าจบักบัเซลล์ที�มีสมบตัไิมช่อบนํ �าและทําให้เกิดการจบั

กนัระหว่างเซลล์กบันํ �ามนัง่ายขึ �น  Raetz และคณะ (2007) พบว่าชั �นไขมนันั �นส่วนใหญ่จะพบได้

ในแบคทีเรียแกรมลบในส่วนที�เรียกว่า ลิปิด A (Lipid A) ในงานวิจยันี �จึงได้ทดสอบสมบตัิไม่ชอบ

นํ �าของกลุ่มแบคทีเรีย STK เพื�อตรวจดใูห้แน่ชดั ซึ�งใช้วิธีที�แตกตา่งจากงานวิจยัของ ทิมากร แสง

ดํา (2547) โดยเปรียบเทียบกบักลุม่แบคทีเรีย RRM-V3 ซึ�งเป็นกลุ่มแบคทีเรียที�สามารถย่อยสลาย

ไพรีนได้ดี แต่คดัแยกโดยวิธีที�ไม่ใช่สําหรับคดัแยกแบคทีเรียที�มีสมบตัิไม่ชอบนํ �า และ E.coli นั �น

เป็นแบคทีเรียทั�วไปที�ไม่สามารถย่อยสลายไพรีนได้ เมื�อนํามาทดสอบโดยดดัแปลงตามวิธีของ 

Rosenberg และคณะ (1980) พบว่า กลุ่มแบคทีเรีย STK มีค่าของ Microbial adhesion to 

hydrocarbons (MATHs) เท่ากับ 93.14% ส่วนกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3 และ E.coli  มีค่าของ 

MATHs เทา่กบั 41.00% และ 23.29% ตามลําดบั ส่วนใหญ่แบคทีเรียแกรมลบจะมีสมบตัิไม่ชอบ

นํ �า แต่พบว่า E.coli  นั �นมีสมบตัิไม่ชอบนํ �าตํ�า ทั �งนี �อาจเกิดขึ �นจากการที�แบคทีเรียนี �ไม่สามารถ

ย่อยสลายไพรีนได้จึงทําให้ความสามารถในการเข้าจบักบัไพรีนเกิดได้ตํ�ากว่ากลุ่มแบคทีเรีย STK 

ซึ�งเป็นไปตามรายงานของ Obueke และคณะ (2009) โดยพบว่า แบคทีเรียบางชนิดที�มีสมบตัิไม่

ชอบนํ �าจะสามารถใช้สารที�มีสมบตัิไม่ชอบนํ �าได้ดี เช่น สารพวกไฮโดรคาร์บอนต่างๆ เป็นต้น ได้

ดีกว่าแบคทีเรียทั�วไป และไพรีนเป็นสาร PAHs ที�มีสมบัติไม่ชอบนํ �าเมื�อมาอยู่รวมกันกับกลุ่ม
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แบคทีเรีย STK จึงจบักนัได้ดีขึ �น ส่วน RRM-V3 เป็นกลุ่มแบคทีเรียที�มีสมบตัิไม่ชอบนํ �าตํ�า แตก่ลุ่ม

แบคทีเรียนี �สามารถย่อยสลายไพรีนได้ดี ซึ�งอาจเกิดจากแบคทีเรียมีการสร้างสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพจึงทําให้เกิดการย่อยสลายสารที�มีสมบตัิไม่ชอบนํ �าได้ดี  โดยจากรายงานของ Zhao และ

คณะ (2011) พบว่า Acinetobacter calcoaceticus BU03 สามารถสร้างสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 

ซึ�งชว่ยเพิ�มประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายสารในกลุม่ PAHs ในดนิภาวะสเลอรี 

 รายงานเกี�ยวกับกลุ่มแบคทีเรียที�มีสมบตัิไม่ชอบนํ �าที�สามารถย่อยสลายสารพวก PAHs 

ได้ดีนั �นมีไม่มากนกั โดย Bastiaents และคณะ (2000) พบว่า แบคทีเรียที�มีสมบตัิดงักล่าวและ

สามารถยอ่ยสลาย PAHs ได้แก่ Mycobacterium sp. ซึ�งจะใช้สาร PAHs เป็นแหล่งคาร์บอนและ

พลงังาน นอกจากนี �ยงัมีรายงานวา่แบคทีเรียที�มีสมบตัิไม่ชอบนํ �าจะมีความทนทานตอ่สารพิษและ

สามารถเข้าจบักบัเซลล์แบคทีเรียอื�นได้ดี (Rosenberg, 2006) และแบคทีเรียที�มีสมบตัิไม่ชอบนํ �า

มีอตัราการยอ่ยสลายสารปนเปื�อนที�เร็ว (Farrell และ Quilty, 2002)  

เมื�อศึกษาสมบตัิไม่ชอบนํ �าของกลุ่มแบคทีเรีย STK แต่ละสายพนัธุ์มีค่าแตกตา่งกัน โดย

แบคทีเรีย STK1 STK2 และ STK3 นั �น คล้ายคลึงกับแบคทีเรียที�อยู่ในจีนัส Zoogloea sp., 

Stenotrophomonas sp. และ Mesorhizobium sp. ตามลําดบั และพบอีกสายพนัธุ์ซึ�ง STK4 นั �น 

เป็นสายพนัธุ์ที�ปรากฏขึ �นในภายหลงัและไม่พบว่าแบคทีเรียสายพนัธุ์ดงักล่าวทําให้ประสิทธิภาพ

ในการย่อยสลายไพรีนลดลง จากผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์  STK1 มีร้อยละของ 

MATHs เทา่กบั 50.00 สายพนัธุ์ STK3 และ STK4 มีคา่เทา่กบั 63.00 และ 57.59 ตามลําดบั ส่วน

สายพนัธุ์ STK2 นั �น มีร้อยละของ MATHs น้อยสดุคือ 12.24 โดยจะเห็นได้ว่า STK สายพนัธุ์เดี�ยว

มีค่า MATHs ตํ�ากว่าเมื�อรวมกันเป็นกลุ่มแบคทีเรีย STK ซึ�งมีค่าร้อยละสูงถึง 93.14 ทั �งนี �อาจ

เป็นไปได้ว่าแบคทีเรียมีการสะสมของไขมนับริเวณผิวเซลล์น้อยเมื�อแยกแบคทีเรียเป็นแต่ละสาย

พันธุ์  ในขณะเมื�ออยู่เป็นกลุ่มอาจเกิดการสะสมของไขมันปริมาณมากบริเวณที�ผิวเซลล์ของ

แบคทีเรียทําให้มีคา่ร้อยละของ MATHs สงูมาก 

การยอ่ยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็งโดยใช้กลุ่มแบคทีเรีย STK ที�ตรึงในเศษใบไม้และ

จากอาหารเลี �ยงเชื �อ CFMM พบว่าการใช้วสัดพุาหะ เช่น เศษใบไม้ สามารถเพิ�มประสิทธิภาพการ

ย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็งได้ดีกว่าการเติมกลุ่มแบคทีเรียจากอาหารเลี �ยงเชื �อลงดิน

โดยตรง ซึ�งให้ผลการทดลองสอดคล้องกับของ วิธัญญา ชวเจริญพันธ์ (2549) ที�ใช้กล้าเชื �อ
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แบคทีเรียในเปลือกถั�วในการยอ่ยสลายไพรีนในดนิภาวะของแข็งที�มีไพรีนความเข้มข้น 1,000  มก.

ตอ่กก.ของดนิ  

การย่อยสลายไพรีนในดินภาวะสเลอรีด้วยแบคทีเรียจากอาหารเลี �ยงเชื �อ และกล้าเชื �อ

แบคทีเรียในเศษใบไม้ โดยในดนิมีไพรีนความเข้มข้น 1,000 มก.ตอ่กก.ของดิน พบว่า การเติมกล้า

เชื �อในเศษใบไม้นั �นมีผลตอ่ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายไพรีนดีกวา่การเตมิกล้าเชื �อจากอาหารเลี �ยง

เชื �อ CFMM เพียงเล็กน้อย ซึ�งอาจเกิดจากวสัดพุาหะที�ใช้สามารถกระจายและเพิ�มพื �นที�ผิวในการ

เข้าจบักบัดนิที�ปนเปื�อนไพรีนได้ทั�วถึงมากกว่า ซึ�งเป็นไปตามรายงานของ Potin และคณะ (2004) 

ที�พบวา่ราเส้นใยจะมีพื �นผิวสมัผสัที�สงูซึ�งสามารถปล่อยเอนไซม์เข้าไปจบัสบัเสตรทที�ไม่ละลายนํ �า

และจบักบัดนิที�มีปริมาณมากได้ดี โดยคล้ายคลงึกบักรณีของแบคทีเรียที�ถกูตรึงในเศษใบไม้ 

จากการทดสอบการย่อยสลายไพรีนในดินทั �งสองภาวะนั �น พบว่าการย่อยสลายไพรีนใน

ดนิภาวะของแข็งและภาวะสเลอรีด้วยกล้าเชื �อแบคทีเรียที�เตรียมในเศษใบไม้มีประสิทธิภาพในการ

ย่อยสลายใกล้เคียงกัน ซึ�งการย่อยสลายไพรีนในดินภาวะสเลอรีนั �นเป็นวิธีที�ค่อนข้างมี

ประสิทธิภาพ แตทํ่าได้ยากและมีข้อจํากดั จึงสนใจการบําบดัไพรีนในดินภาวะของแข็งซึ�งสามารถ

ทําในบริเวณจริงได้ง่ายและสะดวกมากกวา่ 

การใช้เศษใบไม้สามารถช่วยเพิ�มการย่อยสลายไพรีนได้ดี แต่การจะนํามาใช้แต่ละครั �ง

ค่อนข้างยุ่งยาก เนื�องจากจะต้องคดัแยกเศษใบไม้กับพวกกิ�งไม้ หรือเศษหญ้า หรือวัชพืชต่างๆ 

ออกก่อน และในงานวิจยันี �จงึต้องการเพิ�มปริมาณของวสัดพุาหะและสามารถหาได้ง่ายยิ�งขึ �น โดย

ใช้วสัดเุหลือใช้จากพืช เช่น เศษใบไม้ หญ้า หรือกิ�งไม้ขนาดเล็ก เป็นต้น ซึ�งไม่จําเป็นต้องคดัแยก

และสามารถนํามาใช้ได้ทั �งหมด โดยมีงานวิจยัที�คล้ายคลึงกัน เช่น งานวิจยัของ April และคณะ 

(2009) ได้ใช้พอลิเมอร์ธรรมชาตเิป็นวสัดพุาหะในการเก็บรักษาแบคทีเรีย พบว่ามีประสิทธิภาพที�ดี 

แต่วัสดุดงักล่าวค่อนข้างหาได้ยากและมีปริมาณน้อย ซึ�งในทางปฏิบตัิ การเลือกวสัดพุาหะควร

เลือกวัสดุที�สามารถหาได้ง่าย ลดขั �นตอนการคัดแยก ราคาถูก และมีปริมาณมาก อีกทั �งยังคง

ความมีประสิทธิภาพของจลุินทรีย์ด้วย และเมื�อนําวสัดเุหลือใช้จากพืชมาวิเคราะห์คณุสมบตัิทาง

กายภาพและองค์ประกอบทางเคมี พบว่า มีลักษณะเป็นกรด เช่นเดียวกันกับเศษใบไม้ และมี

อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N) ไม่คอ่ยเหมาะสมตามรายงานของ Liebig และ Curtright 

(1998) แตจ่ะมีปริมาณของไนโตรเจนที�น้อยกว่าในเศษใบไม้ เนื�องจากส่วนประกอบส่วนใหญ่เป็น
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พวกใบไม้และกิ�งไม้ที�มีองค์ประกอบทางเคมีเป็นคาร์บอน เมื�อนํามาใช้เป็นวสัดพุาหะเช่นเดียวกบั

เศษใบไม้ พบวา่ กลุม่แบคทีเรีย STK สามารถเจริญและย่อยสลายไพรีนที�เติมลงไปในวสัดเุหลือใช้

จากพืชได้ไม่ดีเมื�อเทียบกบัเศษใบไม้ โดยมีจํานวนแบคทีเรียเริ�มต้นเท่ากบั 7.81 log CFU ตอ่กรัม 

และในวนัที� 28 ของการทดลอง พบว่ามีปริมาณไพรีนเหลืออยู่ 37.48% ทั �งนี �อาจเกิดจากจํานวน

แบคทีเรียที�น้อยเกินไป ซึ�งในกล้าเชื �อที�เตรียมในเศษใบไม้มีจํานวนแบคทีเรียเริ�มต้นถึง 8.17 log 

CFU ตอ่กรัม  

 การเก็บรักษากล้าเชื �อที�สามารถย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็งนั �นมีน้อย ซึ�งการเก็บ

รักษากล้าเชื �อแบคทีเรียนั �นอาศยัภาวะการเก็บรักษากล้าเชื �อตามวิธีของ กานต์ชนา สิทธิ;เหล่าถาวร 

(2551) โดยลดความชื �นเหลือ 30% และเมื�อผ่านการทําแห้งแบบเยือกแข็ง พบว่า กระบวนการ

ดงักล่าวไม่มีผลตอ่ประสิทธิภาพในการย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็ง และยงัพบว่ามีอตัรา

การรอดชีวิตของกลุ่มแบคทีเรียสูง 93.7-99.0% หลังการทําแห้งแบบเยือกแข็งทันที ซึ�งสูงกว่า

แบคทีเรียที�ผลิตกรดแลคติกและไบฟิโดแบคทีเรียที�มีการรอดชีวิตเพียง 46.2-75.1% และ 43.2-

51.9% ตามลําดบั โดยมีการใช้สารดูดอากาศและสารดูดความชื �นในตวัอย่างก่อนทําแห้งแบบ

เยือกแข็ง (Wang และคณะ, 2004) ซึ�งในงานวิจยันี �ไม่มีการเติมสารดงักล่าวในตวัอย่าง มีเพียง

วสัดเุหลือใช้จากพืชกบัแบคทีเรีย อาจเป็นไปได้ว่าวสัดเุหลือใช้จากพืชมีส่วนเพิ�มการรอดชีวิตของ

กลุ่มแบคทีเรีย STK และยังมีอัตราการรอดชีวิตที�สูงกว่า E.coli, Pseudomonas putida, และ 

Enterobacter cloacae โดยมีอัตราการรอดชีวิตอยู่ที� 42.6%, 33.5% และ 50.8% ตามลําดบั 

(Miyamoto-Shinohara และคณะ, 2006) โดยการเก็บรักษาครั �งนี �เก็บที�อณุหภูมิห้องและใส่ซิลิกา

เจลนอกซองที�ใช้เก็บ เพื�อดดูความชื �นที�จะไปรบกวนกระบวนการเก็บรักษา และนํากล้าเชื �อที�เก็บ

รักษาที�เดือน 0 3 6 และ 9 มาทดสอบการย่อยสลายไพรีนในดินภาวะของแข็ง โดยไพรีนมีความ

เข้มข้น 1,000 มก.ตอ่กก.ของดิน ซึ�งแตกตา่งจาก กานต์ชนา สิทธิ;เหล่าถาวร (2551) ที�ทดสอบใน

ดินภาวะสเลอรี และใช้ไพรีนที�ความเข้มข้น 100 มก.ต่อกก.ของดิน แล้ววัดการอยู่รอดของ

แบคทีเรียในแต่ละเดือน จากผลการทดลองพบว่า ในเดือนที� 0 กล้าเชื �อแบคทีเรียสามารถย่อย

สลายไพรีนได้ดี แตเ่มื�อระยะเวลาผ่านไปในเดือนที� 3 ของการทดลอง พบว่าประสิทธิภาพในการ

ย่อยสลายไพรีนลดลง หลงัจากนั �นจึงค่อนข้างคงที�ในเดือนที� 6 และ 9 ในส่วนของอตัราการรอด

ชีวิตของแบคทีเรียนั �น พบว่ากลุ่มแบคทีเรียมีอตัราการรอดชีวิตที�ลดลง เมื�อเวลาผ่านไป 3 เดือน 
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และคอ่ยๆ คงที� ในเดือนที� 6 และ 9 ซึ�งสอดคล้องกบัปริมาณไพรีนที�เหลืออยู่ในแตล่ะเดือน สาเหตุ

ที�ทําให้จํานวนเซลล์ของแบคทีเรียลดลงจากเดือนที� 0 คอ่นข้างมาก อาจมาจากขั �นตอนในการเก็บ

รักษาที�ลดความชื �นเหลือ 30% และเก็บที�อณุหภูมิห้อง และอาจจะเกิดจากแบคทีเรียสายพนัธุ์ใด

สายพนัธุ์หนึ�งในกลุม่แบคทีเรีย STK ที�เคยสง่เสริมการยอ่ยสลายไพรีนในดินตายไป ทําให้มีจํานวน

ที�รอดชีวิตลดลง และคงที�ในเดือนต่อมา เป็นผลให้ความสามารถในการย่อยสลายไพรีนของกลุ่ม

แบคทีเรีย STK ลดลงด้วยเช่นกนั ซึ�งจําเป็นจะต้องหาสภาวะที�เหมาะสมในการเก็บรักษาเชื �อใน

งานวิจยัครั �งตอ่ไป 
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ข้อเสนอแนะในงานวิจัย 

 

 จากผลการทดลองประสิทธิภาพการยอ่ยสลายของไพรีนในดินภาวะของแข็งนั �น จะเห็นว่า

ประสิทธิภาพของการย่อยสลายค่อยๆ ลดลงจากช่วงเดือนแรกของการเก็บ เนื�องจากจํานวน

แบคทีเรียที�ลดลงเรื�อยๆ เช่นกนั และอาจเกิดความเข้มข้นของไพรีนที� 1,000 มก.ต่อกก.ของดิน ที�

นํามาใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายในดินภาวะของแข็งนั �นถือว่าสูงเกินไป ดงันั �น

ควรทดสอบในความเข้มข้นของไพรีนที�น้อยกว่า 1,000 มก.ตอ่กก.ของดิน มาเปรียบเทียบ เพื�อให้

ปราศจากผลที�เกิดจากความเข้มข้นของไพรีนที�สูงเกินไป และหากค่า C:N ของวัสดุพาหะที�

นํามาใช้ไม่เหมาะสม ควรปรับด้วยการเติมสารอินทรีย์หรืออนินทรีย์คาร์บอนหรือไนโตรเจนก่อน 

เพื�อให้กล้าเชื �อกลุม่แบคทีเรียสามารถเจริญและมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายไพรีนได้ดีขึ �น และ

หาสภาวะที�เหมาะสมที�สามารถทําให้จํานวนแบคทีเรียไม่ลดลงจากเดิมตลอดระยะเวลาของการ

เก็บรักษา 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี :ยงเชื :อ 

 
1. อาหารเลี �ยงเชื �อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 

 

ทริปโตน (tryptone)       10  กรัม 

สารสกดัจากยีสต์ (yeast extract)     5.0 กรัม 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       5.0 กรัม 

 

ละลายสว่นผสมทั �งหมดในนํ �ากลั�นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคา่ความเป็นกรด-เบสเป็น 7.5 

ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั นําไปนึ�งฆ่าเชื �อที�ความดนั 15 ปอนด์

ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121˚ซ เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. อาหารเลี �ยงเชื �อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 

 

    เตรียมอาหารเลี �ยงเชื �อเหลว LB ละลายวุ้น (Bacto Agar) 15 กรัม ตอ่อาหารเลี �ยงเชื �อ

ปริมาตร 1 ลิตร นําไปนึ�งฆ่าเชื �อที�ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว ที�อณุหภูมิ 121˚ซ เป็นเวลา 15 

นาที 

 

3. อาหารเลี �ยงเชื �อเหลว Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM) 

 

ก. 

แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3)      3.0 กรัม 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO4·12H2O)  5.5 กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)    0.8 กรัม 
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ข. 

แมกนีเซียมซลัเฟต (Mg2SO4)      0.01 กรัม 

เฟอริกคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (FeCl3·6H2O)    0.005 กรัม 

แคลเซียมคลอไรด์ ไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O)    0.005 กรัม 

 

ละลายนํ �าส่วน ก. ในนํ �ากลั�นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคา่ความเป็นกรด-เบสเป็น 7.5 ด้วย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั นําไปนึ�งฆ่าเชื �อที�ความดนั 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ �ว อณุหภูมิ 121˚ซ เป็นเวลา 15 นาที ในส่วนของสารละลาย ข. ทําการเตรียมแยกแตล่ะ

ชนิดของสาร แล้วทําให้ปลอดเชื �อด้วยการกรองผ่านชุดกรองสําเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรู

กว้าง 0.45 ไมโครเมตร แล้วคอ่ยเตมิลงในอาหารสว่น ก. ที�ทําการนึ�งฆา่เชื �อแล้ว 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีและอุปกรณ์ที�ใช้ในการทดลอง 

 
1. สารปฏิชีวนะ 

 

  ละลายนิสเตตนิ (Nystatin) 40 มก.ในไดเมธิลซลัฟอกไซด์ 1 มล. ทําให้ปลอดเชื �อ

โดยการกรองสารละลายผ่านชุดกรองสําเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกว้าง 0.45 ไมโครเมตร 

เก็บรักษาไว้ในหลอดไมโครฟิวจ์ที�อณุหภมูิ -20 ˚ซ  

 

2. ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ คา่ความเป็นกรด-เบสเทา่กบั 7 

 

K2HPO4·3H2O      22 กรัม 

KH2PO4      7.26 กรัม 

นํ �ากลั�นปลอดประจ ุ     1 ลิตร  

 

3. 70% เอธานอล 

 

99% เอธานอล      700 มล. 

นํ �ากลั�นปลอดประจ ุ     300 มล. 
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4. สารละลายไพรีนในไดเมธิลซลัฟอกไซด์ 

 

ชั�งไพรีน 1 กรัม ละลายในไดเมธิลซลัฟอกไซด์ปริมาตร 10 มล. ผสมด้วยเครื�อง

ผสมจนผลกึ PAHsละลายหมด ทําให้ปราศจากเชื �อโดยกรองด้วยชดุกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที�มี

ขนาดรู 0.2 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือห่อด้วยฟอล์ยให้มิดชิด เก็บที�อณุหภูมิ -20 ˚ซ 

เตมิลงในอาหารเหลว CFMM ที�ผา่นการฆา่เชื �อและเย็นลงที�อณุหภมูิห้องแล้ว 

 

5. สารละลายไพรีนในอะซิโตน 

 

ชั�งไพรีน 1 กรัม ละลายในอะซิโตนปริมาตร 10 มล. ผสมด้วยเครื�องผสมจนผลึก 

PAHs ละลายหมด ทําให้ปราศจากเชื �อโดยกรองด้วยชดุกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที�มีขนาดรู 0.2 

ไมโครเมตร  

        

หมายเหต ุควรเตรียมใหม่ทกุครั �งที�ใช้ เนื�องจากอะซิโตนระเหยเร็วมาก และขณะ

เติมสาร PAHs ที�ละลายในอะซิโตนลงในดินหรือวัสดุเหลือใช้จากพืชควรทําอย่างรวดเร็วเพื�อ

ไมใ่ห้อะซิโตนระเหยซึ�งจะทําให้ความเข้มข้นของสารเปลี�ยนแปลงได้ 

 

6. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% 

 

  ชั�งโซเดียมคลอไรด์ 0.85 กรัม ละลายในนํ �ากลั�น 1,000 มล. นําไปนึ�งฆ่าเชื �อที�

ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121˚ซ เป็นเวลา 15 นาที 

 

7. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั 

 

ชั�งโซเดียมไฮดรอกไซด์ 40 กรัม ละลายในนํ �ากลั�น 900 มล. ในขวดวดัปริมาตร 

ขนาด 1,000 มล. และปรับปริมาตรเป็น 1,000 มล. ด้วยนํ �ากลั�น 
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       8. การหาคา่ความจสุงูสดุของของการอุ้มนํ �าที� 30%  

 

  1) นํากระดาษอะลมูิเนียมฟอล์ยมาตดัและพบัเป็นถงุสี�ทรงสี�เหลี�ยม และนําไปอบ

ให้แห้งเพื�อไลค่วามชื �นที�ตู้อบอณุหภมูิ 80 ˚ซ เป็นเวลา 2 วนั 

  2) นําไปใสใ่นเดกซิเคเตอร์ และนํามาชั�งนํ �าหนกัจนคงที�  

  3) ชั�งเศษใบไม้ใส่หลอดฝาเกลียว 1.5 กรัม และเติมนํ �าเพื�อปรับความชื �นให้เป็น 

30% แล้วผสมให้เข้ากนั ทําซํ �าประมาณ 5 ชดุ 

  4) เขี�ยเศษใบไม้ใส่ในถงุอะลมูิเนียมฟอล์ยที�ทราบนํ �าหนกัแน่นอนแล้ว และนําไป

ชั�งนํ �าหนกัและบนัทกึคา่เอาไว้   

  5) นําคา่นํ �าหนกัของถงุที�มีเศษใบใม้หกันํ �าหนกัของถงุออก จะทําให้ทราบนํ �าหนกั

ของเศษใบไม้ที�มีคา่ความจสุงูสดุของของการอุ้มนํ �าที� 30% 

 

       9. การหาคา่ความเป็นกรด-เบส 

 

  ชั�งดนิ เศษใบไม้ และวสัดเุหลือใช้จากพืช 1.5 กรัม เติมนํ �าลงไปพออิ�มตวั จากนั �น

ใช้กระดาษลิตมสัวดัคา่ความเป็นกรด-เบส 
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