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การพัฒนาแบคทีเรียพร้อมใช้ที่มีประสิทธิภาพ เก็บรักษาได้นาน ขนส่งสะดวก มีความส าคัญ
ต่อการบ าบัดสิ่งแวดล้อมโดยวิธีทางชีวภาพ โดยแบคทีเรียพร้อมใช้รูปแบบอัดเม็ดมีสมบัติที่ดีข้างต้น และ
เหมาะสมส าหรับการบ าบัดดินปนเปื้อน เนื่องจากมีวัสดุยึดเกาะที่มีสมบัติดูดซับสารปนเปื้อนต่างๆท าให้
แบคทีเรียสามารถสัมผัสกับสารปนเปื้อนได้ดียิ่งขึ้น และมีสมบัติเพิ่มรูพรุนในดินท าให้อากาศสามารถ
ถ่ายเทลงไปในดิน ส่งผลดีต่อกิจกรรมการย่อยสลายสารมลพิษโดยใช้ออกซิเจนของแบคทีเรีย งานวิจัยนี้
จุดประสงค์เพื่อพัฒนาแบคทีเรียอัดเม็ดส าหรับบ าบัดดินปนเปื้อนพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน  
(PAHs) โดยเริ่มจากการค้นหาแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพจากสิ่งแวดล้อมและศึกษาลักษณะสมบัติที่
เก่ียวข้องกับประสิทธิภาพการย่อยสลาย PAHs และสมบัติที่จะน าไปสู่การพัฒนาเป็นแบคทีเรียอัดเม็ด 
โดยสามารถคัดแยกแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs กลุ่ม Proteobacteria และ Actinobacteria จากดิน
ตะกอนป่าชายเลน ซึ่งเป็นแหล่งสิ่งแวดล้อมที่มีความหลากหลายและความแปลกใหม่ของแบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพทั้งการย่อยสลาย PAHs และการผลิตสารลดแรงตึงผิว ในบรรดาแบคทีเรียที่คัดแยกได้นั้น 
Novosphingobium sp. PCY เป็นสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการย่อยสลาย  PAHs ขนาด 3-4 
วงอะโรมาติก โดยเฉพาะอย่างยิ่งไพรีนและฟีแนนทรีน และยังย่อยสลายอัลเคนขนาดกลางได้ และมี
แนวโน้มการผลิตสารลดแรงตึงผิว อีกทั้งยังมียีนประมวลรหัสบนเมกะพลาสมิดที่ตอบสนองต่อการย่อย
สลายไพรีนของสายพันธุ์ PCY คือ ยีนไพรีนไดออกซิจีเนส (nidA) ซึ่งเป็นที่ทราบอย่างกว้างขวางว่ามัก
พบในแบคทีเรียจีนัส Mycobacterium ที่ย่อยสลายไพรีน แต่ยังไม่มีรายงานการพบในแบคทีเรียย่อย
สลาย PAHs กลุ่ม Sphingomonads มาก่อน นอกจากนี้ยังพบยีนอัลเคนโมโนออกซิจีเนส (alkB) ที่มี
ความจ าเพาะต่ออัลเคนขนาดกลางของแบคทีเรียจีนัส Mycobacterium ในสายพันธุ์ PCY เช่นกัน ซึ่ง
บ่งชี้ถึงแนวโน้มการปรับตัวของสายพันธุ์ PCY ในสิ่งแวดล้อมให้สามารถย่อยสลายสารพิษได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ จากลักษณะสมบัติข้างต้นและการไม่เป็นเชื้อก่อโรคของสายพันธุ์  PCY ท าให้สายพันธุ์
ดังกล่าวมีความน่าสนใจในการพัฒนาต่อเป็นหัวเชื้อพร้อมใช้ แบคทีเรียอัดเม็ดของสายพันธุ์ PCY ด้วยซัง
ข้าวโพดเป็นวัสดุยึดเกาะและซูโครสเป็นสารปกป้องเซลลฺ์ มีอายุเก็บรักษานาน นอกจากนี้ยังช่วยส่งเสริม
การก าจัดไพรีนในดินโดยอาศัยการย่อยสลายไพรีนของสายพันธุ์ PCY ร่วมกับคุณสมบัติต่างๆของซัง
ข้าวโพด ได้แก่ การดูดซับ การเพิ่มรูพรุนของดิน รวมถึงการกระตุ้นจุลินทรีย์ท้องถิ่นที่มีความสามารถใน
การย่อยสลายไพรีนให้เพิ่มจานวนขึ้นด้วย 
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Development of ready-to-use inoculum, which is high potential, long-term storage, 
and expedient transportation, is important for bioremediation. Granular bacteria has above 
possession and is suitable for applying in contaminated soil treatment owing to the carrier 
material’s properties such as adsorption of contaminants, increasing the contaminants 
bioavailability, and increment of soil porosity, increasing the air in soil and enhancing the 
contaminant degradation activity by aerobic bacteria. This study aimed to develop granular 
bacteria for PAHs-contaminated soil treatment, which was started with the finding of effective 
bacterium from the environment and then the characterization of its toxic degradation 
performances and other properties leading to the granular bacterial development. PAHs-
degrading bacteria belonging to Proteobacteria and Actinobacteria were isolated from 
mangrove sediment, an environmental source of the diversity and novelty of bacteria capable 
of both degrading PAHs and producing biosurfactants. Among them, Novosphingobium sp. PCY 
has high versatility to degrade 3-4 rings PAHs, especially pyrene and phenanthrene, and 
medium-chain alkane and also has feasible ability to produce biosurfactants. Furthermore, 
megaplasmid-encoded gene responsible for pyrene degradation in strain PCY was pyrene 
dioxygenase gene (nidA), which is well-known exist in pyrene-degrading Mycobacterium in 
contrast to its absence in PAHs-degrading Sphingomonads. In addition, alkane monooxygenase 
(alkB) of Mycobacterium, which has substrate specificity to medium-chain alkanes, was also 
found in strain PCY, indicating the adaptation tendency of strain PCY to effectively degrade 
contaminants in the environment. Due to its characteristics and non-pathogenicity, strain PCY 
could moreover be the candidate for the development of ready-to-use inoculum. Granular 
bacteria of strain PCY using corncob as carrier material and sucrose as protective agent makes 
this inoculum suitable for prolonged storage. Furthermore, this inoculum could enhance the 
pyrene removal from soil by the pyrene degradation ability of strain PCY and the properties, 
including PAHs adsorption, soil porosity increment, and PAHs-degrading indigenous 
microorganisms activation, of corncob. 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  
 

ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน เป็นแหล่งของพลังงานที่ส าคัญ เนื่องจากถูกน ามาใช้ใน
ชีวิตประจ าวันของมนุษย์ในด้านอุปโภคบริโภค คมนาคม เกษตรกรรม และอุตสาหกรรม โดยมี
ปริมาณการใช้ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนเพ่ิมขึ้นตามจ านวนประชากรมนุษย์ที่เพ่ิมขึ้น อย่างไรก็ตาม 
การใช้งานปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนนั้น มักปลดปล่อยสารปนเปื้อนสู่สิ่งแวดล้อม อีกทั้งอุบัติเหตุจาก
การขนส่งปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนยังเป็นสาเหตุส าคัญที่ก่อให้เกิดการแพร่กระจายของปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอนสู่สิ่งแวดล้อม (Zhang และคณะ, 2011b) ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนประกอบด้วย
สารอินทรีย์และไฮโดรคาร์บอนที่มีมวลโมเลกุลต่างๆทั้งที่มีโครงสร้างเป็นอะลิฟาติกและอะโรมาติก 
เช่น อัล เคน (Alkanes) และพอลิ ไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic aromatic 
hydrocarbons; PAHs) (Khodadadi และคณะ, 2012) อย่างไรก็ตาม PAHs เป็นองค์ประกอบใน
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนที่มีความเป็นพิษสูงต่อสิ่งมีชีวิต และมักพบการตกค้างในสิ่งแวดล้อม
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในดิน เนื่องจากสมบัติการละลายน้ าได้ต่ า การดูดซับกับอนุภาคสูง และการย่อย
สลายได้ยากของ PAHs (Liu และคณะ, 2011b; Zhou และคณะ, 2013b) ท าให้การปนเปื้อน PAHs 
เป็นสิ่งที่ควรตระหนักและต้องก าจัดออกจากสิ่งแวดล้อมอย่างสมบูรณ์ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง PAHs ที่มี
มวลโมเลกุลสูง เช่น ฟลูออแรนทีน ไพรีน เบนซ์[เอ]แอนทราซีน ไครซีน เบนโซ[เอ]ไพรีน เป็นต้น 

จากความส าคัญที่กล่าวมาข้างต้นในแง่ของการตกค้างในสิ่งแวดล้อมและความเป็นพิษของ 
PAHs การบ าบัดด้วยชีววิธี (Bioremediation) จึงเป็นวิธีที่นิยม เนื่องจากสามารถก าจัด PAHs ออก
จากสิ่งแวดล้อมได้อย่างสมบูรณ์ โดยอาศัยจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการใช้ PAHs เป็นแหล่ง
คาร์บอนและพลังงานในการเจริญเติบโต อย่างไรก็ตามจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะมีวิถีการย่อยสลาย 
ประสิทธิภาพการย่อยสลาย และปัจจัยที่มีผลกระทบต่อการอยู่รอดและการย่อยสลาย PAHs ที่
แตกต่างกัน (Das และ Chandran, 2011) แม้ว่าในท้องตลาดจะมีการจ าหน่ายผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์
บ าบัดสิ่งแวดล้อมรูปแบบต่างๆทั้งที่ผลิตจากในและต่างประเทศ ผลิตภัณฑ์ส่วนใหญ่มุ่งเน้นการบ าบัด
สิ่งแวดล้อมที่เป็นบ่อบ าบัดน้ าเสียและแหล่งน้ า อีกทั้งส่วนใหญ่ยังเป็นผลิตภัณฑ์ที่ต้องน าเข้าจาก
ต่างประเทศ จึงมีราคาค่อนข้างสูงและอาจมีลักษณะสมบัติบางประการที่ไม่เหมาะสมต่อสภาวะใน
ประเทศไทย ท าให้ประสิทธิภาพการบ าบัดไม่ดีเท่าที่ควร ดังนั้นแบคทีเรียท้องถิ่นที่มีประสิทธิภาพสูง
ในการย่อยสลาย PAHs และการประยุกต์ใช้แบคทีเรียดังกล่าวในรูปแบบที่เหมาะสมจึงเป็นปัจจัย
ส าคัญในการบ าบัดสิ่งแวดล้อมด้วยวิธีทางชีวภาพให้มีประสิทธิภาพและประสบผลส าเร็จ  

งานวิจัยนี้จึงมีจุดมุ่งหมายเพ่ือพัฒนาหัวเชื้อพร้อมใช้จากแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการ
ย่อยสลาย PAHs ส าหรับการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีน โดยจะคัดแยกแบคทีเรียจากดินตะกอนป่าชาย
เลนแหล่งที่อุดมสมบูรณ์บริเวณศูนย์อนุรักษ์และแหล่งที่ปนเปื้อนด้วยปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนอัน
เนื่องมาจากการท่องเที่ยว ศึกษาลักษณะสมบัติของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ เพ่ือคัดเลือกสายพันธุ์ที่มี
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ประสิทธิภาพในการย่อยสลาย PAHs มาพัฒนาเป็นหัวเชื้อพร้อมใช้รูปแบบแบคทีเรียอัดเม็ด เพื่อให้ใช้
งานง่าย มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย ต้นทุนต่ า ขนส่งได้สะดวก และเก็บรักษาได้ง่ายโดยยังคง
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารตลอดอายุการเก็บรักษา จากนั้นจะพัฒนาวิธีการใช้แบคทีเรีย
อัดเม็ดในการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีน และใช้เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลในการตรวจติดตามการ
เปลี่ยนแปลงประชาคมจุลินทรีย์และยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย  
 
วัตถุประสงค์ 
 

1. เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs จากดินตะกอนป่าชายเลน 
2. เพ่ือศึกษาลักษณะสมบัติและคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย PAHs 
3. เพ่ือพัฒนาหัวเชื้อพร้อมใช้รูปแบบแบคทีเรียอัดเม็ดส าหรับการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีนจาก

แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย PAHs  
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 

ได้แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย PAHs และทราบลักษณะสมบัติที่ส าคัญของ
แบคทีเรียที่คัดแยกได้ รวมทั้งได้ผลิตภัณฑ์หัวเชื้อพร้อมใช้รูปแบบแบคทีเรียอัดเม็ดส าหรับบ าบัด
สิ่งแวดล้อม 
 
ภาพรวมของงานวิจัย 
 

 
 
 
 

คัดแยกแบคทีเรียย่อยสลาย 
PAHs จากดินตะกอนป่าชายเลน

ศึกษาลักษณะสมบัติและ
คัดเลือกแบคทีเรียย่อยสลาย 

PAHs ท่ีมีประสิทธิภาพ

พัฒนาเป็นหัวเชื้อพร้อมใช้
รูปแบบแบคทีเรียอัดเม็ด

ศึกษาสภาวะการเก็บรักษา
แบคทีเรียอัดเม็ด

ศึกษาประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียอัดเม็ดในการย่อย
สลายไพรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ศึกษาวิธีการใช้แบคทีเรียอัดเม็ด
ในการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีน
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บทที่ 2 
 

ปริทัศน์วรรณกรรม 
 
2.1  พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 
 

2.1.1  ชนิดและโครงสร้างของ PAHs 
พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic aromatic hydrocarbons; PAHs) เป็น

กลุ่มของสารประกอบอินทรีย์ที่มีโครงสร้างวงแหวนอะโรมาติกมากกว่า 2 วงขึ้นไป เชื่อมต่อกันเป็น
เส้นตรง (linear) เป็นมุม (angular) หรือเป็นกลุ่ม (cluster) แบ่งออกเป็น PAHs ที่มีมวลโมเลกุลต่ า 
(2-3 วง) เช่ น  แนพธาลี น  (naphthalene) อะซี แน พธีน  (acenaphthene) อะซี แนพธิ ลี น 
(acenaphthylene) ฟ ลู อ อ รี น  (fluorene) แ อ น ท ร า ซี น  (anthracene) ฟี แ น น ท รี น 
(phenanthrene) และ PAHs ที่ มี มวลโมเลกุลสู ง (4 วงขึ้ น ไป ) เช่น  เบนซ์ [เอ ]แอนทราซีน 
(benz[a]anthracene) ฟลูออแรนทีน (fluoranthene) ไพรีน (pyrene) ไครซีน (chrysene) เบนโซ
[เอ ]ไพรีน  (benzo[a]pyrene) เบนโซ [อี ]ไพรีน  (benzo[e]pyrene) เบนโซ [เค ]ฟลูออแรนทีน 
(benzo[k]fluoranthene) เบนโซ[บี]ฟลูออแรนทีน (benzo[b]fluoranthene) เบนโซ[เจ]ฟลูออแรน 
ทีน (benzo[j]fluoranthene) ไดเบนซ์[เอ,เอช]แอนทราซีน (dibenz[a,h] anthracene) อินดีโน
[1,2,3-ซีดี]ไพรีน (indeno[1,2,3-cd]pyrene) เบนโซ[จีเอชไอ]เพอริลีน (benzo[ghi]perylene) โค
โรนีน (coronene) เป็นต้น  

รายงานของส านักงานคุมครองสิ่งแวดลอมของสหรัฐอเมริกา (The U.S. Environmental 
Protection Agency, EPA) ไดก าหนดให้ PAHs 16 ชนิด (ดังแสดงโครงสร้างในรูปที่ 2.1) เปนสาร 
พิษอันตรายที่ควรใหความส าคัญและต้องก าจัดออกจากสิ่งแวดล้อมอย่างเร่งด่วน (Yan และคณะ, 
2004) นอกจากนี้  องค์กรขึ้นทะเบียนสารพิษและโรค (Agency for Toxic Substances and 
Disease Registry, ATSDR) ยั งรายงาน  PAHs ที่ ควรให้ ความส าคัญ และเป็ นสารก่อมลพิษ
นอกเหนือจากประกาศของ EPA ได้แก่ เบนโซ[อี]ไพรีน (benzo[e]pyrene) เบนโซ[เจ]ฟลูออแรนทีน 
(benzo[j]fluoranthene) และโคโรนีน (coronene) (ATSDR, 1995) ซึ่งมีโครงสร้างแสดงดังรูปที่ 
2.2 อย่างไรก็ตาม ในการศึกษาและวิจัยเกี่ยวกับ PAHs ส่วนใหญ่ นิยมใช้ฟีแนนทรีนและไพรีนเป็น
ตัวแทนของ PAHs มวลโมเลกุลต่ าและมวลโมเลกุลสูงตามล าดับ 

ฟีแนนทรีน มีสูตรทางเคมีคือ C14H10 ประกอบด้วยวงแหวนอะโรมาติก 3 วง เชื่อมต่อกันเป็น
มุม นิยมใช้เป็นแบบจ าลองในการศึกษาและวิจัยเกี่ยวกับการย่อยสลายทางชีวภาพ (Huang และคณะ
, 2013) และการศึกษาพฤติกรรมโดยทั่วไปของ PAHs (Sara และ Everett, 2001) 

ไพรีน หรือชื่อเรียกทางเคมีว่า เบนโซ[ดี,อี,เอฟ]ฟีแนนทรีน (benzo[d,e,f]phenanthrene) 
มีสูตรทางเคมีคือ C16H10 ประกอบด้วยวงแหวนอะโรมาติก 4 วง เชื่อมต่อกันเป็นกลุ่ม ไพรีนถูกใช้เป็น
แบบจ าลองในการศึกษาการย่อยสลายทางกายภาพและทางชีวภาพมากมาย และยังใช้เป็นดัชนี
ส าหรับการตรวจติดตามการปนเปื้อน PAHs ในสิ่งแวดล้อมได้อีกด้วย (Ceyhan, 2012)  
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รูปที่ 2.1  โครงสร้างของ PAHs 16 ชนิดในรายชื่อสารมลพิษที่ส าคัญของ USEPA 
(Yan และคณะ, 2004) 

 

                       
 Benzo[e]pyrene     Benzo[j]fluoranthene      Coronene 

 

รูปที่ 2.2  โครงสร้างของเบนโซ[อี]ไพรีน เบนโซ[เจ]ฟลูออแรนทีน และโคโรนีน 
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2.1.2  ลักษณะและสมบัติของ PAHs 
ลักษณะปรากฏของ PAHs อยู่ในรูปผลึกของแข็ง ไม่มีสี หรือสีขาวซีด หรือสีเหลือง (USEPA, 

2008) ตารางที่  2.1 แสดงสมบัติของ PAHs แต่ละชนิด ซึ่ งมีจุดหลอมเหลว (melting point 
temperature, Tm) และจุดเดือด  (boiling point temperature, Tb) สูง ความสามารถในการ
ละลายน้ า (water solubility, Sw) ต่ า แต่ละลายได้ดีในไขมัน (lipophilic หรือ hydrophobic) โดย
พิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์การกระจายตัวของสารในชั้นออกทานอลและน้ า (n-octanol/water 
partition coefficient, log KOW) หากมีค่า log KOW สูง หมายความว่าสารนั้นสามารถละลายได้ใน
ออกทานอลมากกว่าน้ า มีความดันไอ (vapor pressure, Vp) ต่ า จึงมีความสามารถในการระเหยได้
ต่ า หรืออาจพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์การกระจายตัวของสารในชั้นออกทานอลและอากาศ  (n-
octanol/air partition coefficient, log KOA) ซึ่งจะมีค่าผกผันกับค่าความดันไอ หากมีค่า log KOA 
สูง หมายความว่าสารนั้นสามารถละลายได้ดีในออกทานอลมากกว่าการระเหยไปสู่อากาศ นอกจากนี้
ยังสามารถพิจารณาได้จากค่าสัมประสิทธิ์การกระจายตัวของสารในชั้นอากาศและน้ า (air/water 
partition coefficient, KAW) หรือค่าคงที่ของเฮนรี่ (Henry’s law constant, H) ซึ่งจะมีค่าต่ าลง
ตามมวลโมเลกุลของสารที่เพ่ิมขึ้น อย่างไรก็ตาม PAHs สามารถดูดซับกับอนุภาคต่างๆในดินได้ดี โดย
มีค่าสัมประสิทธิ์การดูดซับกับอินทรีย์คาร์บอนในดิน (organic carbon soil sorption coefficient, 
KOC) สูงขึ้นตามมวลโมเลกุลของสารที่เพ่ิมข้ึน และยังมีค่าครึ่งชีวิตในดิน (half-life in soil, t1/2) สูงขึ้น
ตามมวลโมเลกุลของสารที่เพ่ิมขึ้น ท าให้สามารถคงทนอยู่ในสิ่ งแวดล้อมได้เป็นระยะเวลานาน 
(Ferreira, 2001; Haritash และ Kaushik, 2009; Paraíba และคณะ, 2011; Liu และคณะ, 2011b; 
Zhou และคณะ, 2013b) อย่างไรก็ตาม PAHs ยังเป็นสารก่อมลพิษให้เกิดอันตรายร้ายแรงต่อ
สิ่งมีชีวิต โดยอาจชักน าให้เกิดมะเร็ง การกลายพันธุ์ หรือการตายได้ (Samanta และคณะ, 2002) 
PAHs แต่ละชนิดจะมีความเป็นพิษแตกต่างกัน โดยมีค่าความเป็นพิษ (toxicity) แสดงในตารางที่ 2.1 
ซึ่งเป็นค่าที่บ่งบอกความเป็นพิษจากแสง (phototoxicity) ของ PAHs แต่ละชนิด สาเหตุของความ
เป็นพิษนี้เกิดจากการสร้างสารอนุมูลอิสระ (free radicals) หลังถูกกระตุ้นด้วยแสงอัลตราไวโอเลต 
(ultraviolet, UV) เพ่ือไปท าลายโมเลกุลใหญ่ๆ (macromolecules) เช่น กรดนิวคลีอิก และโปรตีน 
ของสิ่งมีชีวิต จากตารางที่ 2.1 พบว่า แนพธาลีนและฟีแนนทรีนมีความเป็นพิษต่ า ในขณะที่แอนทรา
ซีน ไพรีน ไดเบนซ์[เอ,เอช]แอนทราซีน เบนโซ[เอ]ไพรีน เบนโซ[อี]ไพรีน เบนโซ[จีเอชไอ]เพอริลีน 
และโคโรนีน มีความเป็นพิษสูง (Paraíba และคณะ, 2011) แม้ว่ามวลโมเลกุลของแอนทราซีนและ
ไพรีนจะต่ ากว่า PAHs อ่ืนๆในกลุ่มสารที่มีความเป็นพิษสูง แต่หากพิจารณาช่วงความยาวคลื่นของรังสี 
UV ที่ก่อให้เกิดความเป็นพิษนั้นพบว่าแอนทราซีนและไพรีนจะสร้างพันธะโควาเลนท์กับ DNA 
หลังจากได้รับรังสี UV ที่ความยาวคลื่น 366 และ 335 นาโนเมตร ตามล าดับ ความยาวคลื่นดังกล่าว
จัดอยู่ในช่วงความยาวคลื่นของรังสี UV-A (320-400 นาโนเมตร) ซึ่งเป็นช่วงความยาวคลื่นที่ผ่านเข้า
มายังโลกได้ แต่ส าหรับ PAHs อ่ืนจะก่อความเป็นพิษเมื่อได้รับรังสี UV ช่วงความยาวคลื่นของรังสี 
UV-B (290-320 นาโนเมตร) และ UV-C (200-290 นาโนเมตร) ซึ่งสามารถผ่านเข้ามายังโลกได้น้อย
มากหรือไม่ผ่านเลย (Pasternak และคณะ, 2011; Hu และคณะ, 2012) 
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ตารางท่ี 2.1  สมบัติต่างๆของ PAHs 
 

PAHs Tm (oC) Tb (oC) Sw (mg/L) log KOW Vp (Pa) log KOA KOC (L/kg) t1/2 (days) Toxicity (Anm) 
naphthalene 80 218 31.0000 3.3  1.13 x 101 5.13 278 48 < -3.3 (275) 
acenaphthylene 92 280 16.1000 3.9 8.91 x 10-1  1054 60   
acenaphthene 93 279 3.9000 3.9 2.87 x 10-1  1011 102   
fluorene 116 295 1.6900 4.2 8.00 x 10-2  1737 60   
phenanthrene 101 338 1.1500 4.5 1.61 x 10-2 7.45 3111 200 -3.20 (292) 
anthracene 218 340 0.0434 4.4 8.71 x 10-4 7.34 3046 460 -2.46 (366) 
fluoranthene 111 375 0.2600 5.1 1.23 x 10-3  11787 440   
pyrene 145 393 0.1350 4.9 6.00 x 10-4 8.43 7456 1870 -2.31 (335) 
benz[a]anthracene 158 435 0.0094 5.8 2.80 x 10-5 10.80 46563 670 -2.52 (288) 
chrysene 254 431 0.0020 5.8 8.31 x 10-7 10.44 51670 990 -2.54 (282) 
benzo[b]fluoranthene 168 481 0.0015 5.8 6.67 x 10-5  48542 610   
benzo[k]fluoranthene 217 480 0.0008 6.1 1.29 x 10-7  96481 2140   
benzo[a]pyrene 179 496 0.0016 6.1 7.32 x 10-7 10.71 100582 530 -2.43 (297) 
benzo[e]pyrene 178 493 0.0026 6.3  11.48   -2.39 (290) 
indeno[1,2,3-cd]pyrene 161 536 0.0002 6.7 1.67 x 10-8  329458 730   
dibenz[a,h]anthracene 262 535 0.0025 6.7 1.27 x 10-7 13.91 365595 940 -2.44 (297) 
benzo[ghi]perylene 278 542 0.0003 6.6 1.33 x 10-8 13.07 284787 650 -2.36 (-) 
coronene 438 590 0.0001 7.5     -2.39 (-) 
 

จุดหลอมเหลว (Tm); จุดเดือด (Tb); ค่าการละลายน้ า (Sw); สัมประสิทธ์การกระจายตัวของสารในช้ันออกทานอลและน้ า (log KOW); ความดันไอ (Vp); สัมประสิทธ์การกระจายตัวของสาร 
ในช้ันออกทานอลและอากาศ (log KOA); สัมประสิทธ์ิการดูดซับกับอินทรีย์คาร์บอนในดิน (KOC); ค่าครึ่งชีวิตในดิน (t1/2) (Ferreira, 2001; Paraíba และคณะ, 2011) 6 
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2.1.3  แหล่งที่มาของ PAHs 
PAHs เป็นองค์ประกอบส าคัญของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน เช่น ก๊าซธรรมชาติ (natural 

gas) น้ ามันดิบ  (crude oil) น้ ามันถ่านหิน (coal tar) ยางมะตอย (asphalt) และครี โอโสท 
(creosote) (Khodadadi แ ล ะ ค ณ ะ , 2 0 1 2 ) ก า ร ส ล า ย ตั ว ด้ ว ย ค ว า ม ร้ อ น  ( thermal 
decomposition) ของปิ โตรเลียมไฮโดรคาร์บอนหรือสารอินทรีย์ อ่ืนๆ ก่อให้ เกิด PAHs ขึ้น 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเผาไหม้อย่างไม่สมบูรณ์ที่อุณหภูมิต่ าประมาณ 100-300 องศาเซลเซียส เป็น
เวลานาน หรือที่อุณหภูมิสูงประมาณ 500-800 องศาเซลเซียส (Haritash และ Kaushik, 2009) 
แหล่งที่มาของ PAHs เกิดจากกระบวนการในธรรมชาติ เช่น ไฟไหม้ป่า ภูเขาไฟระเบิด การรั่วไหลของ
น้ ามันโดยธรรมชาติ และสารคัดหลั่งจากต้นไม้ หรือเกิดจากการกระท าของมนุษย์ เช่น การเผาไหม้
เชื้อเพลิงและถ่านหิน การเผาไหม้ของเครื่องยนต์และเครื่องจักร การเผาขยะ การประกอบอาหาร 
การสูบบุหรี่ และการปลดปล่อยของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมปิโตรเคมี รวมถึงอุบัติเหตุการรั่วไหล
ของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนต่างๆ (Haritash และ Kaushik, 2009; Arias และคณะ, 2010) 

ในรายงานวิจัยก่อนหน้าได้น าดัชนีอัตราส่วนของปริมาณ PAHs (ตารางที่ 2.2) มาใช้ในการ
วิเคราะห์แหล่งที่มาของ PAHs ที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม โดยอาศัยความแตกต่างของความเสถียรต่อ
การเปลี่ยนแปลงความร้อนระหว่างไอโซเมอร์ของ PAHs ที่มีมวลโมเลกุลเท่ากัน แหล่งที่มาของ PAHs 
สามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ มาจากการเผาไหม้เชื้อเพลิง (Pyrolytic origin) และมาจากการ
ปล่อยผลิตภัณฑ์ที่ท ามาจากปิโตรเลียม (Petrogenic origin) (Yunker และคณะ, 2002; Luo และ
คณะ, 2006; Wang และคณะ, 2007; Zhang และคณะ, 2011a; Li และคณะ, 2012) อย่างไรก็ตาม 
การปนเปื้อน PAHs ในธรรมชาตินั้นมีสาเหตุมาจากหลายแหล่ง อีกทั้งดัชนีเหล่านี้ไม่สามารถแสดงถึง
แหล่งที่มาเชิงปริมาณได้ จึงมีการพัฒนาโดยอาศัยการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (Principal 
component analysis) และการถดถอยพหุคูณเชิงเส้นตรง (Multiple linear regression) หรือ
เรียกโดยย่อว่า PCA/MLR มาใช้ในการระบุแหล่งที่มาของ PAHs เชิงปริมาณ โดยวิเคราะห์ค่าความ
แปรปรวนทั้งหมดของข้อมูล PAHs ด้วยวิธี PCA แล้วน าค่าท่ีได้ไปค านวณหาเปอร์เซ็นต์ของแหล่งที่มา
ต่างๆของ PAHs ด้วยวิธี MLR (Li และคณะ, 2012) 
 
ตารางท่ี 2.2  ดัชนีที่ใช้ในการวิเคราะห์แหล่งที่มาของ PAHs 
 

อัตราส่วน แหล่งที่มา 
Pyrolytic  Petrogenic 

PAHs มวลโมเลกุลต่ า/PAHs มวลโมเลกุลสูง ต่ า สูง 
ฟีแนนทรีน/แอนทราซีน < 10 > 10 
ไครซีน/เบนซ์[เอ]แอนทราซีน < 1 > 1 
ฟลูออแรนทีน/ไพรีน > 1 < 1 
ฟลูออแรนทีน/(ฟลูออแรนทีน+ไพรีน) > 0.5 < 0.5 
อินดีโน[1,2,3-ซีดี]ไพรีน/(อินดีโน[1,2,3-ซีดี]ไพรีน+เบนโซ[จีเอชไอ]เพอริลีน) > 0.5 < 0.5 
 

(Zhang และคณะ, 2011a; Li และคณะ, 2012) 
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2.1.4  การแพร่กระจายของ PAHs สู่สิ่งแวดล้อม 
PAHs สามารถแพร่กระจายไปในสิ่งแวดล้อมท้ังในอากาศ น้ าจืด น้ าทะเล ดินตะกอน และดิน 

จุดเริ่มต้นของการปนเปื้อนมักเกิดจากการปนเปื้อนของ PAHs ในอากาศ โดย PAHs มวลโมเลกุลต่ า
จะอยู่ในรูปของไอ ในขณะที่ PAHs มวลโมเลกุลสูงจะยึดเกาะกับอนุภาคในอากาศ ซึ่งส่วนใหญ่
ปริมาณ PAHs ในอนุภาคละเอียด (< 0.7 ไมโครเมตร) จะมีความเข้มข้นสูงกว่าในอนุภาคหยาบ (> 
10.9 ไมโครเมตร) อีกทั้งการยึดเกาะกับอนุภาคในอากาศที่อุณหภูมิต่ าจะเกิดขึ้นได้ดีกว่าที่อุณหภูมิสูง 
(Gupta และคณะ, 2011) นอกจากนี้ PAHs ยังสามารถตกตะกอนกับไออนที่ละลายน้ าได้บางชนิด 
เช่น ไพรีน เบนซ์[เอ]แอนทราซีน เบนโซ[บี]ฟลูออแรนทีน เบนโซ[เค]ฟลูออแรนทีน และเบนโซ[เอ]
ไพรีน สามารถตกตะกอนกับโซเดียมไอออน (Na+) และคลอไรด์ไอออน (Cl-) ได้ ท าให้สารดังกล่าว
สามารถแพร่กระจายไปในที่อ่ืนได้ด้วยลมทะเล จากนั้น PAHs ในอากาศจะแพร่กระจายสู่แหล่งน้ า
และดินด้วยการชะล้างของน้ าฝน โดยปริมาณน้ าฝนจะแปรผกผันกับปริมาณ PAHs ในอากาศ 
หมายความว่าปริมาณน้ าฝนที่เพ่ิมข้ึนจะท าให้ปริมาณ PAHs ในอากาศลดลง นอกจากนี้ยังพบว่าหิมะ
สามารถก าจัด PAHs ในอากาศได้ดีกว่าน้ าฝน เนื่องจากหิมะมีพ้ืนผิวที่มีความจ าเพาะสูง (Wang และ
คณะ, 2010b) นอกจากการแพร่กระจายของ PAHs ลงสู่แหล่งน้ าจะมาจากอากาศแล้ว ยังเกิดจาก
การปล่อยของเสียจากแหล่งชุมชนและโรงงานอุตสาหกรรม และการรั่วไหลของน้ ามันด้วย (Zhang 
และคณะ, 2013a) อย่างไรก็ตามเนื่องจากสมบัติละลายน้ าได้ต่ าและดูดซับกับอนุภาคได้สูง ท าให้ 
PAHs ส่วนใหญ่ที่ปนเปื้อนในแหล่งน้ าโดยเฉพาะอย่างยิ่ง PAHs มวลโมเลกุลสูง จะเกิดการตกตะกอน
และถูกดูดซับกับอนุภาคดินตะกอนของแหล่งน้ านั้นๆ (Zhang และคณะ, 2011a; Fukushima และ
คณะ, 2012) ส าหรับการแพร่กระจายในดิน PAHs บางส่วนสามารถน าไปใช้ได้โดยจุลินทรีย์ท้องถิ่น 
ในขณะที่ PAHs ส่วนใหญ่ไม่สามารถน าไปใช้ได้และไม่สามารถย่อยสลายได้ เนื่องจากการยึดเกาะกับ
อนุภาคในดินอย่างแข็งแรงหรือจากการแพร่กระจายเข้าไปในช่องขนาดเล็กของอนุภาคในดิน ส่งผลให้
ดินเป็นแหล่งสะสมและตกค้างของ PAHs เป็นระยะเวลานาน (Yang และคณะ, 2010; Liu และคณะ, 
2011b; Zhou และคณะ, 2013b) งานวิจัยมากมายศึกษาการแพร่กระจายและปริมาณของ PAHs 
ในสิ่งแวดล้อมต่างๆ ดังจะยกตัวอย่างต่อไปนี้ 

Wang และคณะ (2010b) วิเคราะห์ปริมาณ PAHs ในอากาศบริเวณแหล่งท่องเที่ยว Mount 
Taishan ประเทศจีน พบว่าปริมาณ PAHs ทั้งหมดในอากาศมีค่าแปรผันอย่างมากตลอดทั้งปี โดยมี
ปริมาณสูงสุดเฉลี่ย 94.24 นาโนกรัม/ลิตร ในฤดูหนาว (ธันวาคม-กุมภาพันธ์) และมีปริมาณต่ าสุด
เฉลี่ย 72.90 นาโนกรัม/ลิตร ในฤดูร้อน (มิถุนายน-สิงหาคม) โดยสารปนเปื้อนหลักส่วนใหญ่จะเป็น 
PAHs มวลโมเลกุลต่ าที่ประกอบด้วยฟีแนนทรีน (เฉลี่ย 33.31 นาโนกรัม/ลิตร) และฟลูออรีน (เฉลี่ย 
16.61 นาโนกรัม/ลิตร) และ PAHs อ่ืนๆชนิดละไม่เกิน 10 นาโนกรัม/ลิตร แหล่งที่มาของ PAHs จึง
น่าจะมาจากการเผาไหม้ถ่านหิน เนื่องจากในฤดูหนาวมีการเผาไหม้เชื้อเพลิงและถ่านหินเพ่ือให้ความ
ร้อน รวมถึงการใช้เครื่องท าความร้อนซึ่งถือเป็นแหล่งก าเนิด PAHs ในบรรยากาศอีกด้วย   

Zhang และคณะ (2013a) วิเคราะห์ปริมาณ PAHs บริเวณผิวหน้าน้ าของแม่น้ า Hun 
ประเทศจีน พบปริมาณ PAHs 16 ชนิดตามรายงานของ USEPA เฉลี่ยประมาณ 286.75 นาโนกรัม/
ลิตร ในช่วงหน้าแล้ง 3,066.79 นาโนกรัม/ลิตร ในช่วงหน้าน้ า และ 4,346.71 นาโนกรัม/ลิตร ในช่วง
ระดับน้ าคงที่ การพบ PAHs ปริมาณมากในช่วงหน้าน้ าและช่วงระดับน้ าคงที่ อาจเกิดจากการกัด
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กร่อนของดินเนื่องจากน้ า ท าให้ PAHs ที่สะสมอยู่ในดินเกิดการหลุดออกจากอนุภาคดินแล้วมาอยู่ใน
ชั้นน้ า องค์ประกอบหลักของ PAHs ที่ปนเปื้อนในช่วงหน้าแล้งและหน้าน้ าคือ PAHs ขนาด 3 วงอะโร
มาติก แต่ในช่วงหน้าน้ านั้นจะมีปริมาณ PAHs ขนาด 2 วงอะโรมาติกเพ่ิมขึ้นจากช่วงหน้าแล้ง และ
ในช่วงระดับน้ าคงที่จะมีปริมาณ PAHs ขนาด 2 วงอะโรมาติกเป็นองค์ประกอบหลัก 

Wu และคณะ (2011) วิเคราะห์ปริมาณ PAHs ทีล่ะลายในน้ าทะเล และ PAHs ที่ยึดเกาะกับ
อนุภาคในน้ าทะเล บริเวณช่องแคบระหว่างประเทศไต้หวันและจีน พบปริมาณ PAHs 15 ชนิดตาม
รายงานของ USEPA (ยกเว้นแนพธาลีน) ที่ละลายในน้ าทะเลเฉลี่ยประมาณ 19.8 นาโนกรัม/ลิตร 
โดยมีองค์ประกอบหลักคือ PAHs ขนาด 3 วงอะโรมาติก ซึ่งพบปริมาณฟีแนนทรีนและฟลูออรีน
ประมาณ 34.9 และ 26.5 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และปริมาณ PAHs ที่ยึดเกาะกับอนุภาคในน้ าทะเล
เฉลี่ยประมาณ 15.0 นาโนกรัม/ลิตร โดยมีองค์ประกอบหลักคือ PAHs ขนาด 3 และ 4 วงอะโรมาติก 
ซึ่งพบปริมาณฟีแนนทรีนและไพรีนประมาณ 21.9 และ 28.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

Zhang และคณะ (2011a) เปรียบเทียบปริมาณ PAHs ที่ปนเปื้อนในชั้นน้ าและดินตะกอนใน
ทะเลสาบ Taihu ประเทศจีน พบว่าปริมาณ PAHs ทั้งหมดที่พบในชั้นน้ าเฉลี่ยประมาณ 1,592 นาโน
กรัม/ลิตร ประกอบด้วย PAHs ขนาด 2-3 วงอะโรมาติก 94.3 เปอร์เซ็นต์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งแนพธา
ลีน (72.5 เปอร์เซ็นต์) และ PAHs ขนาด 4 วงอะโรมาติก 5.7 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ปริมาณ PAHs 
ทั้งหมดที่พบในดินตะกอนเฉลี่ยประมาณ 584 นาโนกรัม/กรัม ประกอบด้วย PAHs ขนาด 2-3 วงอะ
โรมาติก 33.6 เปอร์เซ็นต์ PAHs ขนาด 4 วงอะโรมาติก 34.4 เปอร์เซ็นต์ และ PAHs ขนาด 5-6 
วงอะโรมาติก 32.0 เปอร์เซ็นต ์

Fan และคณะ (2010) วิเคราะห์ปริมาณ PAHs ในดินตะกอนของอ่างเก็บน้ า Feitsui 
ประเทศไต้หวัน พบปริมาณ PAHs ทั้งหมด 400 นาโนกรัม/กรัม ซึ่งมีปริมาณ PAHs 16 ชนิดตาม
รายงานของ USEPA ประมาณ 236 นาโนกรัม/กรัม ชนิดของ PAHs ที่พบมากที่สุดคือเพอริลีน 
ประมาณ 41 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือฟีแนนทรีนประมาณ 17 เปอร์เซ็นต์ การพบเพอริลีนในปริมาณ
มากนั้นแสดงที่มาของ PAHs จากการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพและเคมีของธรรมชาติบริเวณนั้น 
ในขณะที่ฟีแนนทรีนแสดงถึงการปนเปื้อนจากการกระท าของมนุษย์ เช่น การเผาไหม้เชื้อเพลิง 

Liu และคณะ (2011c) เปรียบเทียบปริมาณ PAHs ที่ปนเปื้อนในดินจากย่านชุมชน ย่าน
ชนบท และบริเวณภูเขาของเมืองปักกิ่ง ประเทศจีน พบว่าปริมาณ PAHs ทั้งหมดในดินย่านชุมชน 
ย่านชนบท และบริเวณภูเขามีค่า 502, 148 และ 146 นาโนกรัม/กรัม ตามล าดับ โดยมีองค์ประกอบ
หลักคือ PAHs มวลโมเลกุลสู ง (ขนาด 4-6 วงอะโรมาติก) ประมาณ 92.8, 77.3 และ 73.4 
เปอร์เซ็นต์ของ PAHs ทั้งหมดในดินจากย่านชุมชน ย่านชนบท และบริเวณภูเขา การปนเปื้อน PAHs 
มวลโมเลกุลสูงนี้บ่งบอกถึงแหล่งที่มาของ PAHs จากการเผาไหม้เชื้อเพลิงของเครื่องจักรและ
เครื่องยนต์ ซึ่งตรงกับกิจกรรมในย่านชุมชนของเมืองปักกิ่ง ท าให้ PAHs ปนเปื้อนไปในอากาศก่อนที่
จะถูกดูดซับไว้ในดิน อย่างไรก็ตามในย่านชนบทและบริเวณภูเขานั้น อาจได้รับผลกระทบจากการ
แพร่กระจายของอากาศที่ปนเปื้อน PAHs จากย่านชุมชน ท าให้ดินในย่านชนบทและบริเวณภูเขา
ได้รับการปนเปื้อน PAHs มวลโมเลกุลสูงด้วย 
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จากตัวอย่างงานวิจัยจะเห็นได้ว่า PAHs ที่แพร่กระจายในสิ่งแวดล้อม มีสาเหตุหลักมาจาก
การกระท าของมนุษย์ (Fan และคณะ, 2010) ทั้งโดยเจตนาและไม่เจตนา เนื่องจากปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอนเป็นแหล่งของพลังงานที่ส าคัญส าหรับชีวิตประจ าวันของมนุษย์ในด้านอุปโภคบริโภค 
คมนาคม เกษตรกรรม และอุตสาหกรรม ท าให้ปริมาณการใช้ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนเพ่ิมขึ้นตาม
จ านวนประชากรมนุษย์ที่เพ่ิมขึ้น ก่อให้เกิดการผลิตและการแพร่กระจายของสารมลพิษโดยเฉพาะ
อย่างยิ่ง PAHs จึงมีความกังวลเกี่ยวกับผลกระทบที่จะเกิดจากการปนเปื้อนและการตกค้างของ PAHs 
ในสิ่งแวดล้อม ดังนั้น PAHs จึงเป็นเป้าหมายส าคัญในการบ าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอน โดยเฉพาะอย่างยิ่งการปนเปื้อนในดิน 
 
2.2  การบ าบัดดินปนเปื้อนพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนโดยชีววิธี 
 

การบ าบัดสิ่งแวดล้อมโดยชีววิธี (bioremediation) เป็นการก าจัดสารมลพิษออกจาก
สิ่งแวดล้อมโดยอาศัยความสามารถของจุลินทรีย์ ได้แก่ แบคทีเรีย ยีสต์ รา และสาหร่าย ในการใช้สาร
มลพิษเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานในการเจริญเติบโต ท าให้สารมลพิษถูกเปลี่ยนเป็นสารที่มี
ความเป็นพิษน้อยลงหรือไม่มีความเป็นพิษเลย ถือเป็นวิธีการก าจัดสารมลพิษอย่างสมบูรณ์และถาวร 
ปลอดภัยและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม ทั้งยังสามารถก าจัดสารมลพิษที่ความเข้มข้นต่ าๆได้ ซึ่งการ
บ าบัดด้วยวิธีทางกายภาพและทางเคมีไม่สามารถท าได้ แต่อาจใช้ระยะเวลาในการบ าบัดนานและไม่
สามารถคาดการณ์ได้ (Perelo, 2010; Sonal และ Reeta, 2013) กลวิธีในการบ าบัดสิ่งแวดล้อมโดย
ชีววิธีสามารถแบ่ งออกเป็น  4 ประเภท คือ  การฟ้ืนฟูสิ่ งแวดล้อมโดยธรรมชาติ  (natural 
attenuation หรือ monitored natural recovery) การกระตุ้นจุลินทรีย์ท้องถิ่นด้วยการส่งเสริม
ปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของจุลินทรีย์ เช่น สารอาหาร อากาศ เป็นต้น  (biostimulation) การ
เติมจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพส าหรับการย่อยสลายสารมลพิษที่จ าเพาะ (bioaugmentation) และ
การใช้พืชหรือสาหร่ายในการก าจัดสารมลพิษออกจากสิ่งแวดล้อม (phytoremediation) (Perelo, 
2010) 
 

2.2.1  การบ าบัดดินโดยชีววิธี 
การบ าบัดดินปนเปื้อนปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนสามารถท าได้หลายวิธี ได้แก่ กระบวนการ

ทางกายภาพ เช่น การขุดและย้ายดินที่ปนเปื้อนไปยังหลุมฝังกลบหรือไปไว้ในบริเวณที่จ ากัดให้เป็น
สถานที่ที่ทิ้งของเสีย ซึ่งมีความเสี่ยงในการเพ่ิมการปนเปื้อนให้กับเครื่องมือที่ใช้ระหว่างการขนย้าย มี
ค่าใช้จ่ายสูง ไม่เป็นที่ยอมรับของประชาชนในบริเวณนั้น และไม่ได้เป็นการท าให้สารปนเปื้อนนั้น
ลดลงหรือหมดไป (Perelo, 2010) ส าหรับกระบวนการทางเคมี ท าได้โดยการฉีดพ่นสารเคมีจ าพวก 
oxidants ซึ่งก็เป็นการเพ่ิมปริมาณสารเคมีในสิ่งแวดล้อมด้วย (Sarkar และคณะ, 2005) การบ าบัด
ดินโดยชีววิธีจึงได้รับความสนใจเนื่องจากสามารถขจัดข้อบกพร่องของวิธีการทางกายภาพและทาง
เคมีได้ อีกทั้งยังเป็นวิธีที่ง่าย ไม่อาศัยแรงงานมาก มีค่าใช้จ่ายต่ าเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการอ่ืนๆ 
(ตารางที่ 2.3) เป็นที่ยอมรับของประชาชน และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม อย่างไรก็ตาม การไม่มีข้อมูล
เกี่ยวกับจุลินทรีย์ท้องถิ่นในธรรมชาติรวมถึงปัจจัยอ่ืนๆในสิ่งแวดล้อมอาจส่งผลให้การบ าบัดโดยชีววิธี
ไม่ประสบความส าเร็จ (Perelo, 2010; Thapa และคณะ, 2012)  
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ตารางท่ี 2.3  การประเมินค่าใช้จ่ายของการบ าบัดดินแต่ละวิธ ี
 

Treatment Approximate remediation cost (£/tonne) 
Removal to landfill Up to 100 
Solidification  
Cement and Pozzolan based 25-175 
Lime based 25-50 
Vitrification 50-525 
Physical processes  
Soil washing 25-150 
Physio-chemical washing 50-175 
Vapour extraction 75 
Chemical processes  
Solvent extraction 50-600 
Chemical dehalogenation 175-450 
In situ flushing 25-80 
Surface amendments 10-25 
Thermal treatment  
Thermal desorption 25-225 
Incineration 50-1200 
Biological treatments  
Windrow turning 10-50 
Land farming 10-90 
Bioventing 15-75 
Bioslurry 50-85 
Biopiles 15-35 
In situ bioremediation 175 
 

(Semple และคณะ, 2001) 
 

งานวิจัยก่อนหน้ารายงานการบ าบัดดินปนเปื้อนปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนโดยชีววิธี ทั้งด้วย
วิธีการฟ้ืนฟูสิ่งแวดล้อมโดยธรรมชาติ ซึ่งใช้เวลานานในการบ าบัด อาจไม่จ าเพาะต่อสารบางชนิดที่
ต้องการบ าบัด และผลิตภัณฑ์จากการย่อยสลายอาจมีความเป็นพิษมากกว่าสารเดิม  (Mulligan และ 
Yong, 2004) จึงใช้วิธีการกระตุ้นจุลินทรีย์ท้องถิ่นด้วยการส่งเสริมปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของ
จุลินทรีย์ เช่น การเติมอากาศ การเติมสารอาหาร โดยสารอาหารที่น ามาเติมเป็นสารอินทรีย์หรือสาร 
อนินทรีย์จ าพวกไนโตรเจนและฟอสฟอรัสเพ่ือปรับค่าอัตราส่วนคาร์บอน :ไนโตรเจน :ฟอสฟอรัส 
(C:N:P) ให้เหมาะสม มักไม่เติมสารจ าพวกคาร์บอนเนื่องจากคาร์บอนเป็นองค์ประกอบหลักใน
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนอยู่แล้ว นอกจากนี้ยังมีการเติมสารอาหารอ่ืนๆ เช่น ปุ๋ยอนินทรีย์ 



12 

(inorganic fertilizer) ปุ๋ยหมัก (compost) ปุ๋ยคอก (manure) ขี้เลื่อย (sawdust) และวัสดุเหลือใช้
ทางการเกษตร (agricultural waste) เพ่ือเป็นสารอาหารและเป็นการเพ่ิมอากาศโดยท าให้ดินมี
ช่องว่างเพิ่มขึ้น (Sarkar และคณะ, 2005) หรือใช้วิธีการเติมจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพส าหรับการย่อย
สลายสารมลพิษท่ีจ าเพาะลงไปในดินที่ต้องการบ าบัด งานวิจัยมากมายพบว่าการบ าบัดด้วยวิธีการเติม
จุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพจะสามารถบ าบัดดินปนเปื้อนได้เร็วและมีประสิทธิภาพมากกว่าวิธีการ
ส่งเสริมปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของจุลินทรีย์และวิธีการฟ้ืนฟูสิ่งแวดล้อมโดยธรรมชาติ
ตามล าดับ ดังตัวอย่างงานวิจัยของ Bento และคณะ (2005) ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อนน้ ามันดีเซล
เปรียบเทียบวิธีการบ าบัดทางชีวภาพทั้ง 3 วิธี พบว่าการเติมจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพสามารถย่อย
สลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนขนาดเล็กและใหญ่ได้ดีกว่าการเติมสารอาหารและการฟ้ืนฟูโดย
ธรรมชาติในดิน Long Beach ประเทศสหรัฐอเมริกา อย่างไรก็ตาม ในดิน Hong Kong ประเทศจีน 
มีประสิทธิภาพการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนขนาดเล็กของการเติมจุลินทรีย์และการฟ้ืนฟู
โดยธรรมชาติไม่ต่างกัน และมีค่ามากกว่าการเติมสารอาหาร ในขณะที่ประสิทธิภาพการย่อยสลาย
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนขนาดใหญ่ของการเติมจุลินทรีย์มีค่าสูงกว่าการเติมสารอาหารและการฟ้ืนฟู
โดยธรรมชาติตามล าดับ แสดงให้เห็นถึงความแปรผันของผลการบ าบัดโดยชีววิธีอันเนื่องมาจากความ
ซับซ้อนของแต่ละสิ่งแวดล้อม ซึ่งไม่สามารถคาดการณ์ได้  

อย่างไรก็ตาม การส่งเสริมปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของจุลินทรีย์และการเติมจุลินทรีย์ที่
มีประสิทธิภาพส าหรับการย่อยสลายสารมลพิษที่จ าเพาะ เป็นที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย และถูก
น ามาใช้ร่วมกันเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการบ าบัดโดยเฉพาะอย่างยิ่งการบ าบัดในแหล่งปนเปื้อนจริง 
โดยต้องค านึงถึงการมีอยู่ของจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายสารมลพิษ ความต้องการ
สารอาหารของจุลินทรีย์ เช่น คาร์บอน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ออกซิเจน และตัวรับอิเล็กตรอน 
ตลอดจนสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการย่อยสลายสารมลพิษของจุลินทรีย์ เช่น อุณหภูมิ 
ความเค็ม ความเป็นกรด-ด่าง ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ เป็นต้น ซึ่งควรมีการศึกษา
ปัจจัยเหล่านี้ในระดับห้องปฏิบัติการและระดับภาคสนามก่อนการบ าบัดในพ้ืนที่จริง ข้อมูลที่ได้จาก
การศึกษาจะช่วยจัดการกับปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมที่จะมีผลยับยั้งการย่อยสลายสารมลพิษในพ้ืนที่จริง 
นอกจากนี้ การเลือกใช้จุลินทรีย์และรูปแบบของจุลินทรีย์ที่เหมาะสมส าหรับแต่ละพ้ืนที่ปนเปื้อน
จัดเป็นสิ่งส าคัญที่จะส่งเสริมให้การบ าบัดโดยชีววิธีประสบผลส าเร็จ และยังเป็นวิธีการแก้ปัญหาทาง
สิ่งแวดล้อมท่ีดีที่สุดในขณะนี้ (Tyagi และคณะ, 2011) 

การบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs ในระดับห้องปฏิบัติการและระดับภาคสนาม นิยมใช้หัว
เชื้อจุลินทรีย์รูปแบบต่างๆ เช่น รูปแบบน้ า รูปแบบตรึง และรูปแบบยึดเกาะบนวัสดุทางการเกษตร 
ดังจะยกตัวอย่างต่อไปนี้ 

งานวิจัยของ Cunliffe และ Kertesz (2006b) ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs เป็น
เวลานาน ความเข้มข้น 5.981 มิลลิกรัม/กรัม ด้วยแบคทีเรีย Sphingobium yanoikuyae B1 
จ านวนเซลล์เริ่มต้น 109 CFU/กรัม พบว่าสามารถก าจัด PAHs ในดินได้ 27 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 
30 วัน (ความเข้มข้นของ PAHs ณ วันที่ 30 เท่ากับ 4.384 มิลลิกรัม/กรัม) โดยสายพันธุ์ B1 จะมี
บทบาทส าคัญในการย่อยสลาย PAHs มวลโมเลกุลต่ าโดยเฉพาะอย่างยิ่งฟีแนนทรีนเมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดดินที่ไม่ได้เติมสายพันธุ์ B1 งานวิจัยของ Coppotelli และคณะ (2008) ศึกษาการบ าบัดดิน
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ปนเปื้อนฟีแนนทรีนความเข้มข้นเริ่มต้น 2000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ด้วยแบคทีเรีย Sphingomonas 
paucimobilis 20006FA จ านวนเซลล์เริ่มต้น 1.4x108 CFU/กรัม พบว่าสามารถก าจัดฟีแนนทรีนได้ 
98 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 100 วัน และมีปริมาณฟีแนนทรีนเหลืออยู่ในดินต่ ากว่าระดับมาตรฐาน 
งานวิจัยของ Nopcharoenkul และคณะ (2011) ศึกษาการย่อยสลายไพรีนในดินที่ความเข้มข้น
เริ่ ม ต้ น  300 มิ ลลิ ก รั ม /กิ โลก รัม  เป็ น ระยะ เวล า 28 วั น  โดย ใช้ สู ต รน้ าขอ งแบ คที เรี ย 
Pseudoxanthomonas sp. RN402 ที่เตรียมใหม่ (bioaugmentation I) และที่เก็บรักษาไว้นาน 
30 วัน (bioaugmentation II) จ านวนเซลล์เริ่มต้นประมาณ 108 CFU/กรัม พบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 
14 วัน ปริมาณไพรีนลดลงอย่างเห็นได้ชัดในชุด bioaugmentation ทั้ง 2 ชุด และเมื่อเวลาผ่านไป 
28 วัน พบปริมาณไพรีนเหลืออยู่เพียง 24 เปอร์เซ็นต์ใน bioaugmentation I แต่ไม่พบปริมาณไพรีน
ใน bioaugmentation II ทั้งนี้อาจเป็นเพราะพฤติกรรมการอดอาหารเป็นระยะเวลาหนึ่งๆของ
แบคทีเรีย RN402 สูตรน้ า ท าให้กระตุ้นความสามารถในการย่อยสลายไพรีนของแบคทีเรียเอง 
งานวิจัยของ Sun และคณะ (2012) ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs ความเข้มข้นเริ่มต้น 
364.276 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ประกอบด้วย PAHs ขนาด 2-3 วงอะโรมาติก 313.133 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม และขนาด 4-6 วงอะโรมาติก 51.143 มิลลิกรัม/กิโลกรัม โดยใช้วิธีการเติมสารอาหาร การ
เติมแบคทีเรีย Rhodococcus ruber Em1 ที่สามารถย่อยสลายอัลเคนและ PAHs และสามารถผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ และการเติมสารอาหารร่วมกับแบคทีเรีย เป็นระยะเวลา 175 วัน พบว่า
วิธีการบ าบัดทั้ง 3 วิธี สามารถท าให้ปริมาณ PAHs ทั้งหมดลดลง อย่างไรก็ตามการเติมสารอาหาร
เพียงอย่างเดียวสามารถลดปริมาณ PAHs ขนาด 4-6 วงอะโรมาติก ได้เพียงเล็กน้อย ในขณะที่ชุดการ
ทดลองที่มีการเติมแบคทีเรีย Em1 สามารถลดปริมาณ PAHs ขนาด 4-6 วงอะโรมาติก ได้ดี ดังนั้น
แบคทีเรีย Em1 จึงมีบทบาทส าคัญในการย่อยสลาย PAHs มวลโมเลกุลสูงในดินที่ทดสอบ 

งานวิจัยของ Li และคณะ (2005) ศึกษาการย่อยสลายฟีแนนทรีนและไพรีนในดิน เป็น
ระยะเวลา 7 วัน โดยใช้แบคทีเรีย Zoogloea sp. ตรึงใน biocarrier ซึ่งประกอบด้วยพอลิไวนิลแอล 
กอฮอลล์ 10 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมอัลจิเนต 0.5 เปอร์เซ็นต์ และผงถ่านกัมมันต์ 5 เปอร์เซ็นต์ 
ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีแนนทรีนและไพรีน คือ 85.0 และ 67.1 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ งานวิจัย
ของ Chen และคณะ (2012) ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs ด้วยแบคทีเรียสายพันธุ์ B2 ที่คัด
แยกได้จากพ้ืนที่ปนเปื้อน โดยน าแบคทีเรียมาผสมกับถ่าน  biochar ที่เกิดจากการเผาไหม้วัสดุ
ทางการเกษตรชนิดต่างๆ ได้แก่ เศษไม้ เปลือกส้ม ใบไผ่ และไม้จากต้นไพน์ แล้วตรึงในโซเดียมอัลจิ
เนต 2 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/ปริมาตร) พบว่าชุดการทดลองที่เติมแบคทีเรียตรึงที่มีถ่าน biochar 
สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการก าจัด PAHs ได้ดียิ่งกว่าชุดการทดลองที่เติมแบคทีเรียตรึงที่ไม่มีถ่าน 
biochar ทั้งนี้เนื่องจากถ่าน biochar ท าหน้าที่เป็นวัสดุดูดซับ PAHs ส่งผลให้แบคทีเรีย B2 สามารถ
เข้าถึง PAHs ได้เพ่ิมข้ึน 

งานวิจัยของ Liang และคณะ (2009) ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อนน้ ามันดิบด้วยการเพ่ิม
จ านวนจุลินทรีย์ท้องถิ่นในอาหารเหลวที่มีพาราฟินเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียว แล้วน าไปผสม
กับวัสดุตรึง ได้แก่ ถ่านคาร์บอนกัมมันต์ หรือซีโอไลต์ ก่อนน ากลับมาใส่ในดินปนเปื้อน พบว่าสามารถ
ก าจัดน้ ามันดิบได้ 48.9 เปอร์เซ็นต์ในระยะเวลา 33 วัน ซึ่งมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับชุดดินที่เติม
แบคทีเรียเซลล์อิสระ (37.4 เปอร์เซ็นต์) ชุดดินที่เติมสารอาหาร (26.3 เปอร์เซ็นต์) และชุดดินฟ้ืนฟู
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โดยธรรมชาติ (13.0 เปอร์เซ็นต์) โดยชุดดินที่เติมจุลินทรีย์ท้องถิ่นผสมกับวัสดุตรึงสามารถก าจัด
สารประกอบอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน 59.8 เปอร์เซ็นต์ และสารประกอบอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 
26.6 เปอร์เซ็นต์ อีกทั้งวัสดุตรึงยังมีหน้าที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ด้วย งานวิจัยของ Xu 
และ Lu (2010) ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อนน้ ามันดิบด้วยการเพิ่มจ านวนแบคทีเรียท้องถิ่นในอาหาร
เหลวที่มีน้ ามันดิบเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียว แล้วน าไปผสมกับวัสดุตรึงคือผงของเปลือกถั่ว
ลิสงก่อนน ากลับมาใส่ในดินปนเปื้อน พบว่าประสิทธิภาพการก าจัดปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนทั้งหมด
ในน้ ามันดิบของชุดดินฟ้ืนฟูโดยธรรมชาติ 26 เปอร์เซ็นต์ ชุดดินที่เติมแบคทีเรียท้องถิ่นรูปแบบเซลล์
อิสระ 27 เปอร์เซ็นต์ ชุดดินที่เติมผงของเปลือกถั่วลิสง 38 เปอร์เซ็นต์ และชุดดินที่เติมแบคทีเรีย
ท้องถิ่นผสมกับผงของเปลือกถั่วลิสง 61 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 12 สัปดาห์ แสดงให้เห็นว่าผงของ
เปลือกถั่วลิสงมีประสิทธิภาพในการช่วยบ าบัดดินปนเปื้อน เนื่องจากมีโครงสร้างที่เป็นรูและพ้ืนที่ผิว
มาก ทั้งยังมีความสามารถในการดูดซับสูง 

นอกจากนี้ การบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs ในระดับพ้ืนที่จริง สามารถท าได้โดยการบ าบัดใน
พ้ืนที่ปนเปื้อนจริง (in situ) เช่น landfarming หรือโดยการเคลื่อนย้ายดินปนเปื้อนไปบ าบัดใน
สถานที่อ่ืน (ex situ) เช่น composting biopiling และ bioreactors (Bamforth และ Singleton, 
2005) 

Landfarming เป็นวิธีการบ าบัดดินปนเปื้อนโดยเน้นการกระตุ้นจุลินทรีย์ท้องถิ่นด้วยการเติม
สารอาหาร น้ า และอากาศ งานวิจัยของ Straube และคณะ (2003) รายงานการบ าบัดดินปนเปื้อน 
PAHs มวลโมเลกุลสูง ความเข้มข้นเริ่มต้น 13,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของดิน ด้วยวิธี landfarming 
โดยการเติมอากาศและสารประกอบไนโตรเจน ร่วมกับการเติมแบคทีเรียผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
Pseudomonas aeruginosa 64 พบว่าประสิทธิภาพการก าจัด PAHs ทั้งหมด 87 เปอร์เซ็นต์ 
รวมถึงสามารถก าจัดเบนซ์[เอ]แอนทราซีนและเบนโซ[เอ]ไพรีนได้ 79.5 และ 11.3 เปอร์เซ็นต์ ใน
ระยะเวลา 11 เดือน งานวิจัยของ Sun และคณะ (2012) รายงานการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs ความ
เข้มข้นเริ่มต้น 364.276 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของดินแห้ง ด้วยวิธี landfarming มีประสิทธิภาพการย่อย
สลาย PAHs ทั้งหมด 23.42 เปอร์เซ็นต์ และประสิทธิภาพการย่อยสลาย PAHs ขนาด 4-6 วงอะโร
มาติก 10.10 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 175 วัน 

Composting เป็นวิธีการบ าบัดดินปนเปื้อนโดยเน้นการเติมอากาศด้วยการผสมดินปนเปื้อน
เข้ากับปุ๋ยหมักหรือวัสดุทางการเกษตร จุลินทรีย์จะย่อยสลายสารปนเปื้อนแล้วผลิตความร้อนและ
สารประกอบอินทรีย์และอนินทรีย์ขึ้น แบ่งออกเป็น 4 ช่วงตามอุณหภูมิของระบบ ได้แก่ mesophilic 
thermophilic cooling และ maturation ซึ่งแต่ละช่วงจะมีกลุ่มจุลินทรีย์ในระบบที่แตกต่างกัน 
งานวิจัยของ Sayara และคณะ (2011) ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อนสารผสมของ PAHs (ฟลูออรีน 
ฟีแนนทรีน แอนทราซีน ฟลูออแรนทีน ไพรีน เบนซ์[เอ]แอนทราซีน ไครซีน) ความเข้มข้นเริ่มต้น 
1,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของดินแห้ง ด้วยวิธี composting โดยการเติมขยะมูลฝอยจากชุมชนและ
อาหารกระต่าย ร่วมกับการเติมเชื้อรา Trametes versicolor ATCC 42530 พบว่าประสิทธิภาพการ
ย่อยสลาย PAHs ทั้งหมด 89.0 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 30 วัน เปรียบเทียบกับประสิทธิภาพของชุด
ควบคุมดินที่ไม่เติมขยะมูลฝอยจากชุมชนและอาหารกระต่ายซึ่งมีค่าเท่ากับ 29.5 เปอร์เซ็นต ์
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Biopiling เป็นวิธีการบ าบัดดินปนเปื้อนโดยการถมดินปนเปื้อนให้มีลักษณะเป็นกองๆ แล้วมี
การให้อากาศ สารอาหาร แร่ธาตุ หรือความชื้น คล้ายกับวิธี landfarming แต่แตกต่างตรงที่การให้
อากาศของวิธี biopiling จะเป็นการให้อากาศผ่านท่อที่วางอยู่ตลอดกองของดินปนเปื้อน งานวิจัย
ของ Iturbe และคณะ (2004) รายงานการบ าบัดดินปนเปื้อนปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนความเข้มข้น
เริ่มต้น  4,666 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของดิน ด้วยวิธี biopiling ความจุ 100 ลูกบาศก์เมตร ว่ามี
ประสิทธิภาพการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนทั้งหมด 85.2 เปอร์เซ็นต ์ในระยะเวลา 66 วัน 

Bioreactors เป็นวิธีการบ าบัดดินปนเปื้อนในถังปฏิกรณ์ อาจมีการเติมออกซิเจน สารอาหาร 
จุลินทรีย์ หรืออาจมีการปรับสภาวะต่างๆให้เหมาะสม เช่น อุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง เพ่ือให้
กระบวนการย่อยสลายในถังปฏิกรณ์เกิดขึ้นอย่างมีประสิทธิภาพ งานวิจัยของ Rehmann และคณะ 
(2008) ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีน ฟลูออแรนทีน และไพรีน ความเข้มข้นเริ่มต้นชนิดละ 
400 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของดิน โดยอาศัย solid-liquid two-phase partitioning bioreactor ซึ่ง
แบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอน ขั้นแรกเป็นการสกัดหรือชะล้าง PAHs ออกจากดินด้วยตัวท าละลายชนิด
ต่างๆ ได้แก่ น้ า สารลดแรงตึงผิว และไอโซโพรพานอล เพ่ือให้ PAHs ถูกดูดซับบนพอลิยูรีเทนโฟม 
ผลการสกัดพบว่าไอโซโพรพานอลสามารถชะล้าง PAHs ออกจากดินได้ดีที่สุดในเวลา 2 วัน โดยพบ
ปริมาณ PAHs บนพอลิยูรีเทนโฟมประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ของความเข้มข้น PAHs ที่ปนเปื้อนในดิน 
ขั้นต่อไปเป็นการย่อยสลาย PAHs ที่ดูดซับบนพอลิยูรีเทนโฟมในถังปฏิกรณ์ขนาด 5 ลิตร ที่มีการเติม
กลุ่มจุลินทรีย์ตรึงบนพอลิยูรีเทนโฟมและเติมอากาศในอัตรา 0.3 ลิตร/นาที สภาวะมีการเขย่า 200 
รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ผลการบ าบัดดินพบว่าประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีแนนทรีน 
ฟลูออแรนทีน และไพรีนมีค่า 78, 36 และ 62 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในระยะเวลา 14 วัน 

 

2.2.2  ปัจจัยที่มีผลต่อการบ าบัดดินโดยชีววิธี 
การบ าบัดดินโดยชีววิธีเป็นกระบวนการที่มีประสิทธิภาพในการฟื้นฟูสิ่งแวดล้อมและมีต้นทุน

ต่ า แต่การบ าบัดในพ้ืนที่จริงอาจไม่ประสบความส าเร็จและไม่ เป็นไปตามผลการทดลองใน
ห้องปฏิบัติการ รวมทั้งกระบวนการบ าบัดพ้ืนที่จริงแต่ละที่อาจใช้ไม่ได้ผลกับพ้ืนที่อ่ืนๆ เนื่องจากขาด
ข้อมูลเกี่ยวกับปัจจัยที่ควบคุมการเจริญและกระบวนการย่อยสลายสารพิษของจุลินทรีย์ รวมถึง
โครงสร้างและลักษณะของดินที่ซับซ้อนและแตกต่างกันตามแต่ละสถานที่ (Lovley และคณะ, 2003) 
การไม่ประสบผลส าเร็จในการบ าบัดดินโดยชีววิธีจึงมีสาเหตุเกี่ยวข้องกับสารปนเปื้อน (contaminant 
associated) ลักษณะของดิน (soil associated) จุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารปนเปื้อน 
(microbial associated) และวิธีการบ าบัด (bioremediation system associated) ซึ่ งแต่ละ
สาเหตุจะมีปัจจัยที่เกี่ยวข้องที่จะส่งผลกระทบต่อความสามารถในการน าสารพิษไปใช้ของจุลินทรีย์ 
(bioavailability) การถ่ายเทมวลสาร (mass transfer) และวิถีการย่อยสลายสารพิษของจุลินทรีย์ 
(microbial metabolism) ดังรูปที่ 2.3 อย่างไรก็ตาม ปัจจัยส าคัญที่ส่งผลกระทบต่อประสิทธิภาพ
การย่อยสลาย PAHs ในดินแสดงดังตารางที่ 2.4 (Mohan และคณะ, 2006) 
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รูปที่ 2.3  ภาพรวมของปัจจัยที่เก่ียวข้องกับการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs โดยชีววิธ ี
(Mohan และคณะ, 2006) 

 
ตารางท่ี 2.4  ปัจจัยส าคัญท่ีส่งผลกระทบต่อประสิทธิภาพการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs โดยชีววธิ ี
 

Factors Influence 
pH Bioavailability, Mass transfer, Microbial metabolism 
Temperature Bioavailability, Mass transfer, Microbial metabolism 
Microflora Bioavailability, Microbial metabolism 
Electron acceptor Bioavailability, Microbial metabolism 
Microenvironment Microbial metabolism 
Nutrients Microbial metabolism 
Co-substrate Microbial metabolism 
Soil properties Bioavailability, Mass transfer 
Contaminant characteristics Bioavailability, Mass transfer, Microbial metabolism 
 

(Mohan และคณะ, 2006) 
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2.2.2.1 ปัจจัยเกี่ยวข้องกับสารปนเปื้อน 
การบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs โดยชีววิธี ควรค านึงถึงชนิดและความเข้มข้นของ PAHs 

เนื่องจาก PAHs แต่ละชนิดมีลักษณะทางกายภาพและเคมีต่างกัน ท าให้ความสามารถในการเกิดการ
ย่อยสลายต่างกัน อีกทั้งความแปรผันของระดับความเข้มข้นที่ปนเปื้อนจะก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อ
จุลินทรีย์และสิ่งมีชีวิตต่างกันด้วย 

ลักษณะทางกายภาพและเคมีของ PAHs ล้วนแต่ส่งเสริมให้ PAHs เป็นสารที่ยากต่อการย่อย
สลาย เนื่องจากโครงสร้างวงอะโรมาติกของ PAHs ประกอบด้วยพายอิเล็กตรอน (π electron; Pi 
electron) จ านวนมาก จึงยากต่อการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีแบบชอบนิวเคลียส (nucleophilic) อีกทั้ง
ยังมีความเสถียรของการจัดเรียงตัวของวงอะโรมาติก เรียงตามล าดับจากความเสถียรมากไปน้อย คือ 
จัดเรียงตัวเป็นมุม เป็นกลุ่ม และเป็นเส้นตรง ความเสถียรของการจัดเรียงตัวนี้สามารถประเมินได้จาก
ค่า bond localization energy (BLE) ซึ่งจะบ่งชี้ต าแหน่งของการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและ
ศักยภาพในการเกิดไอออไนเซชันที่เกี่ยวข้องกับการแตกวงอะโรมาติก PAHs ยังมีสมบัติละลายน้ าต่ า 
จึงเป็นการยากต่อจุลินทรีย์ในการน า PAHs ไปใช้ โดย PAHs มวลโมเลกุลสูงขึ้น จะมีสมบัติการ
ละลายน้ าต่ าลงแบบลอการิทึม (Mohan และคณะ, 2006) รวมถึง PAHs มีความสามารถในการดูด
ซับกับอนุภาคดินสูง จึงเกิดการตกค้างและสะสมในดิน หากเกิดการยึดเกาะกันเป็นเวลานานด้วย
กระบวนการอันได้แก่ การแยกชั้น (partitioning) การดูดซับทางกายภาพ (adsorption) การดูดซับ
ทางเคมี (chemisorption) การแพร่กระจาย (diffusion) การละลาย (dissolution) และการจับกัน
ด้วยพันธะโควาเลนท์ (covalent binding) โอกาสในการย่อยสลาย PAHs ในดินจะยิ่งเกิดยากขึ้น 
(Cunliffe และ Kertesz, 2006b) นอกจากนี้ยังก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อจุลินทรีย์และสิ่งมีชีวิต
ต่างกัน ขึ้นอยู่กับชนิดและความเข้มข้นของ PAHs ซึ่งมีผลกระทบโดยตรงต่อการเจริญและการอยู่รอด
ของจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ระดับความเข้มข้นของ PAHs ที่ต่ าเกินไปอาจ
ไม่มีผลกระตุ้นกิจกรรมการย่อยสลายของจุลินทรีย์ และระดับความเข้มข้นที่สูงเกินไปอาจมีผลยับยั้ง
กิจกรรมการย่อยสลายของจุลินทรีย์เอง (Bamforth และ Singleton, 2005) 

2.2.2.2 ปัจจัยเกี่ยวข้องกับลักษณะของดิน 
ลักษณะทางกายภาพ เคมี และชีวภาพของดิน มีความส าคัญอย่างยิ่งต่อประสิทธิภาพการ

ย่อยสลาย PAHs ในดิน เช่น ชนิดของดิน สารปนเปื้อนอ่ืนๆ เป็นต้น 
ชนิดและองค์ประกอบของดิน เป็นปัจจัยส าคัญที่ก าหนดต าแหน่งของ PAHs เนื่องจาก

ความสามารถของ PAHs ในการดูดซับกับอนุภาคดินแต่ละชนิดนั้นไม่เท่ากัน ท าให้ PAHs สามารถ
ละลายน้ าได้ในปริมาณไม่เท่ากัน โดยดินเหนียวและดินตะกอนจะสามารถดูดซับ PAHs ได้มากกว่าดิน
ร่วนและดินทรายตามล าดับ ดังนั้นหากมีสัดส่วนของดินเหนียวและดินตะกอนต่ า จะท าให้ PAHs 
ละลายน้ าได้ในปริมาณมาก ส่งผลให้จุลินทรีย์สามารถน า PAHs ไปใช้ได้ดียิ่งขึ้น ประสิทธิภาพการ
ย่อยสลายก็ดีตามไปด้วย แต่หากมีสัดส่วนของดินเหนียวและดินตะกอนสูง ปริมาณ PAHs ที่ละลายใน
น้ าจะมีน้อย ท าให้จุลินทรีย์ย่อยสลาย PAHs แต่เพียงปริมาณน้อย ส่งผลให้ประสิทธิภาพการย่อย
สลายไม่ดีเท่าที่ควร (Mohan และคณะ, 2006) แนวทางการแก้ไขคือเพ่ิมการละลายของ PAHs 
ออกมาจากดินด้วยการใช้สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ (synthetic surfactants) หรือสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ (biosurfactants) โดยอาศัยคุณสมบัติในการลดแรงตึงระหว่างผิวที่ประจันของน้ าและ PAHs 
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(interfacial tension) (รูปที่  2.4) อย่ างไรก็ตาม งานวิจัยของ Makkar และ  Rockne (2003) 
เปรียบเทียบการส่งเสริมการย่อยสลาย PAHs ของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์และสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ พบว่าสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์สามารถยับยั้งกิจกรรมการย่อยสลาย PAHs ของจุลินทรีย์
โดยก่อให้เกิดความเป็นพิษ กระตุ้นการเจริญของจุลินทรีย์ย่อยสลายสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ หรือ
กัก PAHs ให้อยู่โครงสร้างไมเซลล์ของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ ท าให้จุลินทรีย์ย่อยสลาย PAHs ไม่
สามารถเข้าถึงและน า PAHs ไปใช้ได้ นอกจากนี้ยังอาจเกิดการตกค้างของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์
ในสิ่งแวดล้อมอีกด้วย ขณะที่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้นสามารถย่อยสลายได้เอง  ไม่มีความเป็นพิษ
หรือมีความเป็นพิษต่ า และส่วนใหญ่ไม่ได้มีโครงสร้างไมเซลล์ที่แท้จริง จึงง่ายต่อการถ่ายโอน PAHs 
ให้จุลินทรีย์ ดังกลไกการส่งเสริมการย่อยสลาย PAHs ของสารลดแรงตึงผิวแสดงในรูปที่ 2.5 

 

    
 

รูปที่ 2.4  คุณสมบัติทางกายภาพของสารลดแรงตึงผิวที่ส่งเสริมการละลายของ PAHs 
* CMC: ความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล ์(Critical micelle concentration) (Mulligan และคณะ, 2001) 
 

 
 

รูปที่ 2.5  กลไกการส่งเสริมการย่อยสลาย PAHs ของสารลดแรงตึงผิว 
* A: การได้รับ PAHs โดยตรงจากไมเซลล์; B: การได้รับ PAHs จากช้ันของเหลวหลังจากถูกปล่อยออกจากไมเซลล์; 
C: การได้รับ PAHs โดยตรงผ่านการสัมผัสระหว่างเซลล์-สารลดแรงตึงผิว-PAHs; D: การได้รับ PAHs จากไมเซลล์ไม่
แท้จริงของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Makkar และ Rockne, 2003) 
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สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ผลิตโดยจุลินทรีย์จ าพวกแบคทีเรียและยีสต์จากสารตั้งต้นต่างๆ เช่น 
สารประกอบไฮโดรคาร์บอน คาร์โบไฮเดรต และน้ ามันพืช เป็นต้น แล้วปล่อยออกมานอกเซลล์ 
แบ่งเป็น 5 ชนิดตามองค์ประกอบทางเคมีและชนิดของจุลินทรีย์ที่ผลิต (Gautam และ Tyagi, 2006) 
ดังแสดงตัวอย่างในตารางที่ 2.5 

- ไก ล โค ลิ พิ ด  (glycolipids) เช่ น  แ รม โน ลิ พิ ด  (rhamnolipids) ท รี ฮ า โล ลิ พิ ด 
(trehalolipids) โซฟอโรลิพิด (sophorolipids) 

- ลิพอเปปไทด์ (lipopeptides) และลิพอโปรตีน  (lipoproteins) เช่น เซอร์แฟคติน 
(surfactin) ไลเคนไนซิน (lichenysin) ไมโคซับทิลิน (mycosubtilin) อิทูริน  (iturin) เฟนไจซิน 
(fengycin) พลิพาสตาติน (plipastatin) 

- กรดไขมัน (fatty acids) ฟอสฟอลิพิด (phospholipids) และนิวทรัลลิพิด (neutral 
lipids) เช่น ฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีน (phosphatidylethanolamine) 

- polymeric biosurfactants เช่น อิมัลแซน (emulsan) ลิพอแซน (liposan) แมนโน
โปรตีน  (mannoprotein) สารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ โปรตีน  (polysaccharide-protein 
complex) 

- particulate biosurfactants เช่น extracellular membrane vesicle 
 

แนวโน้มการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของจุลินทรีย์สามารถตรวจสอบได้ด้วยการวัดค่าแรง
ตึงผิว (surface tension) และแรงตึงระหว่างผิวที่ประจัน (interfacial tension) การวัดดัชนีก่อเกิด
อิมัลชัน (emulsification index; E24) ระหว่างน้ ากับสารประกอบไฮโดรคาร์บอน การวัดคุณสมบัติไม่
ชอบน้ า (hydrophobicity) การวัดการละลายของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนในน้ า (Costa และ
คณะ, 2010) และการตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Tapi และคณะ, 
2010; Schmidberger และคณะ, 2013) 

งานวิจัยมากมายรายงานการส่งเสริมการย่อยสลาย PAHs ของจุลินทรีย์ด้วยการใช้สารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ (Cameotra และ Makkar, 2010) งานวิจัยของ Zhao และคณะ (2011b) รายงาน
การส่งเสริมการละลายฟีแนนทรีนจากดินในระบบ  bioslurry ด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพความ
เข้มข้น 1.5 กรัม/ลิตร ที่ผลิตจากแบคทีเรีย Acinetobacter calcoaceticus BU03 ต่อมางานวิจัย
ของ Zhao และคณะ (2011a) พบว่าแรมโนลิพิดที่ผลิตจากแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa 
ATCC9027 สามารถเพ่ิมความไม่ชอบน้ าของผิวเซลล์แบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa P-
CG3 และส่งเสริมการย่อยสลายฟีแนนทรีนของสายพันธุ์ P-CG3 อย่างไรก็ตาม แรมโนลิพิดดังกล่าวมี
ผลให้ความไม่ชอบน้ าของผิวเซลล์แบคทีเรีย Bacillus subtilis BUM ลดลง จึงยับยั้งการย่อยสลาย
ฟีแนนทรีนของสายพันธุ์ BUM นอกจากนี้ ยังพบว่าจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs 
จะสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วย  (Nie และคณะ, 2010; Reddy และคณะ, 2010; 
Ferradji และคณะ, 2014) งานวิจัยของ Yuan และคณะ (2013) คัดแยกแบคทีเรีย Acinetobacter 
sp. USTB-X ที่มีความสามารถในการย่อยสลายไพรีนและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเมื่อมีไพรีนเป็น
แหล่งคาร์บอน และงานวิจัยของ Ferradji และคณะ (2014) คัดแยกแบคทีเรีย Streptomyces spp. 
AB1, AH4 และ AM2 ที่มีความสามารถในการย่อยสลายแนพธาลีนและน้ ามันดิบและยังสามารถผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้อีกด้วย 
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ตารางท่ี 2.5  ตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากจุลินทรีย์ส าหรับการบ าบัดสิ่งแวดล้อมโดยชีววิธี 
 

สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ 

จุลินทรีย์ สารตั้งต้น สารพิษในสิ่งแวดล้อม อ้างอิง 

แรมโนลิพิด Pseudomonas alcaligenes PCL น้ ามันปาล์ม (3%) - Oliveira และคณะ, 2009 

 Pseudomonas aeruginosa UFPEDA614 กลีเซอรอล - Neto และคณะ, 2009 

 Pseudomonas aeruginosa L 2-1  น้ ามันจากการปรุงอาหาร น้ ามันปิโตรเลียม Costa และคณะ, 2010 

 Pseudomonas aeruginosa MTCC 2297 น้ ามันร าข้าวที่ผ่านการใช้งาน 
(3.48%) 

คอปเปอร์ Venkatesh และ Vedaraman, 
2012 

 Pseudoxanthomonas sp. PNK-04 แมนนิทอล (2%) สารประกอบอะโรมาติก Nayak และคณะ, 2009 

 Alcaligenes faecalis  น้ ามันดีเซล (2%) น้ ามันปิโตรเลียม Bharali และคณะ, 2011 

ทรีฮาโลลิพิด Rhodococcus sp. PML026 น้ ามันดอกทานตะวัน (2%) - White และคณะ, 2013 

โซฟอโรลิพิด Candida bombicola NRRL Y-17069 หางนม (9%) กลูโคส (1%) และ
กรดไขมันโอเลอิก (10%) 

- Daverey และ Pakshirajan, 2010 

แมนโนซิลอิริ 
ทริทอลลิพิด 

Calyptogena soyoae SY62 น้ ามันมะกอก (5%) - Konishi และคณะ, 2010 

เซอร์แฟคติน Bacillus subtilis ATCC 21332 กลูโคส (4%) น้ ามันดีเซล Whang และคณะ, 2008 

ลิพอเปปไทด์ Bacillus sp. I-15 กลูโคส น้ ามันดิบ Ismail และคณะ, 2013 

 Bacillus subtilis DSVP23 น้ ามันจากสลัดจ์ น้ ามันปิโตรเลียม Pemmaraju และคณะ, 2012 

อิมัลแซน Acinetobacter venetianus RAG-1  ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน Dams-Kozlowska และคณะ, 2008 
 

- หมายถึง ไม่ได้ทดสอบการบ าบัดสิ่งแวดล้อมปนเปื้อนสารพิษ แต่มีสมบัติที่ดีในการน าไปใช้ในการบ าบัดสิ่งแวดล้อมโดยชีววิธี 

20 
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นอกจากนี้ การมีอยู่ของสารปนเปื้อนอ่ืนๆอาจมีผลยับยั้งหรือส่งเสริมการย่อยสลาย PAHs ใน
ดินได้ เนื่องจาก PAHs ที่ปนเปื้อนมักมาจากการปนเปื้อนปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนหรือน้ ามัน ซึ่ง
ประกอบด้วยสารอินทรีย์และสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่มีมวลโมเลกุลต่างๆทั้งที่มีโครงสร้างเป็นอะ
ลิฟาติกและอะโรมาติก (Khodadadi และคณะ, 2012) ล าดับการย่อยสลายทางชีวภาพของ
องค์ประกอบในน้ ามัน เรียงจากความง่ายไปยากได้ดังนี้ n-alkanes > branched-chain alkanes > 
branched alkenes > low molecular weight n-alkyl aromatics > monoaromatics > 
cyclic alkanes > PAHs >> asphaltenes (Tyagi และคณะ, 2011) ซึ่งองค์ประกอบส่วนใหญ่
สามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้ง่ายกว่า PAHs อย่างไรก็ตาม อัลเคน (n-alkanes) เป็นองค์ประกอบ
ในน้ ามันปิโตรเลียมที่มีปริมาณมาก แบ่งได้เป็น 4 ประเภทตามจ านวนอะตอมคาร์บอน ได้แก่ อัลเคน
ที่มีจ านวนคาร์บอน 1-11 อะตอม (short-chain liquid n-alkanes; SLA) จ านวนคาร์บอน 12-16 
อะตอม (long-chain liquid n-alkanes; LLA) จ านวนคาร์บอน 17-28 อะตอม (short-chain solid 
n-alkanes; SSA) และจ านวนคาร์บอนมากกว่า 28 อะตอม (long-chain solid n-alkanes; LSA) 
ส่วนใหญ่สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพโดยเฉพาะอย่างยิ่ง LLA และ SSA เนื่องจากมีสมบัติละลาย
น้ าได้น้อย จึงมีความเป็นพิษต่อเซลล์จุลินทรีย์ต่ า ท าให้เกิดการย่อยสลายได้โดยจุลินทรีย์ภายใน
ระยะเวลาไม่นาน ในขณะที่ LSA สามารถละลายน้ าได้น้อยมาก จึงเกิดการย่อยสลายทางชีวภาพช้า
กว่า แต่ส าหรับ SLA จะมีความเป็นพิษต่อจุลินทรีย์มากเนื่องจากสามารถละลายน้ าได้มาก จึงเข้าไป
ท าลายไขมันบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์และยับยั้งการท างานของจุลินทรีย์ย่อยสลายสารพิษ 
(Plohl และ Leskovšek, 2002) งานวิจัยของ Feitkenhauer และคณะ (2003) ศึกษาผลของเฮกซะ
เดคเคนต่อการย่อยสลายไพรีนของแบคทีเรีย Thermus brockii sp. Hamburg ที่สามารถทน
อุณหภูมิสูง พบว่าแบคทีเรียดังกล่าวสามารถย่อยสลายไพรีนได้ในสภาวะที่มีเฮกซะเดคเคนที่อุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 36 ชั่วโมง อีกทั้งยังสามารถย่อยสลายเฮกซะเดคเคนได้อีกด้วย ดังนั้น
เฮกซะเดคเคนจึงไม่มีผลยับยั้งการย่อยสลายไพรีนของสายพันธุ์  Hamburg ในสภาวะที่ทดลอง ยิ่งไป
กว่านี้เฮกซะเดคเคนยังส่งเสริมการย่อยสลายไพรีน เนื่องจากเฮกซะเดคเคนหรืออัลเคนสายยาวชนิดที่
สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพจะช่วยเพ่ิมการละลายของไพรีน ท าให้เพ่ิมโอกาสของแบคทีเรียใน
การสัมผัสไพรีนด้วย 

2.2.2.3 ปัจจัยเกี่ยวข้องกับจุลินทรีย์ท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารปนเปื้อน 
ความหลากหลายและความอุดมสมบูรณ์ของจุลินทรีย์ท้องถิ่นก็เป็นปัจจัยส าคัญในการบ าบัด

ดิน โดยเฉพาะอย่างยิ่งจุลินทรีย์ท้องถิ่นที่มีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs งานวิจัยมากมาย
ตรวจสอบจุลินทรีย์ย่อยสลาย PAHs และ/หรือตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ใน
ตัวอย่างดินชนิดต่างๆ เพื่อใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นในการประเมินการบ าบัดโดยชีววิธี การตรวจสอบการ
มีอยู่ของแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs สามารถท าได้หลายวิธี ได้แก่ การคัดแยกแบคทีเรียย่อยสลาย 
PAHs (Liu และคณะ, 2010) การนับจ านวนแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ด้วยวิธี Most probable 
number (MPN) (Uyttebroek และคณะ, 2006) การตรวจประชาคมจุลินทรีย์ด้วยวิธี PCR-DGGE 
(Cui และคณะ, 2008) ส าหรับการตรวจสอบปริมาณของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ใน
ตัวอย่างสิ่งแวดล้อมสามารถท าได้ด้วยวิธี quantitative PCR (Marcos และคณะ, 2012)  
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งานวิจัยของ Bengtsson และคณะ (2013) ศึกษาประชาคมจุลินทรีย์ด้วยวิธี PCR-DGGE 
ของยีนบริเวณ 16S rDNA และยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ด้วยวิธี PCR ในดินปนเปื้อนครี
โอโสท ประเทศสวีเดน แล้วน ามาวิเคราะห์เชิงพ้ืนที่ (spatial analysis) โดยใช้เทคนิคสถิติทาง
ภู มิ ศาสตร์  (Geostatistical technique) ผลการทดลองแสดงดั งรูปที่  2.6 แสดงให้ เห็ น ว่ า
ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณการปนเปื้อน PAHs และประชาคมจุลินทรีย์เป็นไปในเชิงบวก รวมถึง
การมีอยู่ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs แสดงให้เห็นถึงศักยภาพในการย่อยสลาย PAHs 
ในดินชนิดนี้ การบ าบัดทางชีววิธีจึงอาจท าได้โดยการกระตุ้นจุลินทรีย์ท้องถิ่นให้ท างาน 
 

 
 

รูปที่ 2.6  การกระจายเชิงพ้ืนที่ของปริมาณ PAHs (a) ความหลากหลายและการกระจายตัวของ
จุลินทรีย์ (b และ c) และยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลาย PAHs (d-f) ของดินปนเปื้อนครีโอโสท 

(Bengtsson และคณะ, 2013) 
 

2.2.2.4 ปัจจัยเกี่ยวข้องกับวิธีการบ าบัด 
ระบบการบ าบัดที่ใช้และสภาวะการบ าบัด เช่น ปริมาณสารอาหาร ปริมาณออกซิเจน ตัวรับ

อิเล็กตรอน อุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง ความชื้น ความเค็ม ฯลฯ ล้วนแต่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการ
บ าบัด ดังนั้นจึงต้องควบคุมสภาวะการบ าบัดให้เหมาะสม อย่างไรก็ตามสิ่งแวดล้อมในธรรมชาติมักมี
ปัจจัยทางกายภาพแปรผันไปตามฤดูกาล ยากต่อการควบคุมสภาวะให้เหมาะสมต่อการบ าบัดในพ้ืนที่
ปนเปื้อน ทั้งนี้การบ าบัดด้วยถังปฏิกรณ์จึงเป็นทางเลือกที่ดีในการก าจัดสารพิษในดิน เนื่องจาก
สามารถถ่ายเทมวลได้ดีในสภาวะการบ าบัดที่เหมาะสม ท าให้ความสามารถในการน าสารพิษไปใช้ของ
จุลินทรีย์สูง แต่อาจมีต้นทุนสูงกว่าเมื่อเทียบกับวิธีทางชีวภาพอ่ืนๆ (Mohan และคณะ, 2006) 
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- สารอาหาร 
แม้ว่าในธรรมชาติจะมีความหลากหลายของจุลินทรีย์สูง แต่บางครั้งอาจมีจ านวนจุลินทรีย์

ย่อยสลาย PAHs ไม่เพียงพอ จึงต้องกระตุ้นให้มีการเพ่ิมจ านวนจุลินทรีย์โดยการเติมสารอาหาร เมื่อ
กระบวนการย่อยสลายเกิดขึ้น PAHs มวลโมเลกุลต่ าจะถูกย่อยสลายก่อน จากนั้นปริมาณสารอาหาร
จะลดลง ท าให้มีปริมาณสารอาหารไม่เพียงพอต่อการย่อยสลาย PAHs มวลโมเลกุลสูงต่อไป (Thapa 
และคณะ, 2012) 

- ออกซิเจน/ตัวรับอิเล็กตรอน 
ในธรรมชาติการย่อยสลาย PAHs สามารถเกิดได้ทั้งแบบใช้และไม่ใช้อากาศ แต่กระบวนการ

ย่อยสลายแบบไม่ใช้อากาศนั้นอาจก่อให้เกิดผลิตภัณฑ์ที่มีความเป็นพิษ (Bamforth และ Singleton, 
2005) จึงนิยมใช้กระบวนการย่อยสลายแบบใช้อากาศเป็นส่วนใหญ่ ซึ่งออกซิเจนจะมีความส าคัญต่อ
การแตกวงอะโรมาติก หากมีการปนเปื้อน PAHs ในปริมาณมาก ออกซิเจนจะถูกน าไปใช้ในปริมาณ
มากเช่นกัน ก่อให้เกิดเป็นสภาวะไร้อากาศในดิน จากนั้นแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ที่ไม่ใช้อากาศจะ
มีบทบาทในการย่อยสลายขึ้นมาแทน โดยใช้ตัวรับอิเล็กตรอน เช่น ไนเตรต ไอรอน (III) หรือซัลเฟต 
แต่ตัวรับอิเล็กตรอนดังกล่าวจะท าให้ได้พลังงานต่ า ท าให้กิจกรรมการย่อยสลาย PAHs ของจุลินทรีย์
ต่ าและใช้เวลานาน (Thapa และคณะ, 2012) 

- อุณหภูมิ 
อุณหภูมิในสิ่งแวดล้อมตามธรรมชาติมีการแปรผันตามฤดูกาลตลอดทั้งปี อย่างไรก็ตาม

กระบวนการย่อยสลาย PAHs ทางชีวภาพสามารถเกิดขึ้นได้ที่อุณหภูมิช่วงกว้าง ขึ้นอยู่กับชนิดของ
จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลาย แต่การศึกษาวิจัยส่วนใหญ่เน้นช่วงอุณหภูมิปานกลาง 
(mesophilic) ท าให้อุณหภูมิที่เหมาะสมในการย่อยสลาย PAHs ส่วนใหญ่อยู่ในช่วงอุณหภูมิปาน
กลาง (Bamforth และ Singleton, 2005) นอกจากอุณหภูมิจะมีผลต่อการเจริญและการย่อยสลาย
ของจุลินทรีย์แล้ว ยังมีผลต่อองค์ประกอบทางกายภาพและเคมีของดินซึ่งจะมีผลกระทบต่อ
ความสามารถในการน า PAHs ไปใช้ของจุลินทรีย์อีกด้วย (Tyagi และคณะ, 2011) 

- ปัจจัยอื่นๆ 
ปัจจัยอื่นๆ เช่น ความเป็นกรด-ด่าง ความชื้น ความเค็ม ชนิดและปริมาณของหัวเชื้อจุลินทรีย์

ที่เติมลงไป ก็มีผลต่อการย่อยสลาย PAHs ในดิน โดยจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะมีปัจจัยเหล่านี้ที่เหมาะสม
ต่อการเจริญและกิจกรรมการย่อยสลาย PAHs แตกต่างกัน 

งานวิจัยของ Chen และคณะ (2008) ศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมต่อการย่อยสลายฟีแนนทรีน 
ของแบคทีเรีย Sphingomonas sp. ในดินตะกอนป่าชายเลนด้วยการออกแบบการทดลองมุมฉาก 
(orthogonal experimental design) พบว่าสภาวะที่เหมาะสมต่อการย่อยสลายฟีแนนทรีนในดิน
ของแบคทีเรียดังกล่าว คือ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเค็ม 15 ล้านล้านส่วน (parts per 
trillion; ppt) อัตราส่วนของคาร์บอน:ไนโตรเจน 100:1 และปริมาณหัวเชื้อแบคทีเรียที่เติมลงไป 106 
MPN/กรัม โดยปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการย่อยสลายฟีแนนทรีนมากที่สุด คือ ความเค็มและปริมาณหัว
เชื้อแบคทีเรีย แม้ว่าสภาวะการบ าบัดที่เหมาะสมในแต่ละพ้ืนที่จะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของ
จุลินทรีย์ย่อยสลายสารพิษ อย่างไรก็ตามสามารถประมาณค่าที่เหมาะสมของปัจจัยต่างๆต่อการย่อย
สลาย PAHs ในดินได้ตามตารางที่ 2.6   
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ตารางท่ี 2.6  ค่าท่ีเหมาะสมของปัจจัยต่างๆต่อการย่อยสลาย PAHs ในดิน 
 

ปัจจัย ค่าท่ีเหมาะสม หมายเหตุ อ้างอิง 
สารอาหาร 100 : 10 : 1 อัตราส่วนคาร์บอน :ไนโตรเจน :

ฟอสฟอรัส 
Leys และคณะ, 2005a;  
Thapa และคณะ, 2012 

ออกซิเจน 10-40 % วิเคราะห์ในรูพรุนของดิน Thapa และคณะ, 2012 

อุณหภูมิ 20-30 องศา
เซลเซียส 

อุณหภูมิต่ า-ลดกิจกรรมการย่อย
สลายของจุลินทรีย์ 
อุณหภูมิสู ง-การละลายน้ าของ 
PAHs เพ่ิมขึ้น ปริมาณออกซิเจน
ละลายน้ าต่ าลง จึงลดกิจกรรมการ
ย่อยสลายของจุลินทรีย์ใช้อากาศ 

Bamforth และ Singleton, 
2005; Thapa และคณะ, 
2012 

ความเป็นกรด-
ด่าง 

6.5-8.0 สภาวะกรดหรือด่างรุนแรง-ลด
กิ จ ก ร รม ก ารย่ อ ย ส ล าย ข อ ง
จุลินทรีย์ 

Tyagi และคณะ, 2011;  
Thapa และคณะ, 2012 

ความชื้น 30-90 % ความชื้นต่ า-ยับยั้งการเจริญและ
การย่อยสลายของจุลินทรีย์ 
ความชื้นสูง-ลดปริมาณอากาศใน
ดิน จึงลดกิจกรรมการย่อยสลาย
ของจุลินทรีย์ใช้อากาศ 

Tyagi และคณะ, 2011;  
Thapa และคณะ, 2012 

ความเค็ม มีการศึกษา
น้อยมาก 

ความเค็มสูง-ยับยั้งกิจกรรมการ
ย่อยสลายของจุลินทรีย์ 

Chen และคณะ, 2008 

 
2.2.3  เทคนิคชีววิทยาโมเลกุลในการตรวจติดตามการบ าบัด 
กระบวนการบ าบัดโดยชีววิธีจะเกี่ยวข้องกับองค์ประกอบหลักๆ คือ จุลินทรีย์ท้องถิ่นหรือ

จุลินทรีย์ที่ถูกเติมลงไปในสิ่งแวดล้อม ความสามารถในการย่อยสลายสารพิษของจุลินทรีย์ และการ
ตอบสนองต่อการเปลี่ยนแปลงสภาวะแวดล้อมของจุลินทรีย์ องค์ประกอบเหล่านี้สามารถใช้ประเมิน
ประสิทธิภาพการบ าบัดที่เกิดขึ้นในสิ่งแวดล้อม จึงมีการประยุกต์ใช้เทคนิคชีววิทยาโมเลกุลในการ
ตรวจติดตามการบ าบัดสิ่งแวดล้อมท่ีมีความซับซ้อน (รูปที่ 2.7) (Lovley และคณะ, 2003; Maphosa 
และคณะ, 2012) ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้เวลาด าเนินงานต่ า มีความถูกต้องและความแม่นย าสูง สามารถศึกษา
ได้ทั้งจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้และยังไม่สามารถคัดแยกได้ในห้องปฏิบัติการ จึงเป็นการปรับปรุงความ
เข้าใจเกี่ยวกับกิจกรรมของจุลินทรีย์และวิถีการย่อยสลายสารพิษ เพ่ือที่จะท าให้กระบวนการบ าบัด
โดยชีววิธีประสบผลส าเร็จ (Widada และคณะ, 2002b; Malik และคณะ, 2008) 

2.2.3.1 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
PCR เป็นเทคนิคการสังเคราะห์ชิ้นส่วนของ DNA ในหลอดทดลอง โดยอาศัยไพร์เมอร์ที่

จ าเพาะต่อยีนบริเวณท่ีต้องการเพิ่มจ านวน จึงสามารถใช้ในการตรวจหาจุลินทรีย์หรือยีนที่จ าเพาะ 
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รูปที่ 2.7  เทคนิคชีววิทยาโมเลกุลที่ใช้ในการตรวจติดตามการบ าบัดสิ่งแวดล้อม 
(Desai และคณะ, 2010) 

 
งานวิจัยของ Leys และคณะ (2004) ออกแบบไพร์เมอร์ Sphingo108f และ Sphingo420r 

ที่ จ า เพ าะต่ อ ยี น บ ริ เวณ  16S rDNA ของแบ คที เรี ย แก รมลบ  Sphingomonas ใน แฟ มิ ลี่ 
Sphingomonadaceae กลุ่ม Alpha-proteobacteria เพ่ือใช้ตรวจหาแบคทีเรียดังกล่าวในดิน
ปน เปื้ อน  PAHs ด้ วย เทคนิ ค  PCR พบว่าไพร์ เมอร์ดั งกล่ าวมี ความจ าเพาะต่ อแบคที เรีย 
Sphingomonas สูง โดยสามารถจับกับ Sphingomonas ได้หลายสายพันธุ์ เกิดผลิตภัณฑ์ PCR 
ขนาด 352 bp และยังสามารถจับกับแบคทีเรียจีนัสอ่ืนๆในแฟมิลี่เดียวกัน ได้แก่ Porphyrobacter, 
Erythrobacter, Erythromicrobium และ Zymomonas แต่ไม่สามารถจับกับแบคทีเรียอ่ืนในกลุ่ม 
Alpha-proteobacteria ได้ ต่อมา Leys และคณะ (2005b) ออกแบบไพร์เมอร์ MYCO66f และ 
MYCO600r ที่จ าเพาะต่อยีนบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียแกรมบวก Mycobacterium ซึ่งจัดอยู่
ในกลุ่ม fast-growing mycobacteria เพ่ือใช้ตรวจหาแบคทีเรียดังกล่าวในดินปนเปื้อน PAHs ด้วย
เทคนิค PCR พบว่าไพร์เมอร์ดังกล่าวมีความจ าเพาะต่อแบคทีเรีย Mycobacterium สูง โดยเฉพาะ
อย่างยิ่ง M. frederiksbergense และ M. austroafricanum เกิดผลิตภัณฑ์ PCR ขนาด 578 bp 
งานวิจัยของ Chadhain และคณะ (2006) ออกแบบไพร์เมอร์ Rieske_f และ Rieske_r จากล าดับ
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กรดอะมิโนบริเวณหน่วยย่อยแอลฟาของยีนไดออกซิจีเนสเพ่ือใช้ตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อย
สลายอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนด้วยเทคนิค PCR พบว่าไพร์เมอร์ดังกล่าวสามารถจับกับยีนไดออกซิ
จีเนสที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายเบนซีน โทลูอีน แนพธาลีน ฟีแนนทรีน และไบฟีนิลได้ เกิด
ผลิตภัณ ฑ์  PCR ขนาด 78 bp โดยทดสอบกับแบคที เรียหลายชนิ ด  ได้ แก่  Burkholderia 
xenovorans LB4 0 0 , Comamonas testosteroni GZ3 9 , Pseudomonas putida F1  แ ล ะ 
Pseudomonas putida NCIB 9816-4 และงานวิจัยของ Ding และคณะ (2010) ออกแบบไพร์เมอร์ 
PAH-RHDα-396F และ PAH-RHDα-696R จากล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณหน่วยย่อยแอลฟาของยีนได
ออกซิจีเนส ได้แก่ ยีน phdAc, narAa, nidA ของแบคทีเรียแกรมบวก และยีน nahAc, phnAc, 
nagAc, bphA1, ndo-3, ndo-5 ของแบคทีเรียแกรมลบ เพ่ือใช้ตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อย
สลายอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในดินปนเปื้อนฟีแนนทรีนด้วยเทคนิค PCR พบว่าไพร์เมอร์มี
ความจ าเพาะต่อยีนไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์ เกิด
ผลิตภัณฑ์ PCR ขนาด 320 bp 

2.2.3.2 Reverse transcription PCR (RT-PCR) 
RT-PCR เป็นเทคนิคการสังเคราะห์ชิ้นส่วนของ RNA ในหลอดทดลอง ซึ่ง RNA จะถูก

คัดลอกแบบย้อนกลับเป็น cDNA (complementary DNA) ด้วยเอนไซม์รีเวิร์สทรานสคริปเทส 
(reverse transcriptase) จากนั้น cDNA จะเป็นแม่แบบในการสังเคราะห์ชิ้นส่วนของ DNA ใน
ปฏิกิริยา PCR ต่อไป กระบวนการ RT-PCR สามารถน ามาใช้ในการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนใน
จุลินทรีย์ที่มีบทบาทในกระบวนการบ าบัดสิ่งแวดล้อม 

งานวิจัยของ Kim และคณะ (2006b) ตรวจสอบการแสดงออกของยีน  nidA3B3 ของ
แบคทีเรีย Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีซอบิทอลหรือ PAHs ชนิด
ต่างๆ ได้แก่ แนพธาลีน แอนทราซีน ฟีแนนทรีน ฟลูออแรนทีน ไพรีน เบนซ์[ เอ]แอนทราซีน เป็น
แหล่งคาร์บอน ด้วยวิธี RT-PCR พบว่ายีน nidA3B3 จะแสดงออกเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มี PAHs ทุก
ชนิด ยกเว้นเบนซ์[เอ]แอนทราซีน แต่ไม่แสดงออกเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีซอบิทอล (รูปที่ 2.8) ดังนั้น
ยีน nidA3B3 จึงเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายแนพธาลีน แอนทราซีน ฟีแนนทรีน ฟลูออแรนทีน และ
ไพรีน 
 

 
 

รูปที่ 2.8  การแสดงออกของยีน 16S rRNA และ nidA3B3 ของ Mycobacterium vanbaalenii 
PYR-1 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ 

(Kim และคณะ, 2006b) 
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2.2.3.3 Real time PCR / Quantitative PCR (qPCR) 
Real time PCR เป็นเทคนิคที่พัฒนามาจากเทคนิค PCR ให้สามารถวัดปริมาณผลิตภัณฑ์ 

PCR ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นมาได้ทันที อาศัยพ้ืนฐานของการตรวจวัดสัญญาณการเรืองแสงในระหว่าง
ขั้นตอนการเพิ่มจ านวน การเรืองแสงของผลิตภัณฑ์ PCR เกิดจากการจับกันระหว่าง DNA สายคู่ และ
สารเรืองแสงประเภทฟลูออโรโครม (fluorochrome) เช่น SYBR green แล้วถูกกระตุ้นด้วยแสง UV 
จึงมีการคายพลังงานออกมาเป็นแสงของฟลูออเรสเซนต์ จากนั้นสารเรืองแสงจะหลุดออกจากสาย 
DNA เมื่อ DNA กลายเป็นสายเดี่ยวในช่วง denaturation ท าให้การเรืองแสงลดลง ซึ่งระดับความ
เข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ถูกปล่อยออกมาจะสอดคล้องกับปริมาณผลิตภัณฑ์ PCR ที่เกิดขึ้น โดย
จ านวนรอบของ PCR ที่เพ่ิมขึ้นท าให้ระดับความเข้มของแสงเพ่ิมขึ้นเช่นกัน จึงสามารถน ามาใช้
วิเคราะห์ปริมาณของยีนที่มีบทบาทในกระบวนการบ าบัดในขณะนั้นได้ 

งานวิจัยของ Cébron และคณะ (2008) ตรวจหาปริมาณของยีน 16S rDNA และยีนไดออก
ซิจีเนสของแบคทีเรียแกรมบวก (PAH-RHDα GP) และแบคทีเรียแกรมลบ (PAH-RHDα GN) ใน
ตัวอย่างดินและดินตะกอน 8 ชนิด ได้แก่ F, FGWUS, B, H, NM, T5R, Z5 และ Z12 พบว่าปริมาณยีน 
16S rDNA อยู่ ในช่วง 4.9±2.5 x 108 ถึง 4.2±1.2 x 109 copies/กรัม และปริมาณยีนไดออกซิ
จีเนสของแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบพบอยู่ในช่วง 4.4±2.4 x 104 ถึง 4.7±2.4 x 107 copies/
กรัม โดยเฉพาะอย่างยิ่งในตัวอย่างดินและดินตะกอนที่พบการปนเปื้อนของ PAHs ปริมาณมาก (H, 
NM, T5R และ Z12) 

2.2.3.4 Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
DGGE เป็นเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสที่ใช้ในการแยกชิ้น DNA สายคู่ ที่มีขนาดเท่ากันประมาณ 

100-500 bp แต่ล าดับนิวคลีโอไทด์ต่างกัน โดยอาศัยความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้นเป็นเกรเดียนท์ของ 
denaturant ได้แก่ ยูเรีย (urea) และฟอร์มาไมด์ (formamide) เพ่ือท าลายพันธะไฮโดรเจนระหว่าง 
DNA สายคู่ในระหว่างการเคลื่อนที่ไปในตัวกลางเจลพอลิอะคริลาไมด์ (polyacrylamide) ความ
เข้มข้น 8 เปอร์เซ็นต์ รวมถึงการใช้อุณหภูมิสูงในการท าลายพันธะระหว่างคู่เบส G-C ด้วย เมื่อ DNA 
เคลื่อนที่ถึงความเข้มข้น denaturant ที่เหมาะสม จะเกิดการท าลายสายคู่ของ DNA ส่งผลให้ DNA 
เคลื่อนที่ช้าลงและหยุดการเคลื่อนที่ โดยความเข้มข้นของ denaturant ที่แตกต่างกัน จะสามารถ
แยกล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต่างกันในจุลินทรีย์แต่ละชนิด ส่งผลให้ DNA ของจุลินทรีย์แต่ละชนิดหยุด
การเคลื่อนที่ ณ ต าแหน่งที่ต่างกัน นิยมใช้ในการประเมินประชาคมของจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อมทั้ง
อากาศ น้ า ดินตะกอน ดิน และสลัดจ์ (Teixeira และคณะ, 2010; Kourtev และคณะ, 2011; Pires 
และคณะ, 2012; Sun และคณะ, 2013; Evans และคณะ, 2014) 

งานวิจัยของ Viñas และคณะ (2005) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียระหว่าง
การย่อยสลาย PAHs ในดินปนเปื้อนครีโอโสท ณ วันที่ 0, 21, 45, 90, 135 และ 200 ด้วยวิธี PCR-
DGGE บริเวณ V3-V5 ของยีน 16S rDNA (ไพร์เมอร์ 16F341-GC และ 16R907) และใช้ความเข้มข้น
ของ denaturant 35-70 เปอร์เซ็นต์ โดยแบ่งชุดการทดลองออกเป็นชุดดินที่ผ่านการท าแห้ง ชุดดินที่
ไม่เติมสารอาหาร และชุดดินที่เติมสารอาหาร พบว่าแบคทีเรียในชุดดินที่ไม่เติมสารอาหารและชุดดิน
ที่เติมสารอาหาร มีความหลากหลายและปริมาณของแบคทีเรียมากเมื่อเปรียบเทียบกับชุดดินที่ผ่าน
การท าแห้งซึ่งไม่มีการเปลี่ยนแปลงความหลากหลายของแบคทีเรียจนสิ้นสุดการทดลอง ซึ่งประชาคม
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แบคทีเรียในชุดดินที่ไม่เติมสารอาหารและชุดดินที่เติมสารอาหาร มีการเปลี่ยนแปลงความหลากหลาย
และปริมาณเพ่ิมขึ้นในระยะแรกของการทดลอง (วันที่ 0-45) และเริ่มคงที่ในระยะต่อมา (วันที่ 45-
200) อย่างไรก็ตาม เมื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของแถบ DNA จาก DGGE พบว่าชุดดินที่ไม่เติม
สารอาหารมีจ านวน Gamma-proteobacteria และ Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides 
เ พ่ิ ม ขึ้ น  ใน ข ณ ะที่ ชุ ด ดิ น ที่ เติ ม ส า รอ าห า ร  มี จ า น ว น  Beta-proteobacteria, Gamma-
proteobacteria และแบคทีเรียแกรมบวกที่มีปริมาณ G+C สูง เพ่ิมขึ้น ดังนั้นวิธีการเติมสารอาหาร
ลงไปในดินส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงชนิดของแบคทีเรียท้องถิ่นที่มีบทบาทส าคัญระหว่างการบ าบัด 

งานวิจัยของ Nopcharoenkul และคณะ (2011) ตรวจติดตามการมีอยู่ของแบคทีเรีย 
Pseudoxanthomonas sp. RN402 ระหว่างการก าจัดไพรีนในดิน ด้วยวิธี PCR-DGGE บริเวณ V3 
ของยีน 16S rDNA (ไพร์เมอร์ 341F-GC และ 543R) และใช้ความเข้มข้นของ denaturant 30-70 
เปอร์เซ็นต์ พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ RN402 มีปริมาณเพ่ิมขึ้น และยังคงมีอยู่ในชุดที่มีการเติม
แบคทีเรียสายพันธุ์ดังกล่าวตลอดการทดลอง 

2.2.3.5 เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลอื่นๆ 
นอกจากนี้ ยังมีเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลอ่ืนๆที่น ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจติดตามการ

บ าบัดสิ่งแวดล้อมปนเปื้อนสารประกอบไฮโดรคาร์บอน เช่น Random amplified polymorphic 
DNA (RAPD) Temperature gradient gel electrophoresis ( TGGE)  Terminal-restriction 
fragment length polymorphism (T-RFLP) Ribosomal intergenic spacer analysis (RISA) 
Amplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA) Fluorescent in situ hybridization 
(FISH) Stable isotope probing (SIP) และ Pyrosequencing (Malik และคณะ, 2008; Chikere, 
2013; Singleton และคณะ, 2013) 
 
2.3  แบคทีเรียย่อยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 
 

แบคทีเรียหลายชนิดถูกคัดแยกโดยอาศัยความสามารถในการย่อยสลาย PAHs จากตัวอย่าง
สิ่งแวดล้อมท่ีปนเปื้อนและไม่ปนเปื้อน ดังตัวอย่างในตารางที่ 2.7 
 
ตารางท่ี 2.7  ตัวอย่างแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ชนิดต่างๆในรายงานวิจัยก่อนหน้า 
 

PAHs แบคทีเรีย (แหล่งที่มา) อ้างอิง 
แนพธาลีน Streptomyces sp. AB1, AH4, AM2 (d) Ferradji และคณะ, 2014 

Streptomyces sp. ERI-CPDA-1 (a) Balachandran และคณะ, 2012 

Pseudomonas plecoglossicida J26 (h) Parellada และคณะ, 2012 

Micrococcus varians AFS-2 (a) John และคณะ, 2012 

Micrococcus diversus N1 (g) Othman และคณะ, 2010 

Novosphingobium naphthalenivorans 
TUT562 (b) 

Suzuki และ Hiraishi, 2007 

อะซีแนพธีน Corynebacterium agropyri A1 (g) Othman และคณะ, 2010 
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ตารางท่ี 2.7  ตัวอย่างแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ชนิดต่างๆในรายงานวิจัยก่อนหน้า (ต่อ) 
 

PAHs แบคทีเรีย (แหล่งที่มา) อ้างอิง 
อะซีแนพธิลีน Rhodococus rhodochrous AC1 (g) Othman และคณะ, 2010 

ฟลูออรีน Micrococcus diversus F1 (g) Othman และคณะ, 2010 

แอนทราซีน Bacillus sp. SBER3 (i) Bisht และคณะ, 2014 

Microbacterium sp. SL10 (b) Salam และคณะ, 2014 

Pediococcus pentosaceus AN1 (g) Othman และคณะ, 2010 

Pseudomonas sp. (b) Jacques และคณะ, 2009 

ฟีแนนทรีน Pseudomonas mendocina NR802 (f) Mangwani และคณะ, 2014 

Pseudomonas xanthomarina (c) Sopeña และคณะ, 2013 

Sphingobium sp. PHE3 (c) Wang และคณะ, 2013 

Marinobacter nanhaiticus D15-8W (e) Gao และคณะ, 2013 

Pseudomonas putida AFS-3 (a) John และคณะ, 2012 

 Ochrobactrum sp. VA1 (f) Arulazhagan และ Vasudevan, 
2011 

Corynebacterium uroalyticum P1 (g) Othman และคณะ, 2010 

Brevibacillus sp. PDM-3 (g) Reddy และคณะ, 2010 

Janibacter anophelis JY11 (a) Zhang และคณะ, 2009 

Novosphingobium taihuense T3-B9 (e) Liu และคณะ, 2005 

ฟลูออแรนทีน Rhodococcus sp. BAP-1 (c) Li และคณะ, 2014 

Herbaspirillum chlorophenolicum FA1 (g) Xu และคณะ, 2011 

ไพรีน Klebsiella pneumonia PL1 (a) Ping และคณะ, 2014 

Acinetobacter sp. USTB-X (c) Yuan และคณะ, 2013 

Pseudomonas sp. Jpyr-1 (g) Ma และคณะ, 2013 

Pseudomonas putida PL2 (a) Ping และคณะ, 2011 

Bacillus vallismortis JY3A (a) Ling และคณะ, 2011 

Mycobacterium sp. NJS-1, NJS-P (c) Zeng และคณะ, 2010 

Mycobacterium aromativorans JS19b1 
(c) 

Seo และคณะ, 2010 

Diaphorobacter sp. KOTLB, 
Pseudoxanthomonas sp. RN402 (b) 

Klankeo และคณะ, 2009 

ไครซีน Alcaligenes faecalis AFS-5 (a) John และคณะ, 2012 

 Achromobacter xylosoxidans CG542 (a) Ghevariya และคณะ, 2011 

เบนโซ[เอ]ไพรีน Paracoccus aminovoransstrain HPD-2 (c) Teng และคณะ, 2010 

Bacillus subtilis BMT4i (a) Lily และคณะ, 2009 

PAHs ผสม Sphingobium sp. FB3 (a) Fu และคณะ, 2014 
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ตารางท่ี 2.7  ตัวอย่างแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ชนิดต่างๆในรายงานวิจัยก่อนหน้า (ต่อ) 
 

PAHs แบคทีเรีย (แหล่งที่มา) อ้างอิง 
PAHs ผสม Pseudomonas putida GS-24, 

Arthrobacter oxydans GS-15, 
Sphingomonas sp. GS-51 (c) 

Puškárová และคณะ, 2013 

Pseudomonas sp. TKB1, Labrys 
portucalensis TKB2, Ralstonia eutropha 
TKB3, Rhodococcus globerulus TKB4 (d) 

Wang และคณะ, 2012b 

Novosphingobium pentaromativorans 
US6-1 (e) 

Sohn และคณะ, 2004 

 

แหล่งที่มาของแบคทีเรีย (a) ดินปนเปื้อนน้ ามัน; (b) ดินปนเปื้อนสารประกอบไฮโดรคาร์บอน ; (c) ดินปนเปื้อน 
PAHs; (d) ดินไม่ปนเปื้อน; (e) ดินตะกอนจากน้ าทะเล; (f) น้ าทะเล; (g) สลัดจ์; (h) ดินตะกอนป่าชายเลน; (i) ราก
ของต้นป๊อปลาร์, poplar tree  
 

แบคทีเรียสามารถย่อยสลาย PAHs ได้ทั้งแบบใช้และไม่ใช้อากาศด้วยวิถีการย่อยสลายที่
แตกต่างกัน (รูปที่ 2.9) อย่างไรก็ตาม วิถีการย่อยสลายแบบไม่ใช้อากาศของแบคทีเรียยังคงเป็น
สมมติฐาน อีกทั้งกระบวนการย่อยสลายแบบใช้อากาศมีข้อดีเหนือกว่าแบบไม่ใช้อากาศ กล่าวคือการ
ย่อยสลายแบบใช้อากาศจะเกิดอย่างสมบูรณ์และรวดเร็วกว่า (Baboshin และ Golovleva, 2012) 
 

 
 

รูปที่ 2.9  วิถีการย่อยสลาย PAHs แบบใช้ (A) และไม่ใช้อากาศ (B) ของแบคทีเรีย 
(Makkar และ Rockne, 2003)  
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รูปที่ 2.9  วิถีการย่อยสลาย PAHs แบบใช้ (A) และไม่ใช้อากาศ (B) ของแบคทีเรีย (ต่อ) 
(Makkar และ Rockne, 2003)  

 
กลไกการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียแบบใช้อากาศ เริ่มจากปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน 

(hydroxylation) โด ย อ าศั ย ระบ บ เอน ไซ ม์ ได ออก ซิ จี เน ส  (aromatic ring hydroxylating 
dioxygenase; ARHD or RHD) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการเติมออกซิเจน 2 อะตอม ให้กับโมเลกุล
คาร์บอนที่เป็นพันธะคู่ในวงอะโรมาติก ได้ผลิตภัณฑ์เป็นซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-dihydrodiol) แล้ว
ถูกออกซิไดซ์ด้วยเอนไซม์ดีไฮโดรจีเนส (dehydrogenase) ในปฏิกิริยารีดักชัน (reduction) เกิด
ผลิตภัณฑ์เป็นสารตัวกลางที่มีหมู่ไฮดรอกซิล 2 หมู่ (PAHs dihydroxy derivatives) ที่คล้ายแคที
คอล (catechol) ซึ่งจะเป็นสารตั้งต้นเพ่ือเข้าสู่กระบวนการแตกวงอะโรมาติกโดยการเติมออกซิเจน 2 
โมเลกุลผ่านทางวิถีการแตกวงแบบออโธหรือเมตา วิถีการแตกวงแบบออโธ (ortho cleavage 
pathway) จะเกิดการแตกวงระหว่างคาร์บอน 2 อะตอมที่มีหมู่ไฮดรอกซิลด้วยเอนไซม์อินตราไดออล
ไดออกซิจีเนส (intradiol dioxygenase) หรือเอนไซม์แคทีคอล-1,2-ไดออกซิจีเนส (catechol-1,2-
dioxygenase) ได้ผลิตภัณฑ์เป็นซิส,ซิส มูโคนิคเอซิด (cis, cis muconic acid) ที่มีหมู่คาร์บอกซิลิก 
2 หมู่ ซึ่งจะถูกเปลี่ยนรูปเป็นมูโคโนแลคโทน (muconolactone) ด้วยเอนไซม์มูโคเนตไซโคลไอโซ
เมอเรส (muconate cycloisomerase) แล้วเปลี่ยนพันธะคู่กลายเป็นออกโซอะดิเพตอีนอลแลคโทน 
(3-oxoadipate-enol-lactone) ด้ วยเอนไซม์มู โคโนแลคโทนไอโซเมอเรส (muconolactone 
isomerase) แล้วผ่านกระบวนการต่างๆจนถึงขั้นสุดท้ายจะได้ผลิตภัณฑ์เป็นอะเซทิลโคเอ (acetyl-
CoA) และซัคซินิลโคเอ (succinyl-CoA) ในขณะที่วิถีการแตกวงแบบ เมตา (meta cleavage 
pathway) จะเกิดการแตกวงระหว่างคาร์บอน 2 อะตอมที่ต าแหน่งอ่ืนด้วยเอนไซม์เอกซ์ตราไดออลได
ออกซิจีเนส (extradiol dioxygenase) หรือเอนไซม์แคทีคอล-2,3-ไดออกซิจีเนส (catechol-2,3-
dioxygenase) ได้ ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ เป็ น ไฮด รอกซิ มู โค นิ ค เซมิ แ อลดี ไฮด์  (2-hydroxy muconic 
semialdehyde) ที่มีหมู่คาร์บอกซิลิกเพียง 1 หมู่ ซึ่งจะสามารถผ่านกระบวนการแตกวงโดยอาศัย
เอนไซม์แอลโดเลส (aldolase) เกิดเป็นไพรูเวท (pyruvate) และสารตัวกลางของ PAHs ที่มีจ านวน
วงอะโรมาติกลดลง 1 วง เมื่อผ่านกระบวนการแตกวงจนถึงขั้นสุดท้ายจะได้ผลิตภัณฑ์เป็นไพรูเวท
และอะซิทัลดีไฮด์ (acetaldehyde) จากนั้นผลิตภัณฑ์สุดท้ายของการแตกวงอะโรมาติกทั้งสองแบบ
จะเข้าสู่วัฏจักรกรดไทรคาร์บอกซิลิกต่อไป เมื่อกระบวนการย่อยสลาย PAHs เกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์ จะ
เกิดผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นคาร์บอนไดออกไซด์ น้ า และชีวมวลของเซลล์แบคทีเรีย (Habe และ 
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Omori, 2003; Peng และคณะ, 2008; Baboshin และ Golovleva, 2012) นอกจากนี้ ยังมีรายงาน
การย่อยสลาย  PAHs ของแบคที เรียแบบ ใช้ อากาศโดยอาศั ย เอน ไซม์ โม โนออกซิ จี เนส 
(monooxygenase) ในการเติมออกซิเจน 1 อะตอม ให้กับโมเลกุลคาร์บอนที่เป็นพันธะคู่ในวงอะโร
มาติกได้ผลิตภัณฑ์เป็นแอรีนออกไซด์ (arene oxide) ซึ่งเป็นสารเหนี่ยวน าให้เกิดมะเร็ง (active 
carcinogens) อย่ างไรก็ตาม  แอรีนออกไซด์อาจเกิดการจัด เรีย งตั วใหม่ ได้ผลิตภัณฑ์ เป็ น
สารประกอบฟีนอลิกหรืออาจเข้าสู่วิถีอีพอกไซด์ไฮโดรเลส (epoxide hydrolase pathway) โดย
เกิดปฏิกิริยาการเติมน้ า (hydration) ด้วยเอนไซม์อีพอกไซด์ไฮโดรเลส (epoxide hydrolase) ได้
ผลิตภัณฑ์เป็นทรานซ์-ไดไฮโดรไดออล (trans-dihydrodiol) ซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้
ผลิตภัณฑ์เป็นไดออลอีพอกไซด์ (diol-epoxide) ซึ่งก็เป็นสารตัวกลางที่สามารถชักน าให้เกิดมะเร็งได้
เช่นกัน (Nolan และ O’Connor, 2008; Chang และคณะ, 2013) 

ระบบเอนไซม์ไดออกซิจีเนสเป็นสิ่งส าคัญส าหรับกลไกการย่อยสลาย PAHs ประกอบด้วย 3 
องค์ประกอบที่มีความเกี่ยวข้องกับกลไกแรกในการย่อยสลาย (รูปที่ 2.10) คือ เฟอร์รีดอกซินรีดักเทส 
(ferredoxin reductase; flavoprotein reductase) เฟอร์รีดอกซิน (ferredoxin) และเทอร์มินอล
ไดออกซิจีเนส (terminal dioxygenase; iron sulfur protein) ซึ่งประกอบด้วยหน่วยย่อยเบตา (β-
subunit; small subunit; RHDβ) และหน่วยย่อยแอลฟา (α-subunit; large subunit; RHDα) โดย
แต่ละองค์ประกอบของระบบเอนไซม์ไดออกซิจีเนสมีหน้าที่ต่างกัน กล่าวคือ เฟอร์รีดอกซินรีดักเทสมี
หน้าที่เกี่ยวข้องกับปฏิกิริยาออกซิเดชันของ NAD(P)H ให้อิเล็กตรอนหลุดออกมา จากนั้นเฟอร์รีดอก
ซินจะรับอิเล็กตรอนและขนส่งไปยังเทอร์มินอลไดออกซิจีเนส ซึ่งมีหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการเติม
ออกซิเจนเข้าสู่วงอะโรมาติก (Habe และ Omori, 2003; Baboshin และ Golovleva, 2012) 
 

 
 

รูปที่ 2.10  ระบบเอนไซม์ไดออกซิจีเนส 
(ดัดแปลงมาจาก Habe และ Omori, 2003) 

 
เอนไซม์เทอร์มินอลไดออกซิจีเนสมีโครงสร้างโมเลกุลเป็นสายพอลิเปปไทด์หลายสายมา

รวมกัน (oligomer) มีทั้งชนิด α3 (homo-oligomers) และ α3β3 (hetero-oligomers) ซึ่งหน่วย
ย่อยแอลฟานี้ประกอบด้วย 2 ส่วนหลักๆ คือ Rieske domain ที่มีหน้าที่ขนส่งอิเล็กตรอนไปยัง
บริเวณเร่ง (active site) โดยพบว่า Rieske domain มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ เป็นบริเวณอนุรักษ์ 
(conservative sequences) มากกว่าบริเวณอ่ืน จึงนิยมน ามาใช้ในการออกแบบไพร์เมอร์เพ่ือ
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ตรวจสอบการมีอยู่ของยีนประมวลรหัสเอนไซม์ไดออกซิจีเนสในแบคทีเรียและสิ่งแวดล้อม และ 
catalytic domain ที่เป็นบริเวณเร่งของเอนไซม์ไดออกซิจีเนส ซึ่งความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อยของ
รูปทรงของบริเวณเร่งจะท าให้เกิดความแตกต่างของความจ าเพาะเจาะจงต่อสารตั้งต้นของเอนไซม์แต่
ละชนิด (Baboshin และ Golovleva, 2012) 

ยีนประมวลรหัสเอนไซม์ไดออกซิจีเนสสามารถจัดจ าแนกตามความเหมือนของล าดับกรดอะมิ
โนบริเวณหน่วยย่อยแอลฟาของเอนไซม์ไดออกซิจีเนส (รูปที่ 2.11) ได้เป็น 2 กลุ่มหลักๆ คือ ยีนที่พบ
ในแบคทีเรียแกรมลบ เช่น ยีน nah เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายแนพธาลีนของ Pseudomonas 
(Lalucat และคณะ, 2006) ยีน phn เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายฟีแนนทรีนของ Burkholderia 
(Tittabutr และคณะ, 2011) ยีน bph (ahd) เกี่ยวกับการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียกลุ่ม 
Sphingomonads (Stolz, 2009) นอกจากนี้ยังพบยีน arh ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธีน
และอะซีแนพธิลีนของ Sphingomonas sp. A4 (Pinyakong และคณะ, 2004; Kouzuma และ
คณะ, 2006) และยีนกลุ่มคล้าย nah ได้แก่ ndo, dox, pah เป็นต้น และยีนที่พบในแบคทีเรียแกรม
บวก เช่น ยีน nid และ pdo เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายไพรีนและ PAHs มวลโมเลกุลสูงของ 
Mycobacterium (DeBruyn และคณะ, 2012) ยีน phd เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายฟีแนนทรีนของ 
Nocardioides (Doyle และคณะ , 2008) ยีน nar เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายแนพธาลีนของ 
Rhodococcus (Anan‘ina และคณะ, 2011) 
 

 
 

รูปที่ 2.11  ความสัมพันธ์ของล าดับกรดอะมิโนบริเวณหน่วยย่อยแอลฟาของยีนประมวลรหัสเอนไซม์
ไดออกซิจีเนสในแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ชนิดต่างๆ 

(Baboshin และ Golovleva, 2012) 
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นอกจากนี้  ยังสามารถจ าแนกยีนประมวลรหัสเอนไซม์ไดออกซิจี เนสตามโครงสร้าง
องค์ประกอบทั้งหมดของระบบเอนไซม์ได้ 5 ประเภท ดังตารางที่ 2.8 ซึ่งสามารถสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ได้ดังรูปที่ 2.12 (Kweon และคณะ, 2008)  
 
ตารางท่ี 2.8  โครงสร้างองค์ประกอบของระบบเอนไซม์ไดออกซิจีเนส 
 

Type Terminal dioxygenase 
(α or αβ) 

Ferredoxin 
(F) 

Ferredoxin reductase (R) 
Prosthetic group Structure 

I [2Fe-2S]/Fe2+ - FMN/[2Fe-2S] FNRc-type 
II [2Fe-2S]/Fe2+ - FAD/[2Fe-2S] FNRN-type 
III [2Fe-2S]/Fe2+ 2Fe-2S FAD/[2Fe-2S] FNRN-type 
IV [2Fe-2S]/Fe2+ 2Fe-2S FAD GR-type 
V [2Fe-2S]/Fe2+ 3Fe-4S FAD GR-type 
 

(Kweon และคณะ, 2008) 
 

   
 

รูปที่ 2.12  ความสัมพันธ์ของโครงสร้างองค์ประกอบทั้งหมดของระบบเอนไซม์ไดออกซิจีเนส 
(ดัดแปลงมาจาก Kweon และคณะ, 2008) 
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ต าแหน่งของยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ถูกพบทั้งบนโครโมโซมและพลาสมิดของ
แบคทีเรีย โดยอาศัยเทคนิคต่างๆ เช่น เทคนิคเซาท์เทิร์นไฮบริไดเซชัน  (southern hybridization) 
ตรวจพบยีน nidA บนโครโมโซมของ Mycobacterium sp. SNP11 (Pagnout และคณะ, 2007) 
และพบบนเมกะพลาสมิดในแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน Pseudoxanthomonas sp. RN402 และ 
Diaphorobacter sp. KOTLB (Klankeo และคณะ , 2009) เทคนิคพลาสมิดคิวริ่ ง  (plasmid 
curing) ท าให้ทราบว่าเมกะพลาสมิด pKS14 มีบทบาทในการย่อยสลายแนพธาลีนและฟีแนนทรีน 
ของ Sphingomonas sp. KS14 (Cho และ Kim, 2001) และพลาสมิดของ Pseudomonas sp. E 
มีบทบาทในการย่อยสลายแอนทราซีน (Kumar และคณะ, 2010) เทคนิคพลาสมิดทรานส์ฟอร์มเมชัน 
(plasmid transformation) แส ด งให้ เห็ น ว่ าพ ล าส มิ ด ขอ ง  Paracoccus aminovorans CT 
เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายไครซีน (Tang และคณะ, 2011) เทคนิควิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
จีโนมทั้งหมด (whole genome sequencing) สามารถระบุได้ว่ายีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย 
PAHs อยู่บนพลาสมิดของ Novosphingobium sp. PP1Y (D'Argenio และคณะ , 2011) และ 
Novosphingobium pentaromativorans US6-1 (Luo แ ล ะ ค ณ ะ , 2012a) อ ย่ า ง ไร ก็ ต า ม 
ต าแหน่งของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ส่วนใหญ่ตั้งอยู่บนพลาสมิด จึงมีประโยชน์ในการ
ถ่ายเทยีนให้แบคทีเรียอื่นที่ไม่มีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ท าให้แบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิด
นั้นสามารถย่อยสลาย PAHs ได้ (Obayori และ Salam, 2010) 

ความสามารถและยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียแกรมลบและแกรม
บวก ได้รับการศึกษาอย่างกว้างขวาง โดยเฉพาะอย่างยิ่งความสามารถในการย่อยสลาย PAHs มวล
โมเลกุลต่ า (แนพธาลีนและฟีแนนทรีน) ของแบคทีเรียแกรมลบจีนัส Pseudomonas (Niepceron 
และคณะ, 2013) ความสามารถในการย่อยสลาย PAHs หลากหลายชนิดของแบคทีเรียแกรมลบกลุ่ม 
Sphingomonads (Stolz และคณะ, 2014) และความสามารถในการย่อยสลายไพรีนและ PAHs 
มวลโมเลกุลสูง (3-5 วงอะโรมาติก) ของแบคทีเรียแกรมบวกจีนัส Mycobacterium (DeBruyn และ
คณะ, 2012) ดังจะกล่าวรายละเอียดต่อไปนี้ 
 

2.3.1  แบคทีเรียแกรมลบ Pseudomonas 
2.3.1.1   ความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ของ Pseudomonas 

Pseudomonas spp. เป็นแบคทีเรียในชั้น Gamma-proteobacteria ที่มีความสามารถใน
การย่อยสลาย PAHs มวลโมเลกุลต่ าหลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งแนพธาลีน เช่น Pseudomonas 
sp. C18 (Denome และคณะ, 1993), Pseudomonas sp. NGK1 (Manohar และคณะ, 2001), P. 
putida PCL1444 (Kuiper และคณะ, 2002), P. fluorescens NK33, P. fluorescens A96, P. 
fluorescens I-1 (Izmalkova และคณ ะ, 2005), P. putida G7 (Sota และคณ ะ , 2006), P. 
stutzeri AN10 (Brunet-Galmés และคณะ, 2012), P. plecoglossicida J26 (Parellada และ
คณะ, 2012), P. xanthomarina N12, P. monteilii P26 (Isaac และคณะ , 2013), P. putida 
OUS82 (Tay และคณะ, 2014) และสายพันธุ์ที่สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีน เช่น Pseudomonas 
sp. PP2 (Prabhu แ ล ะ  Phale, 2003),  P. putida AFS-3 (John แ ล ะ ค ณ ะ ,  2012),  P. 
xanthomarina (Sopeña และคณ ะ, 2013), P. mendocina NR802 (Mangwani และคณ ะ, 
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2014), P. stutzeri CECT 930 (Ferreira และคณะ, 2014) บางสายพันธุ์สามารถย่อยสลายแอนทรา 
ซี น ได้  เช่ น  P. rhodesiae KK1 (Kim แ ล ะค ณ ะ , 2006a), P. citronellolis, P. aerigonosa 
(Jacques และคณะ, 2009), Pseudomonas sp. E (Kumar และคณะ, 2010) นอกจากนี้ ยังพบว่า
บางสายพันธุ์สามารถย่อยสลาย PAHs มวลโมเลกุลสูงจ าพวกไพรีน เช่น P. putida PL2 (Ping และ
คณะ, 2011), Pseudomonas sp. Jpyr-1 (Ma และคณะ, 2013) และเบนโซ [เอ]ไพรีน เช่น P. 
oleovorans 1C (Sowada และคณะ, 2014) 

2.3.1.2 ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ของ Pseudomonas 
ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายแนพธาลีนของ Pseudomonas spp. คือยีน nah และยีน

กลุ่มคล้าย nah ได้แก่ ndo, dox และ pah ซึ่งยีน nah ประกอบด้วย 2 โอเปอรอน คือ โอเปอรอน 
nah ส่วนบน (nahABFCQED) ท าหน้าที่เปลี่ยนแนพธาลีนเป็นกรดซาลิไซเลท (salicylate) และโอ
เปอรอน nah ส่วนล่าง (nahGTHINLOMKJXY) หรือโอเปอรอน sal ท าหน้าที่เปลี่ยนซาลิไซเลทเป็น
ไพรูเวทและอะซิทัลดีไฮด์ กระบวนการดังกล่าวเกิดขึ้นภายใต้การควบคุมของยีน nahR ซึ่งแต่ละยีน
จะประมวลรหัสเป็นเอนไซม์ดังตารางที่ 2.9  
 
ตารางท่ี 2.9  เอนไซม์ที่ประมวลรหัสโดยยีน nah 
 

โอเปอรอน ยีน เอนไซม์ 
nah nahAa Reductase 

nahAb Ferredoxin 
nahAc Iron sulfur protein large subunit 
nahAd Iron sulfur protein small subunit 
nahB cis-Napthalene dihydrodiol dehydrogenase 
nahF Salicyaldehyde dehydrogenase 
nahC 1,2-Dihydroxynaphthalene oxygenase 
nahE 2-Hydroxybenzalpyruvate aldolase 
nahD 2-Hydroxychromene-2-carboxylate isomerase 

sal nahG Salicylate hydroxylase 
nahT Chloroplast-type ferredoxin 
nahH Catechol oxygenase 
nahI 2-Hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase 
nahN 2-Hydroxymuconic semialdehyde hydrolase 
nahL 2-Oxo-4-pentenoate hydratase 
nahO 4-Hydroxy-2-oxovalerate aldolase 
nahM Acetaldehyde dehydrogenase 
nahK 4-Oxalocrotonate decarboxylase 
nahJ 2-Hydroxymuconate tautomerase 

regulator nahR regulatory protein (induced by salicylate) 
 

(Obayori และ Salam, 2010) 
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ยีนย่อยสลาย PAHs ของ Pseudomonas spp. ส่วนใหญ่มักพบอยู่บนพลาสมิดขนาดใหญ่
กว่า 50 kb ตั วอย่ างพลาสมิด NAH7 ของ Pseudomonas putida G7 (รูปที่  2.13) ที่ ได้ รับ
การศึกษาอย่างกว้างขวาง มีขนาด 82,232 bp ประกอบด้วย incompatibility group P-9 (IncP-9) 
เป็นแกนหลัก และมีโอเปอรอนของยีน nah อยู่ระหว่างยีนที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่  ท าให้โอ
เปอรอนของยีน nah สามารถแพร่กระจายด้วยการถ่ายโอนไปสู่แบคทีเรียอ่ืนๆโดยอาจเข้าสู่
โครโมโซมหรือพลาสมิด (Sota และคณะ, 2006) อย่างไรก็ตาม บางสายพันธุ์ก็พบยีนดังกล่าวอยู่บน
โครโมโซม เช่น ตัวอย่างยีน nah ที่พบบนโครโมโซมของ Pseudomonas stutzeri AN10 ซึ่งมีการ
จัดเรียงตัวของยีน nah เหมือนกับยีนที่พบบนพลาสมิด NAH7 (Bosch และคณะ, 1999; Bosch 
และคณะ 2000) 
 

 
 

รูปที่ 2.13  ยีน nah บนพลาสมิด NAH7 ของ P. putida G7 
(Sota และคณะ, 2006) 

 
ตัวอย่างแบคทีเรียจีนัส Pseudomonas ที่มีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs และยีนที่

เกี่ยวข้องแสดงในตารางที่ 2.1 
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ตารางท่ี 2.10  ความสามารถและยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลาย PAHs ของ Pseudomonas spp.  
 

Pseudomonas การย่อยสลาย PAHs ยีนไดออกซิจีเนส / ต าแหน่งของยีน  อ้างอิง 
P. aeruginosa PaKl 
P. putida OUS82 

แนพธาลีน 
แนพธาลีน 

pah / โครโมโซม 
pah  

Takizawa และคณะ, 1999 

Pseudomonas sp. ND6 แนพธาลีน nah / พลาสมิด pND6-1 Jiang และคณะ, 2004 

P. putida NCIB 9816-4 แนพธาลีน nah / พลาสมิด pDTG1 Dennis และ Zylstra, 2004 

P. fluorescens NK33 แนพธาลีน nah / พลาสมิด pNK33 Izmalkova และคณะ, 2005 

P. fluorescens A96 แนพธาลีน nah / พลาสมิด pA96  

P. fluorescens I-1 แนพธาลีน nah / พลาสมิด pI-1  

P. putida G7 แนพธาลีน nah / พลาสมิด NAH7 Sota และคณะ, 2006 

Pseudomonas sp. 30-2 แนพธาลีน ndo Panicker และคณะ, 2010 

Pseudomonas sp. 5K-VPa แนพธาลีน ndo Ferrera-Rodríguez และคณะ, 2012 

P. stutzeri AN10 แนพธาลีน nah / โครโมโซม Brunet-Galmés และคณะ, 2012 

P. xanthomarina N12 
P. monteilii P26 

แนพธาลีน 
แนพธาลีน 

nah 
nah 

Isaac และคณะ, 2013 

Pseudomonas sp. C18 แนพธาลีน, ฟีแนนทรีน dox / พลาสมิด Denome และคณะ, 1993 

P. putida OUS82 แนพธาลีน, ฟีแนนทรีน pah / โครโมโซม Tay และคณะ, 2014 

P. fluorescens LP6a แนพธาลีน, ฟีแนนทรีน, แอนทราซีน nah / พลาสมิด pLP6a Foght และ Westlake, 1996 

P. rhodesiae KK1 แนพธาลีน, ฟีแนนทรีน, แอนทราซีน ndoC2, phnAc, bphA1b Kim และคณะ, 2006a 

Pseudomonas sp. E แอนทราซีน anthracene responsible gene / 
พลาสมิด 

Kumar และคณะ, 2010 

P. putida PL2 ไพรีน  Ping และคณะ, 2011 
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2.3.2  แบคทีเรียแกรมลบกลุ่ม Sphingomonads 
2.3.2.1   ความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ของ Sphingomonads 

Sphingomonads เป็นกลุ่มแบคทีเรียในชั้น Alpha-proteobacteria ที่มีไกลโคสฟิงโกลิพิด 
(glycosphingolipids) แทนลิพอพอลิแซ็กคาไรด์ (lipopolysaccharide) บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก 
มีรูปแบบของพอลิ เอมีน (polyamines) ที่จ าเพาะ และมีโคโลนีสี เหลือง ประกอบด้วยจีนัส 
Novosphingobium, Sphingobium, Sphingomonas, Sphingopyxis, Sphingosinicella, 
Sphingomicrobium, Sphingorhabdus และ Parasphingopyxis (Stolz, 2014) มักถูกคัดแยก
จากสิ่งแวดล้อมเนื่องจากสมบัติในการใช้ PAHs หรือสารที่ไม่ชอบน้ าเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน 
โดยเฉพาะจีนัส Novosphingobium, Sphingobium, Sphingomonas และ Sphingopyxis แสดง
ให้เห็นว่าแบคทีเรียกลุ่มนี้มีการปรับตัวที่ดีเมื่อสิ่งแวดล้อมเกิดการปนเปื้อนสารพิษชนิดใหม่ๆ ซึ่งอาจมี
สาเหตุจากหมู่คาร์โบไฮเดรตของไกลโคสฟิงโกลิพิดที่มีทิศออกนอกเซลล์นั้นมีขนาดสั้นกว่าหมู่
คาร์ โบ ไฮเดรตของลิพอพอลิแซ็กคาไรด์ ในแบคที เรียแกรมลบทั่ ว ไป  ท าให้ ผิ ว เซลล์ของ 
Sphingomonads มีความไม่ชอบน้ ามากกว่าแบคทีเรียแกรมลบอ่ืนๆ อีกทั้งไกลโคสฟิงโกลิพิดยังมี
โครงสร้างคล้ายกับสารลดแรงตึงผิวด้วย นอกจากนี้ Sphingomonads ส่วนใหญ่ยังสามารถสร้างสฟิง
แกน (sphingans) ซึ่งเป็นเฮทเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีประจุลบ และปล่อยออกมานอกเซลล์ เกิดการ
สร้างโคโลนีเป็นไบโอฟิล์ม (biofilm) จึงอาจเป็นสาเหตุหลักที่ท าให้แบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถย่อยสลาย 
PAHs มวลโมเลกุลสูงได้ (Cunliffe และ Kertesz, 2006a; Stolz, 2009) จากความน่าสนใจดังกล่าว 
ท าให้มีงานวิจัยเกี่ยวกับการออกแบบไพร์เมอร์ที่จ าเพาะกับแบคทีเรียกลุ่มนี้เพ่ือใช้ตรวจสอบและ
ติดตามแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads ในสิ่งแวดล้อม (Leys และคณะ, 2004; Zhou และคณะ, 
2013a) อย่างไรก็ตามงานวิจัยของ Zhou และคณะ (2013a) ออกแบบไพร์เมอร์ที่จ าเพาะกับ
แบคทีเรียจีนัส Sphingomonas คือ SA429f และ SA933r ที่มีความจ าเพาะถึง 90 เปอร์เซ็นต์ และ
สามารถใช้ตรวจพบจีนัสดังกล่าวได้เป็นจ านวนมากในตัวอย่างดิน 

Sphingomonads ได้รับการศึกษาอย่างกว้างขวางเกี่ยวกับความสามารถในการย่อยสลาย 
PAHs มวลโมเลกุลต่ าและสูง ตัวอย่างเช่น Novosphingobium aromaticivorans F199 (Romine 
และคณะ, 1999), Novosphingobium pentaromativorans US6-1 (Sohn และคณะ, 2004), 
Novosphingobium naphthalenivorans TUT5 6 2  (Suzuki แ ล ะ  Hiraishi, 2007), 
Novosphingobium sp. PP1 Y (Notomista แ ล ะ ค ณ ะ ,  2011), Sphingobium sp. P2 
(Pinyakong และคณะ, 2003b), Sphingobium sp. HV3 (Sipila และคณะ, 2010), Sphingobium 
scionense WP01 (Liang แ ล ะ  Lloyd-Jones,  2010), Sphingobium chungbukense DJ77 
(Yeon และ Kim, 2011), Sphingobium sp. KK22 (Maeda และคณะ, 2013), Sphingomonas 
yanoikuyae B1, Sphingomonas paucimobilis TNE12 (Shuttleworth แ ล ะ ค ณ ะ , 2000), 
Sphingomonas aromaticivorans B0695 (Shi แ ล ะ ค ณ ะ ,  2001), Sphingomonas 
paucimobilis EPA505 (Story และคณะ, 2004), Sphingomonas sp. A4 (Pinyakong และคณะ, 
2004), Sphingomonas sp. CHY-1 (Willison,  2004), Sphingomonas sp. LH128 (Schuler 
และคณะ, 2009) Sphingomonas polyaromaticivorans B2-7 (Luo และคณะ, 2012b) เป็นต้น 
 



40 

2.3.2.2 ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ของ Sphingomonads 
ยีนที่มีบทบาทเก่ียวกับการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads ส่วนใหญ่

คือยีน bph (ahd) (Pinyakong และคณะ, 2003a) นอกจากนี้ยังพบยีน phn ที่เกี่ยวข้องกับการย่อย
สลาย PAHs หลายชนิดของ Sphingomonas sp. CHY-1 (Demanèche และคณะ, 2004) ยีน arh 
ที่ เกี่ ยวข้องกับการย่อยสลายอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีนของ Sphingomonas sp. A4 
(Pinyakong และคณ ะ , 2004) และยี น  fln ที่ เกี่ ย วข้ อ งกั บ การย่ อ ยสลายฟ ลู ออรี น ขอ ง 
Sphingomonas sp. LB126 (Schuler และคณะ, 2008) ตารางที่ 2.11 แสดงรายละเอียดของยีน
ประมวลรหัสที่เก่ียวข้องและเอนไซม์ไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads 

ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs หรือสารพิษอ่ืนๆของ Sphingomonads มักอยู่
กระจายไปในหลายๆคลัสเตอร์ (cluster) ดังตัวอย่างการจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อย
สลาย PAHs บนพลาสมิด pNL1 ของ Novosphingobium aromaticivorans F199 ในรูปที่ 2.14 
ซึ่งเป็นการจัดเรียงตัวที่มีเอกลักษณ์ มีความซับซ้อน และมีความแตกต่างจากยีนที่พบในแบคทีเรียกลุ่ม 
Pseudomonads แต่มีความเหมือนระหว่างยีนที่พบในแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads ด้วยกัน 
(Pinyakong และคณะ, 2003a) ตัวอย่างแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads ที่มีความสามารถในการ
ย่อยสลาย PAHs และยีนที่เก่ียวข้องแสดงในตารางที่ 2.12 

 

 
 

รูปที่ 2.14  การจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs บนพลาสมิด pNL1 ของ N. 
aromaticivorans F199 

(Pinyakong และคณะ, 2003a) 
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ตารางท่ี 2.11  ยีนและเอนไซม์ไดออกซิจีเนสที่พบใน Sphingomonads 
 

โอเปอรอน ยีน เอนไซม์ 
bph bphA1(a-f) aromatic dioxygenase α subunit 

bphA2(a-f) aromatic dioxygenase β subunit 
bphA3 Ferredoxin 
bphA4 ferredoxin reductase 
bphB cis-dihydrodiol dehydrogenase 
bphC extradiol dioxygenase 
bphD 2-hydroxy-6-oxo-6-phenylhexa-2,4-dienoate hydrolase 
bphE 2-oxopent-4-enoate hydratase 
bphF 4-hydroxy-2-oxo-valerate aldolase 
bphR regulatory protein 

phn phnA1 dioxygenase α subunit 
phnA2 dioxygenase β subunit 
phnA3 Ferredoxin 
phnA4 ferredoxin reductase 
phnB dehydrogenase 
phnC extradiol dioxygenase 
phnD Isomerase 

arh arhA1 dioxygenase α subunit 
arhA2 dioxygenase β subunit 
arhA3 Ferredoxin 
arhA4 ferredoxin reductase 
arhR regulatory protein (induced by acenaphthene) 

fln flnA1 angular dioxygenase α subunit 
flnA2 angular dioxygenase β subunit 
flnB dehydrogenase 
flnD extradiol dioxygenase 
flnE hydrolase 
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ตารางท่ี 2.12  ความสามารถและยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลาย PAHs ของ Sphingomonads 
 

Sphingomonads การย่อยสลาย PAHs ยีนไดออกซิจีเนส / ต าแหน่งของยีน  อ้างอิง 
Novosphingobium    
N. aromaticivorans F199 แนพธาลีน, ฟลูออรีน, ฟีแนนทรีน bph / พลาสมิด pNL1 (184 kb) Romine และคณะ, 1999 

N. pentaromativorans US6-1 ไพรีน, เบนซ์[เอ]แอนทราซีน, ไครซีน, 
เบนโซ[บี]ฟลูออแรนทีน, เบนโซ[เอ]
ไพรีน 

ARHD / พลาสมิด pLA1 (188 kb) Sohn และคณะ, 2004; Luo และ
คณะ, 2012a 

N. naphthalenivorans TUT562 แนพธาลีน - Suzuki และ Hiraishi, 2007 

Novosphingobium sp. PP1Y แนพธาลีน, อะซีแนพธีน, ฟลูออรีน, 
ฟีแนนทรีน, แอนทราซีน, เบนซ์[เอ]แอน 
ทราซีน, ฟลูออแรนธีน, ไพรีน, ไครซีน 

ARHD / พลาสมิด Mpl (1160 kb) Notomista และคณะ, 2011; 
D’Argenio และคณะ, 2011 

Sphingobium    

Sphingobium sp. P2 ฟีแนนทรีน ahd Pinyakong และคณะ, 2003b 

Sphingobium sp. HV3 แนพธาลีน, ฟลูออรีน, ฟีแนนทรีน bph / พลาสมิด pSKY4 (15.7 kb) Sipila และคณะ, 2010 

S. chlorophenolicum C3R ฟีแนนทรีน - Colombo และคณะ, 2011 

Sphingobium sp. PNB ฟีแนนทรีน - Roy และคณะ, 2012 

Sphingobium sp. KK22 ฟีแนนทรีน, เบนซ์[เอ]แอนทราซีน bph / โครโมโซม Maeda และคณะ, 2013 

Sphingomonas    

S. yanoikuyae B1 
S. paucimobilis TNE12 

แนพธาลีน, ฟีแนนทรีน 
ฟีแนนทรีน, ฟลูออแรนทีน 

bph / โครโมโซม 
ARHD / พลาสมิด (240 kb) 

Shuttleworth และคณะ, 2000 

Sphingomonas sp. Ant 17 แนพธาลีน, ฟลูออรีน, ฟีแนนทรีน, แอน 
ทราซีน, ฟลูออแรนทีน, ไพรีน, ไครซีน 

ARHD / โครโมโซม Baraniecki และคณะ, 2002 
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ตารางท่ี 2.12  ความสามารถและยีนที่เก่ียวข้องในการย่อยสลาย PAHs ของ Sphingomonads (ต่อ)  
 

Sphingomonads การย่อยสลาย PAHs ยีนไดออกซิจีเนส / ต าแหน่งของยีน  อ้างอิง 
S. paucimobilis EPA505 แนพธาลีน, ฟีแนนทรีน, ฟลูออแรนทีน bph, phn, nah Story และคณะ, 2004 

Sphingomonas sp. A4 อะซีแนพธีน, อะซีแนพธิลีน arh Pinyakong และคณะ, 2004 

Sphingomonas sp. CHY-1 แนพธาลีน, ฟีแนนทรีน, ไครซีน, เบนซ์[เอ]
แอนทราซีน, เบนโซ[เอ]ไพรีน 

ph n  / โครโมโซม Willison, 2004; Demanèche และ
คณะ, 2004; Jakoncic และคณะ, 
2007 

S. paucimobilis ZX4 ฟีแนนทรีน - Xia และคณะ, 2005 

Sphingomonas sp. GY2B ฟีแนนทรีน - Tao และคณะ, 2007 

Sphingomonas sp. PheB4 ฟีแนนทรีน - Zhong และคณะ, 2007 

Sphingomonas sp. VKM B-
2434 

แนพธาลีน, อะซีแนพธีน, ฟีแนนทรีน, แอน 
ทราซีน, ฟลูออแรนทีน 

- Baboshin และคณะ, 2008 

Sphingomonas sp. LB126 ฟลูออรีน fln Schuler และคณะ, 2008 

Sphingomonas sp. ZP1 แนพธาลีน, ฟีแนนทรีน - Zhao และคณะ, 2008 

Sphingomonas sp. LH128 ฟีแนนทรีน, เบนซ์[เอ]แอนทราซีน phn Schuler และคณะ, 2009 

Sphingopyxis    

Sphingopyxis sp. M2R2 แนพธาลีน, ฟีแนนทรนี, ฟลูออรีน* - LaRoe และคณะ, 2010 

Sphingopyxis sp. PHPY ฟีแนนทรีน - Pinyakong และคณะ, 2012 
 

- หมายถึง ไม่มีรายงาน; * สามารถย่อยสลายได้เมื่อมีฟีแนนทรีนเป็นโคสับสเตรท (co-substrate) 
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ยีนประมวลรหัสเอนไซม์ไดออกซิจีเนสของ Sphingomonads สามารถพบได้ทั้งในโครโมโซม
หรือพลาสมิดที่มีขนาดใหญ่กว่า 100 kb จึงมักเรียกกันว่าเมกะพลาสมิด (megaplasmid) ซี่งสามารถ
ถ่ายโอนระหว่างแบคทีเรียในกลุ่ม Sphingomonads แล้วเกิดการจัดเรียงตัวใหม่ได้ ดังนั้นการมีอยู่ 
การถ่ายโอน และการเกิดรีคอมบิแนนท์ของพลาสมิดเหล่านี้  จึงมีความส าคัญต่อความสามารถในการ
ย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียในกลุ่ม Sphingomonads (Basta และคณะ, 2005; Stolz, 2014) 
ปัจจุบันมีรายงานวิจัยการวิเคราะห์ล าดับเบสของจีโนมทั้งหมด (genome sequencing) ของ 
Sphingomonads มากขึ้น จึงท าให้ทราบว่าแบคทีเรียในกลุ่ม Sphingomonads ที่มีความสามารถ
ในการย่อยสลาย PAHs และสารพิษอ่ืนๆนั้นประกอบด้วยหลายพลาสมิดภายในเซลล์แบคทีเรีย 
ความสามารถในการมีอยู่ของหลายพลาสมิดในเซลล์นั้นเกิดจากความเข้ากันได้ (compatibility) 
ของพลาสมิด อีกนัยหนึ่งคือเกิดจากความแตกต่างกันของ incompatibility groups ของพลาสมิด 
ซึ่งมีความสัมพันธ์กับล าดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการจ าลองพลาสมิด ( replication 
initiator, Rep) และโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการแบ่งส่วนพลาสมิด (plasmid partition, Par) (Stolz, 
2014) 
 โปรตีน Rep มีความส าคัญต่อกระบวนการเริ่มต้นของการจ าลองพลาสมิด โดยจะตอบสนอง
ต่อการจับกับ DNA ที่ต าแหน่งจ าเพาะแล้วเริ่มเกิดการตัดสาย DNA ขึ้น โปรตีนดังกล่าวประมวลรหัส
มาจากยีน repA หรือ repB บนพลาสมิดที่พบในแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads ผลการวิเคราะห์
ล าดับกรดอะมิโนในตารางที่ 2.13 พบว่าโปรตีน Rep บนพลาสมิดที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย
สารพิษของแบคทีเรียกลุ่มนี้  สามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือ RepA_C superfamily (Pfam 
04796, incompatibility groups IncW) Rep_3 (Pfam 01051, incompatibility groups IncN) 
และ RPA superfamily (Pfam 10134) อย่างไรก็ตาม พลาสมิดขนาดเล็กที่ไม่พบยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การย่อยสลายสารพิษ ได้แก่ pUT2, pYAN-1, pSx-Qyy และ Spl มีชนิดของโปรตีน Rep ที่แตกต่าง
ออกไป กล่าวคือเป็นโปรตีนชนิด HTH-36 superfamily (Pfam 13730) ดังแผนภูมิความสัมพันธ์ของ
ล าดับกรดอะมิโนในรูปที่ 2.15 (Stolz, 2014) 

โปรตีน Par มีความส าคัญต่อกระบวนการบางส่วนพลาสมิดไปยังเซลล์ลูก (bacterial 
daughter cells) ประกอบด้วยโปรตีน ParA ที่ท าหน้าที่คล้ายเอนไซม์เอทีพีเอส (ATPase) ในการ
แบ่งส่วนพลาสมิด และโปรตีน ParB ที่มีหน้าที่จับกับบริเวณจ าเพาะของพลาสมิด การสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ของล าดับกรดอะมิโนเปรียบเทียบโปรตีนทั้งสามชนิดนี้ (รูปที่ 2.16) สามารถใช้ในการ
ยืนยันการจ าแนกชนิดของพลาสมิดขนาดใหญ่ที่พบในแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads (Stolz, 
2014) 

นอกจากนี้ งานวิจัยของ Stolz (2014) รายงานว่าต าแหน่งของยีน repA อยู่ใกล้กับยีน parA 
และ parB บนพลาสมิดขนาดใหญ่ของแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads ซึ่งยีนดังกล่าวมีการ
จัดล าดับแตกต่างกันในพลาสมิดขนาดใหญ่ทั้ง 3 กลุ่ม (รูปที่ 2.17) โดยพลาสมิดกลุ่ม Mega-RepAC-
group ได้แก่ pNL1, pCAR3, pSWIT02 และ Mpl พลาสมิดกลุ่ม Mega-RPA-group ได้แก่ pNL2, 
pISP1 และ Lpl พลาสมิดกลุ่ม Mega-Rep3-group ได้แก่ pCHQ1, pISP0, pLA1, pSLGP และ 
pSPHCH01  
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  (Stolz, 2014) 
 

รูปที่ 2.15  ความสัมพันธ์ระหว่างล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน Rep บนพลาสมิดขนาดต่างๆที่พบใน 
Sphingomonads 

 

 
 

รูปที่ 2.16  ความสัมพันธ์ระหว่างล าดับกรดอะมิโนของโปรตีน RepA ParA และ ParB บนพลาสมิด
ขนาดต่างๆที่พบใน Sphingomonads 

(Stolz, 2014) 
 

 (Stolz, 2014) 
 

รูปที่ 2.17  การจัดล าดับของยีน repA parA และ parB บนพลาสมิดขนาดต่างๆที่พบใน 
Sphingomonads 
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2.3.3  แบคทีเรียแกรมบวก Mycobacterium 
2.3.3.1   ความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ของ Mycobacterium 

Mycobacterium เป็นแบคทีเรียในไฟลัม Actinobacteria ที่ชอบอาศัยอยู่ตามสิ่งแวดล้อม
ปนเปื้อน แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มตามอัตราการเจริญเติบโต คือ พวกเจริญช้า (slow growing 
mycobacteria) ที่ใช้เวลาในการเจริญตั้งแต่ 7 วันขึ้นไป ส่วนใหญ่เป็นเชื้อก่อโรคในมนุษย์และสัตว์ 
ขณะที่  Mycobacterium ที่สามารถย่อยสลาย PAHs ได้นั้น เป็นพวกเจริญ เร็ว (fast growing 
mycobacteria) ที่ใช้เวลาในการเจริญน้อยกว่า 7 วัน มักถูกคัดแยกได้ด้วยสมบัติการใช้ PAHs มวล
โมเลกุลสู ง (มากกว่า 4 วงอะโรมาติก ) เป็นแหล่ งคาร์บอนและพลังงาน แสดงให้ เห็นว่า 
Mycobacterium มีสรีรวิทยา โครงสร้างเซลล์ การด ารงชีวิตในสิ่งแวดล้อม และความหลากหลาย
ของเอนไซม์ ที่ท าให้สามารถอยู่รอด เพิ่มจ านวน แข่งขันกับจุลินทรีย์ท้องถิ่น และย่อยสลาย PAHs ใน
สภาวะแปรผันของสิ่งแวดล้อมได้ โดยพบว่าเกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ที่ดูดซับกับอนุภาคดิน 
เนื่องจากผนังเซลล์มีกรดไมโคลิก (mycolic acid) ที่มีจ านวนคาร์บอน 60-90 อะตอม และมีปริมาณ
มากถึง 60 เปอร์เซ็นต์ของผนังเซลล์ ในขณะที่แบคทีเรียอื่นในไฟลัม Actinobacteria มีกรดไมโคลิกที่
มีจ านวนคาร์บอนเพียง 30-60 อะตอม จึงท าให้ผนังเซลล์ของ Mycobacterium มีความไม่ชอบน้ าสูง
และยอมให้เซลล์เกาะกับอนุภาคดินได้ดี (Doyle และคณะ, 2008; Kim และคณะ, 2010) งานวิจัย
ของ Leys และคณะ (2005b) ออกแบบไพร์เมอร์ที่จ าเพาะกับ Mycobacterium จ าพวกเจริญเร็ว 
คือ MYCO66f และ MYCO600r เพ่ือใช้ตรวจสอบความหลากหลายของแบคทีเรียกลุ่มนี้ในตัวอย่าง
ดินปนเปื้อน โดยมีข้อจ ากัดของการตรวจสอบ (detection limit) ประมาณ 106 CFU/กรัม เมื่อ
ทดสอบความจ าเพาะของไพร์เมอร์กับแบคทีเรีย Mycobacterium สายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีความสามารถ
ในการย่อยสลาย PAHs ด้วยวิธี PCR-DGGE พบว่าเกิดผลิตภัณฑ์ PCR เพียงแถบเดียวในสายพันธุ์
บริสุทธิ์ส่วนใหญ่ นอกจากนี้หากใช้ไพร์เมอร์ดังกล่าวร่วมกับไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อ eubacteria 
(eubacterial primers, 27fc and 1492rc) ในกระบวนการ nested PCR จะท าให้ข้อจ ากัดของการ
ตรวจสอบลดลงเหลือประมาณ 102 CFU/กรัม 

Mycobacterium ได้รับการศึกษาอย่างกว้างขวางเกี่ยวกับความสามารถในการย่อยสลาย 
PAHs มวลโมเลกุลสูงโดยเฉพาะอย่างยิ่งไพรีน สายพันธุ์ที่เป็นที่รู้จักกันเป็นอย่างดีและได้รับการศึกษา
อย่างละเอียดคือ M. vanbaalenii PYR-1 (Heitkamp และคณะ, 1988; Khan และคณะ, 2001; 
Kim และคณะ, 2006b; Kim และคณะ, 2007; Kim และคณะ, 2008) นอกจากนี้ ตัวอย่างสายพันธุ์
อ่ื น ๆ  เช่ น  M. gilvum PYR-GCK (Dean-Ross แ ล ะ  Cerniglia, 1 9 9 6 ), M. hodleri EM12 
(Kleespies และคณะ, 1996), M. frederiksbergense FAn9T (Willumsen และคณะ, 2001), 
Mycobacterium sp. 6PY1 (Krivobok และคณะ, 2003), M. austroafricanum GTI-23 (Bogan 
และคณ ะ, 2003), Mycobacterium sp. MCS, Mycobacterium sp. JLS (Miller และคณ ะ, 
2004), M. aromativorans JS19b1 (Seo และคณะ, 2007), Mycobacterium sp. N12 (Hu และ
คณะ, 2011), M. gilvum Spyr1 (Kallimanis และคณะ, 2011), Mycobacterium sp. A1-PYR 
( Zhong แ ล ะ ค ณ ะ ,  2011) ,  Mycobacterium sp. KA5 ,  Mycobacterium sp. BS5 , 
Mycobacterium sp. KF4 (Lease และคณะ, 2011), Mycobacterium sp. KMS (Zhang และ 
Anderson, 2012) 
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กระบ วน ก ารที่ เกี่ ย ว ข้ อ งกั บ ก ารย่ อ ยส ล าย  PAHs ขอ ง M. vanbaalenii PYR-1 
ประกอบด้วย 3 กระบวนการหลัก (รูปที่ 2.18) คือ ring cleavage process (RCP) เป็นขั้นตอนการ
แตกวงอะโรมาติกที่มีวิถีการย่อยสลายแบบแตกแขนงออกไปมากมาย ท าให้เกิดสารตัวกลางหลาย
ชนิดและยังเป็นการลดมวลโมเลกุลของ PAHs โดยมีเอนไซม์ที่อาศัยออกซิเจนเป็นสิ่งส าคัญ จากนั้น
สารที่ผ่านกระบวนการ RCP จะเข้าสู่กระบวนการ side chain process (SCP) ที่เป็นวิถีการย่อย
สลายแบบเส้นตรงหรือแบบแตกแขนงเล็กน้อย เกิดผลิตภัณฑ์ไพรูเวทและสารตัวกลางที่จะวนเข้าสู่
ขั้นตอน RCP เพ่ือแตกวงอะโรมาติกต่อไป ท าให้ยังคงมีการลดลงของมวลโมเลกุลของ PAHs ด้วย 
สุดท้ายสารตัวกลางโปรโตคาเทซูเอท (protocatechuate) จะเข้าสู่กระบวนการ central aromatic 
process (CAP) ที่เป็นวิถีการย่อยสลายแบบเส้นตรง เพ่ือผลิตสารตัวกลางอะเซทิลโคเอและซัคซินิลโค
เอที่จะเข้าสู่วัฏจักรเครปต่อไป (Kweon และคณะ, 2011) 
 

      
 

รูปที่ 2.18  กระบวนการหลักของการย่อยสลาย PAHs ของ M. vanbaalenii PYR-1 
(Kweon และคณะ, 2011) 

 
2.3.3.2 ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ของ Mycobacterium 

Mycobacterium มีความหลากหลายของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs สูง ดัง
ตัวอย่างยีนของ M. vanbaalenii PYR-1 ในตารางที่ 2.13 โดยพบว่าในการย่อยสลาย PAHs แต่ละ
ชนิดจะมียีนประมวลรหัสโปรตีนที่เกี่ยวข้องแตกต่างกัน (รูปที่ 2.19 A) สามารถจัดกลุ่มการแสดงออก
ของยีนทั้งหมดได้ตามมวลโมเลกุลของ PAHs อีกทั้งการแสดงออกของยีนทั้งหมดในการย่อยสลาย 
พทาเลท (phthalate) ยังครอบคลุมการแสดงออกของยีนในการย่อยสลาย PAHs อ่ืนๆด้วย 
เนื่องจากพทาเลทเป็นสารตัวกลางในระหว่างการย่อยสลาย PAHs โดยสายพันธุ์ดังกล่าว (รูปที่ 2.19 
B) (Kweon และคณะ, 2011) อย่างไรก็ตาม ยีนที่มีความส าคัญต่อกระบวนการแตกวงอะโรมาติกขั้น
แรกคือยีน nidA และยีน nidA3 ที่มีความจ าเพาะต่อ PAHs ต่างชนิดกัน กล่าวคือยีน nidA จะมี
ความจ าเพาะต่อไพรีน > ฟีแนนทรีน > ฟลูออแรนทีน > แอนทราซีน ในขณะที่ยีน nidA3 มี
ความจ าเพาะต่อฟลูออแรนทีน > ฟีแนนทรีน > ไพรีน > แอนทราซีน และมีความเหมือนกันของ
ล าดับกรดอะมิโนของทั้ง 2 ยีนเพียง 53 เปอร์เซ็นต์ ต าแหน่งของการเกิดการแตกวงอะโรมาติกโดย
อาศัยยีน nidA และ nidA3 แสดงดังรูปที่ 2.20 (Kweon และคณะ, 2010) นอกจากนี้ การย่อยสลาย 
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PAHs ของสายพันธุ์ PYR-1 ยังอาศัยยีน phtAc และ phtAd ท าหน้าที่เป็นเฟอร์รีดอกซินและเฟอร์รี
ดอกซินรีดักเทสตามล าดับ ให้กับไดออกซิจีเนสและโมโนออกซิจีเนสทั้งหมด (Kweon และคณะ, 
2011) 
 
ตารางท่ี 2.13  เอนไซม์ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสโดยยีนที่พบใน M. vanbaalenii PYR-1 
 

ยีน เอนไซม์ 
nidA, pdoA1 pyrene/phenanthrene dioxygenase α subunit 

nidB2, pdoB1 pyrene/phenanthrene dioxygenase β subunit 

nidA3 fluoranthene/pyrene dioxygenase α subunit 

nidB3 fluoranthene/pyrene dioxygenase β subunit 

pdoA2 phenanthrene dioxygenase α subunit 

pdoB2 phenanthrene dioxygenase β subunit 

nidC, nidH, pdoH alcohol dehydrogenase 

nidD, phdH aldehyde dehydrogenase 

phdE dihydrodiol dehydrogenase 

phdF ring cleavage dioxygenase 

phdG, narC hydratase-aldolase 

phdI 1-hydroxy-2-naphthoate dioxygenase 

phdJ trans-2’-carboxybenzalpyruvate hydratase-aldolase 

phdK 2-carboxylbenzaldehyde dehydrogenase 

phtAa, phtA1 phthalate 3,4-dioxygenase α subunit 

phtAb, phtA2 phthalate 3,4-dioxygenase β subunit 

phtAc ferredoxin 

phtAd ferredoxin reductase 

phtB, ophB phthalate 3,4-dihydrodiol dehydrogenase 

phtC decarboxylase 

phtR regulatory protein 

pcaG protocatechuate 3,4-dioxygenase α subunit 

pcaH protocatechuate 3,4-dioxygenase β subunit 

pcaB β-carboxy-cis,cis-muconate cycloisomerase 

pcaL γ-carboxymuconolactone decarboxylase/β-ketoadipate enol-lactone 
hydrolase 

pcaI β-ketoadipate succinyl-CoA transferase α subunit 

pcaJ β-ketoadipate succinyl-CoA transferase β subunit 

pcaF β-ketoadipyl-CoA thiolase 
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ตารางที่ 2.13  เอนไซม์ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสโดยยีนที่พบใน Mycobacterium vanbaalenii 
PYR-1 (ต่อ) 
 

ยีน เอนไซม์ 
sdhA Succinate dehydrogenase/fumarate reductase 

ephX1 Epoxide hydrolase I 

dfdA1, dbfA1 ring hydroxylating oxygenase α subunit 

bnzA2, dbfA2 ring hydroxylating oxygenase β subunit 

mmsB 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase 

flnE meta-cleavage product hydrolase 

carBb catalytic subunit of meta-cleavage enzyme 

ema7 cytochrome P450 monooxygenase 
 

(Kim และคณะ, 2007) 
 

  
 

รูปที่ 2.19  แผนที่ความร้อนแสดง A.) โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs และ B.) โปรตีน
ทั้งหมดท่ีแสดงออกในการย่อยสลาย PAHs ชนิดต่างๆของ M. vanbaalenii PYR-1 

(Kweon และคณะ, 2011) 
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รูปที่ 2.20  ต าแหน่งการแตกวงของสารประกอบอะโรมาติกด้วยยีน nidA และ nidA3 
(Kweon และคณะ, 2010) 

 
รูปที่ 2.21 แสดงการจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs (ลูกศรสีแดงของ

รูปที่  2.21) บนโครโมโซม 2 บริเวณของ M. vanbaalenii PYR-1 โดยพบว่ายีนที่ แสดงออก 
(ตัวอักษรเข้มของรูปที่ 2.21) ทั้งหมดอยู่ในบริเวณ A ของรูปที่ 2.21 ระหว่างยีนที่เกี่ยวข้องกับการ
เคลื่อนที่ (mobile genetic elements) (ลูกศรสีเหลืองของรูปที่ 2.21) (Kim และคณะ, 2008) เมื่อ
พิจารณาแบคทีเรีย Mycobacterium ที่มีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ในตารางที่ 2.14 
พบว่ายีนที่ เกี่ยวข้องในการย่อยสลาย PAHs จะตั้งอยู่บนโครโมโซม และในบางสายพันธุ์ เช่น 
Mycobacterium sp. MCS และ Mycobacterium sp. KMS มีจ านวนยีน nidA มากกว่าหนึ่ ง
กระจายอยู่ในโครโมโซมและพลาสมิด เมื่อเปรียบเทียบการจัดเรียงตัวของยีนใน Mycobacterium 5 
ส า ย พั น ธุ์  ( รู ป ที่  2.22)  ไ ด้ แ ก่  M. vanbaalenii PYR-1, Mycobacterium sp. JLS, 
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Mycobacterium sp. KMS, Mycobacterium sp. MCS และ  M. gilvum PYR-GCK พบว่ ายี น 
ARHDO ทั้ง 7 กลุ่ม มีความอนุรักษ์บนโครโมโซมของทั้ง 5 สายพันธุ์ และอยู่ระหว่างยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การเคลื่อนที่ (ลูกศรสีชมพูของรูปที่ 2.22) เช่น ยีนประมวลรหัส integrase และยีนประมวลรหัส 
transposase นอกจากนี้ ยังพบว่าบนพลาสมิดของสายพันธุ์ KMS และ MCS มียีน ARHDO บางกลุ่ม
อยู่ระหว่างยีนที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่เช่นกัน แสดงให้เห็นถึงการถ่ายโอน (horizontal gene 
transfer) และการสับเปลี่ยน (shuffling) ของยีนดังกล่าวที่เกิดขึ้น (DeBruyn และคณะ, 2012) 
 

 
 

รูปที่ 2.21  การจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ของ M. vanbaalenii PYR-1 
(Kim และคณะ, 2008) 
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รูปที่ 2.22  การเปรียบเทียบยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ที่ประมวลรหัสมาจากโครโมโซมและพลาสมิดของ Mycobacterium spp. 5 สายพันธุ์ 
(DeBruyn และคณะ, 2012)  52 
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ตารางท่ี 2.14  ความสามารถและยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลาย PAHs ของ Mycobacterium spp. 
 

Mycobacterium การย่อยสลาย PAHs ยีนไดออกซิจีเนส / ต าแหน่งของยีน  อ้างอิง 
M. vanbaalenii PYR-1 ฟีแนนทรีน, ไพรีน, เบนโซ[เอ]ไพรีน nid / โครโมโซม Heitkamp และคณะ, 1988 

M. gilvum PYR-GCK ฟีแนนทรีน, ไพรีน nid / โครโมโซม Dean-Ross และ Cerniglia, 1996 

M. hodleri EM12 ฟลูออแรนทีน  Kleespies และคณะ, 1996 

M. frederiksbergense FAn9T ฟลูออรีน, ฟีแนนทรีน, แอนทราซีน ,ฟลูออ
แรนทีน, ไพรีน, เบนโซ[เอ]ไพรีน 

nid Willumsen และคณะ, 2001 

Mycobacterium sp. 6PY1 ไพรีน pdo Krivobok และคณะ, 2003 

Mycobacterium sp. MCS 
Mycobacterium sp. JLS 

ฟีแนนทรีน, ไพรีน, เบนโซ[เอ]ไพรีน 
ฟีแนนทรีน, ไพรีน 

nid / โครโมโซมและพลาสมิด 
nid / โครโมโซม 

Miller และคณะ, 2004 

M. aromativorans JS19b1 ฟลูออรีน, ฟีแนนทรีน, ฟลูออแรนทีน, ไพรีน  Seo และคณะ, 2007 

Mycobacterium sp. N12 อะซีแนพธีน, ฟลูออรีน, ฟีแนนทรีน, ไพรีน, 
เบนโซ[เอ]ไพรีน* 

 Hu และคณะ, 2011 

M. gilvum Spyr1 อะซีแนพธีน, ฟลูออรีน, แอนทราซีน, ฟลูออ
แรนทีน, ไพรีน 

RHD / โครโมโซม Kallimanis และคณะ, 2011 

Mycobacterium sp. A1-PYR ฟีแนนทรีน, ฟลูออแรนทีน, ไพรีน  Zhong และคณะ, 2011 

Mycobacterium sp. KA5 
Mycobacterium sp. BS5 
Mycobacterium sp. KF4 

ฟีแนนทรีน, แอนทราซีนBS5, KF4, ฟลูออแรน 
ทีน, ไพรีน, เบนซ์[เอ]แอนทราซีน, ไครซีน
KA5,KF4, ไดเบนซ์[เอ,เอช]แอนทราซีน 

 Lease และคณะ, 2011 

Mycobacterium sp. KMS ไพรีน, เบนโซ[เอ]ไพรีน nid / โครโมโซมและพลาสมิด Zhang และ Anderson, 2012 
 

* สามารถย่อยสลายได้เมื่อมีฟีแนนทรีนและไพรีนเป็นโคสับสเตรท (co-substrate) 
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2.4  หัวเชื้อพร้อมใช้รูปแบบแบคทีเรียอัดเม็ด 
 

การประยุกต์ใช้แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ในการบ าบัดดินปนเปื้อนให้มีประสิทธิภาพและ
ประสบผลส าเร็จ ขึ้นอยู่กับอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียที่เติมลงไป ซึ่งสามารถส่งเสริมได้โดยการ
ตรึงแบคทีเรีย (immobilization) ให้อยู่กับที่โดยอาศัยการยึดเกาะ (attachment) หรือการกักขัง 
(entrapment) ในวัสดุตรึง (รูปที่ 2.23) (Rahman และคณะ, 2006) การยึดเกาะเป็นวิธีตรึงที่อาศัย
แรงยึดเหนี่ยวระหว่างแบคทีเรียและพ้ืนผิวของวัสดุตรึง แรงยึดเหนี่ยวดังกล่าวแบ่งออกเป็น 2 
ประเภท คือ แรงยึดเกาะที่สามารถผันกลับได้ (reversible forces) เช่น แรงวัลเดอร์วาลส์ แรงดึงดูด
ระหว่างไอออนและโมเลกุลที่ไม่ชอบน้ า พันธะไฮโดรเจน และแรงยึดเกาะที่ไม่สามารถผันกลับได้ 
(irreversible forces) เช่น พันธะโควาเลนท์ วิธีการยึดเกาะอย่างง่ายคือการดูดซับ (adsorption) 
ส่วนใหญ่มักใช้งานเพียงระยะเวลาสั้นๆเนื่องจากความไม่เสถียรของการยึดเกาะ ส าหรับการกักขังนั้น
เป็นวิธีตรึงโดยการกักเซลล์ไว้ภายในวัสดุตรึง ซึ่งส่วนใหญ่เป็นเจลพอลิเมอร์ เช่น อัลจิเนต (alginate) 
คาราจีแนน (carrageenan) คอลลาเจน (collagen) พอลิอะคริลาไมด์ (polyacrylamide) เจลาติน 
(gelatin) ยางซิลิโคน (silicon rubber) พอลิยูรีเทน (polyurethane) พอลิไวนิลแอลกอฮอลล์ 
(polyvinyl alcohol) การตรึงแบบห่อหุ้มเซลล์ (encapsulation) เป็นวิธีการกักขังเซลล์ไว้ภายใน
ผนังของเยื่อกึ่งผ่าน (semi-permeable membrane) ที่ยอมให้เซลล์เคลื่อนที่ได้ภายในช่องว่างของ
แคปซูล แต่ยอมให้สารอาหารต่างๆผ่านเข้าออกแคปซูลได้ อย่างไรก็ตาม ยังมีการตรึงแบบไม่ใช้วัสดุ
ตรึงคือการเชื่อมไขว้ (cross linking) ที่อาศัยการเชื่อมกันระหว่างเซลล์ด้วยสารเคมี โดยทั่วไปนิยม
ใช้กลูตาอัลดีไฮด์ (glutaraldehyde) ซึ่งท าปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนของผิวโปรตีน นอกจากนี้ยัง
สามารถใช้ไอโซไซยาเนต (bis-isocyanate) ไดอะโซเบนซิดีน (bis-diazobenzidine) เกลือไดอะโซ
เนียม (diazonium salts) หรือโปรตีนเฉื่อย เช่น โบวีนซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin) 
โอวัลบูมิน (ovoalbumin) ในการเชื่อมไขว้กันได้ (Górecka และ Jastrzẹbsk, 2011) 
 

 
 

รูปที่ 2.23  การตรึงแบคทีเรียแบบต่างๆ 
(Górecka และ Jastrzẹbsk, 2011) 
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ชนิดของวัสดุตรึงเป็นปัจจัยหลักที่มีความส าคัญต่อกระบวนการตรึงแบคทีเรีย โดยการ
เลือกใช้วัสดุตรึงจ าต้องพิจารณาถึงความเป็นไปได้ในการเจริญของแบคทีเรียในวัสดุตรึง และลักษณะ
ทางกายภาพอ่ืนๆของวัสดุตรึง เช่น การย่อยสลาย การละลายน้ า และความเป็นรูพรุน เป็นต้น 
(Górecka และ Jastrzẹbsk, 2011) วัสดุทางการเกษตรจึงเป็นตัวเลือกที่ดีในการน ามาใช้เป็นวัสดุตรึง
แบคทีเรียเพ่ือการบ าบัดดินปนเปื้อน เนื่องจากเป็นวัสดุเหลือใช้ที่มีปริมาณมาก ต้นทุนต่ า ไม่เป็นพิษ
ต่อสิ่งแวดล้อม สามารถย่อยสลายได้เองจึงไม่พบการตกค้าง และยังสามารถส่งเสริมการย่อยสลาย 
PAHs ในดินได้ ตัวอย่างวัสดุทางการเกษตรที่น ามาศึกษาการบ าบัดสิ่งแวดล้อมปนเปื้อนสารพิษต่างๆ 
เช่น ร า (rice bran) แกลบ (rice husk) ร าข้าวสาลี (wheat bran) แกลบข้าวสาลี (wheat husk) 
ฟางข้าวสาลี (wheat straw) ขี้เลื่อย (saw dust) เปลือกไม้ (bark) เปลือกถั่วลิสง (groundnut 
shells) เปลือกมะพร้าว (coconut shells) เปลือกเฮเซลนัท (hazelnut shells) เปลือกวอลนัท 
(walnut shells) เปลือกเมล็ดฝ้าย (cottonseed hulls) ใบชาใช้แล้ว (waste tea leaves) ใบต้น
ราชพฤกษ์  (Cassia fistula leaves) ซั งข้ าว โพด  (maize corn cob) ชาน อ้อย  (sugarcane 
bagasse) เปลือกแอปเปิ้ล (apple peels) เปลือกกล้วย  (banana peels) เปลือกส้ม (orange 
peels) เปลือกถ่ัวเหลือง (soybean hulls) ก้านองุ่น (grapes stalks) ผักตบชวา (water hyacinth) 
จาวซูการ์บีท (sugar beet pulp) ก้านดอกทานตะวัน (sunflower stalks) เมล็ดกาแฟ (coffee 
beans) ถั่วอาร์จัน (arjun nuts) ก้านฝ้าย (cotton stalks) (Sud และคณะ, 2008) ปัจจุบันมีการน า
วัสดุทางการเกษตรมาเผาที่อุณหภูมิสูงไม่เกิน 700 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะที่มีปริมาณออกซิเจน
จ ากัด ได้เป็นถ่านที่เรียกว่า biochar ซึ่งมีลักษณะเป็นเม็ดคาร์บอนเนื้อละเอียดที่มีรูพรุน  มีความ
เสถียรต่อการเปลี่ยนแปลงของสภาวะในดิน มีโครงสร้างที่จ าเพาะต่อการกักเก็บน้ าและสารอาหารใน
ดิน มีพ้ืนที่ผิวที่สามารถดูดซับสารปนเปื้อนในดินได้ดี ท าให้ลดการเคลื่อนที่และแพร่กระจายของสาร
ปนเปื้อนได้ จึงนิยมน ามาใช้เป็นสารปรับปรุงดินหรือวัสดุตรึงแบคทีเรียในการบ าบัดดินปนเปื้อน 
(Beesley และคณะ, 2011; Tang และคณะ, 2013) งานวิจัยของ Chen และ Yuan (2011) ศึกษา
การดูดซับแนพธาลีนและฟีแนนทรีนของถ่าน biochar ที่ผลิตจากการเผาไม้จากต้นไพน์ที่อุณหภูมิ 
300 และ 400 องศาเซลเซียส พบว่าถ่าน biochar ที่เผาไหม้ที่อุณหภูมิสูงสามารถดูดซับ PAHs ในดิน
ได้ดีและเร็วกว่า อย่างไรก็ตาม การประยุกต์ใช้งานถ่าน biochar ยังคงเป็นประเด็นถกเถียงเนื่องจาก
กระบวนการผลิต biochar มีการปลดปล่อยก๊าซเรือนกระจก อีกท้ังยังปลดปล่อยสารพิษคือไดออกซิน 
(dioxin) และ PAHs ด้วย โดยพบว่าไดออกซินที่เกิดขึ้นและสะสมใน biochar มีปริมาณน้อยมาก
ประมาณ 92 พิโกกรัม/กรัม ส าหรับปริมาณ PAHs ที่เกิดขึ้นและสะสมใน biochar พบว่าขึ้นอยู่กับ
ชนิดของวัตถุดิบ อุณหภูมิและเวลาในการเผาไหม้ ซึ่ง biochar ที่เผาไหม้เป็นระยะเวลาสั้นมีปริมาณ 
PAHs 0.3-45.0 ไมโครกรัม/กรัม และที่ เผาไหม้เป็นระยะเวลานานมีปริมาณ  PAHs 0.07-3.27 
ไมโครกรัม/กรัม กล่าวคือการเพ่ิมอุณภูมิและเวลาในการเผาวัตถุดิบนั้น จะท าให้ลดปริมาณ PAHs ที่
เกิดข้ึนใน biochar ได้ (Hale และคณะ, 2012)  

งานวิจัยนี้มุ่งเน้นการผลิตหัวเชื้อพร้อมใช้ที่ใช้งานง่าย มีประสิทธิภาพในการบ าบัดสิ่งแวดล้อม
ปนเปื้อน PAHs ต้นทุนต่ า น้ าหนักเบา ขนส่งสะดวก กระบวนการผลิตไม่ซับซ้อน เก็บรักษาง่ายโดยคง
ประสิทธิภาพการบ าบัด ใช้งานง่ายและเหมาะสมกับประเทศไทย โดยรูปแบบหัวเชื้อพร้อมใช้ที่
น่าสนใจ คือ แบคทีเรียอัดเม็ด 
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การผลิตแบคทีเรียอัดเม็ดเริ่มจากการคัดเลือกวัสดุที่เป็นองค์ประกอบในการอัดเม็ดที่มีต้นทุน
ต่ า มีปริมาณมาก และสามารถหาได้ง่าย น าวัสดุที่คัดเลือกได้มาบดให้ละเอียด ความละเอียดของวัสดุ
จะช่วยให้เม็ดมีความคงตัวดี จากนั้นผสมวัสดุแต่ละชนิดกับเชื้อแบคทีเรียให้เข้ากัน แล้วน าส่วนผสมนี้
เข้าสู่กระบวนการอัดเม็ด ท าให้แห้งด้วยการผึ่งลมในสถานที่ที่ไม่มีแสงแดดเพ่ือให้ความชื้นระเหย
ออกไป (ดัดแปลงมาจาก Cheunbarn และคณะ, 2008) อย่างไรก็ตาม ปัจจัยภายในที่มีผลต่อ
ประสิทธิภาพการก าจัดสารพิษของแบคทีเรียอัดเม็ด ได้แก่ ชนิดและอัตราส่วนของวัสดุที่ เป็น
องค์ประกอบในการอัดเม็ด และปริมาณของแบคทีเรียในแบคทีเรียอัดเม็ด จึงต้องมีการศึกษาและแปร
ผันปัจจัยดังกล่าว เพ่ือให้ไดแ้บคทีเรียอัดเม็ดทีม่ีประสิทธิภาพดี 

งานวิจัยของ Cheunbarn และคณะ (2008) ศึกษาการบ าบัดน้ าเสียปนเปื้อนสีย้อมด้วย
แบคทีเรียอัดเม็ด Bacillus sp. Mk-8 (รูปที่ 2.24) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร และ
ความยาว 1 เซนติเมตร โดยมีองค์ประกอบของวัสดุอัดเม็ด ได้แก่ ทรายละเอียด ร าข้าวถั่วเหลือง และ
แป้งข้าวเจ้า พบว่าแบคทีเรียอัดเม็ดสามารถก าจัดสีย้อมของน้ าเสียได้ 96.9 เปอร์เซ็นต์ ในสภาวะไม่มี
อากาศที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 14 วัน แต่ท าให้ค่าซีโอดีของน้ าเสียสูงขึ้นอันเนื่องมาจากวัสดุที่เป็น
องค์ประกอบของแบคทีเรียอัดเม็ด แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียอัดเม็ดไม่เหมาะในการน าไปใช้ในการ
บ าบัดน้ าเสีย 
 

 
 

รูปที่ 2.24  แบคทีเรียอัดเม็ด Bacillus sp. Mk-8 
(Cheunbarn และคณะ, 2008) 

 
ในทางตรงกันข้าม การประยุกต์ใช้แบคทีเรียอัดเม็ดในการบ าบัดดินปนเปื้อนนั้น มีข้อดีหลาย

ประการ กล่าวคือเป็นที่ยึดเกาะให้แบคทีเรียสามารถเพ่ิมจ านวนและอยู่รอดได้ในสิ่งแวดล้อม ช่วยเพ่ิม
รูพรุนในดินท าให้เพ่ิมปริมาณออกซิเจนและความชื้นในดินด้วย รวมถึงสามารถดูดซับสารพิษในดินท า
ให้แบคทีเรียเข้าถึงสารพิษได้มากขึ้น (Mishra และคณะ, 2001; Mohan และคณะ, 2006) อย่างไรก็
ตาม ยังไม่มีรายงานวิจัยที่ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs ด้วยแบคทีเรียรูปแบบอัดเม็ด มีเพียง
งานวิจัยที่ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs ด้วยจุลินทรีย์รูปแบบยึดเกาะบนวัสดุทางการเกษตร
ต่างๆ 

งานวิจัยของ Wang และคณะ (2012a) ศึกษาการก าจัดไพรีนความเข้มข้นเริ่มต้น 100 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม ในดินเค็มด้วยแบคทีเรีย Mycobacterium sp. B2 รูปแบบเซลล์อิสระและ
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รูปแบบยึดเกาะบนซังข้าวโพด พบว่ามีประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนเท่ากับ 82.2 และ 83.2 
เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ในระยะเวลา 30 วัน นอกจากนี้ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิด
ส่องกราด (scanning electron microscope; SEM) แสดงให้เห็นว่าวัสดุตรึง (ซังข้าวโพด) มีช่องว่าง
ระหว่างกันมาก จึงมีพ้ืนที่มากพอส าหรับการเจริญของเซลล์แบคทีเรีย อีกทั้งแบคทีเรียสายพันธุ์ B2 
รูปแบบเซลล์อิสระและรูปแบบยึดเกาะบนซังข้าวโพด ยังสามารถเจริญได้ดีในดินเค็มปนเปื้อนไพรีน 

งานวิจัยของ Wu และคณะ (2008) ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs ความเข้มข้นเริ่มต้น 

10.83±0.22 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ด้วยเชื้อรา Monilinia sp. W5-2 ยึดเกาะบนซังข้าวโพดบด เป็น
เวลา 30 วัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุมฟ้ืนฟูโดยธรรมชาติและชุดที่เติมซังข้าวโพดบด พบว่าการย่อย
สลาย PAHs ในชุดที่เติมเชื้อราสายพันธุ์ W5-2 มากกว่าในชุดที่เติมซังข้าวโพดบดและชุดควบคุม โดย
มีประสิทธิภาพการย่อยสลายเท่ากับ 35, 16 และ 9 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ งานวิจัยของ Wang และ
คณะ (2014) ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs ความเข้มข้นเริ่มต้น 6.35±0.045 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม ด้วยเชื้อรา Phanerochaete chrysosporium รูปแบบเซลล์อิสระและรูปแบบผสมกับหิน
ทัวร์มาลีน พบว่าการก าจัด PAHs ในดินของเชื้อรา P. chrysosporium รูปแบบผสมหินทัวร์มาลีนมี
ประสิทธิภาพสูงกว่าของรูปแบบเซลล์อิสระ และการเติมเพียงหินทัวร์มาลีนก็สามารถช่วยก าจัด PAHs 
ได้โดยการกระตุ้นจุลินทรีย์ในดิน อย่างไรก็ตามพบว่า การเติมเชื้อราร่วมกับวัสดุธรรมชาติจะส่งเสริม
การย่อยสลาย PAHs โดยเฉพาะอย่างยิ่งมวลโมเลกุลสูง (ขนาด 5-6 วงอะโรมาติกข้ึนไป) 

นอกจากนี้ ยังมีงานวิจัยการก าจัดสารปนเปื้อนอ่ืนๆในดินด้วยแบคทีเรียยึดเกาะบนวัสดุต่างๆ 
ดังตัวอย่างในตารางที่ 2.15 
 
ตารางท่ี 2.15  การก าจัดสารพิษอ่ืนๆในสิ่งแวดล้อมด้วยแบคทีเรียรูปแบบยึดเกาะกับวัสดุ 
 

สารพิษ แบคทีเรีย วัสดุตรึง ประสิทธิภาพ
การก าจัดสาร 

อ้างอิง 

น้ ามันดิบ 800 
มก./ล. 

Arthrobacter sp. เซลล์อิสระ 
ขี้เลื่อย 
ร าข้าว 

22.5%, 7 วัน 
45.0%, 7 วัน 
27.5%, 7 วัน 

Obuekwe และ 
Al-Muttawa, 
2001 

ไนโตรฟีนอล 
70 มก./กก. 

Arthrobacter 
protophormiae RKJ
100 

เซลล์อิสระ 
ซังข้าวโพด 

75%, 5 วัน 
99%, 5 วัน 

Labana และคณะ, 
2005 

น้ ามันดิบ 
6,500 มก./ล. 

Rhodococcus 
corynebacterioides 
QBTo 

เซลล์อิสระ 
ไคติน 
เกล็ดไคโตซาน 

35.4%, 15 วัน 
61.5%, 15 วัน 
64.6%, 15 วัน 

Gentili และคณะ, 
2006 

เฮกซะเดคเคน 
30,000 มก./ล. 

Rhodococcus ruber 
IEGM 231 

ขี้เลื่อย 71 มก./ล./ชม. Podorozhko และ
คณะ, 2008 

เฮกซะคลอโรไซ
โคลเฮกเซน 
60.7 มก./กก. 

Sphingobium 
indicum B90A 

ซังข้าวโพด 76%, 8 วัน Raina และคณะ, 
2008 
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ตารางท่ี 2.15  การก าจัดสารพิษอ่ืนๆในสิ่งแวดล้อมด้วยแบคทีเรียรูปแบบยึดเกาะกับวัสดุ (ต่อ) 
 

สารพิษ แบคทีเรีย วัสดุตรึง ประสิทธิภาพ
การก าจัดสาร 

อ้างอิง 

คาร์โบฟูแรน 5 
มก./กก. 
 

Burkholderia 
cepacia PCL3 

เซลล์อิสระ 
ซังข้าวโพด 
ชานอ้อย 

95%, 60 วัน 
90%, 60 วัน 
90%, 60 วัน 

Plangklang และ 
Reungsang, 2009 

อะลิฟาติก
ไฮโดรคาร์บอน 
(6 ชนิด) 6,000 
มก./กก. 

Pseudomonas sp. 
 
Rhodococcus sp. 

เซลล์อิสระ 
ซังข้าวโพด 
เซลล์อิสระ 
ซังข้าวโพด 

19-48%, 15 วัน 
45-55%, 15 วัน 
21-44%, 15 วัน 
12-42%, 15 วัน 

Rivelli และคณะ, 
2013 

น้ ามันดีเซล 
10,000 มก./ล. 

Acinetobacter sp. 
F9 

เซลล์อิสระ 
โซเดียมอัลจิ
เนตและไคโต
ซานเคลือบบน
ข้าวฟ่าง 

90%, 2 วัน 
90%, 7 วัน 

Hou และคณะ, 
2013 

ปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอน 
10,000 มก./ล. 

แบคทีเรีย 6 สายพันธุ์ เซลล์อิสระ 
เปลือกหอย 
กาบมะพร้าว 

26%, 30 วัน 
55%, 30 วัน 
36%, 30 วัน 

Simons และคณะ, 
2012 

 
2.5  ป่าชายเลน 
 

ป่าชายเลน (mangrove forest หรือ intertidal forest) หมายถึง ระบบนิเวศที่มีน้ าขึ้น
สูงสุดและน้ าลงต่ าสุด บริเวณชายฝั่งทะเล ปากแม่น้ า อ่าว และเกาะ ในแถบภูมิภาคเขตร้อนและกึ่ง
ร้อน มีโครงสร้างและหน้าที่ที่เป็นเอกลักษณ์ มีความส าคัญทางชีวภาพเนื่องจากเป็นที่อยู่อาศัยของพืช
และสัตว์น้ าตามธรรมชาติ เป็นแหล่งพลังงานและอาหารของจุลินทรีย์ เป็นแหล่งดูดซับคาร์บอน เป็น
แหล่งวัตถุดิบประเภทไม้และถ่านหิน และเป็นแนวก าบังป้องกันการกัดเซาะชายฝั่งและลดความ
รุนแรงของภัยธรรมชาติอีกด้วย (Alongi, 2002) ข้อมูลภาพถ่ายดาวเทียม (รูปที่ 2.25) แสดงให้เห็น
การแพร่กระจายของป่าชายเลนในทวีปเอเชีย 42 เปอร์เซ็นต์ ทวีปแอฟริกา 20 เปอร์เซ็นต์ ทวีป
อเมริกาเหนือและกลาง 15 เปอร์เซ็นต์ หมู่เกาะต่างๆในมหาสมุทรแปซิฟิก 12 เปอร์เซ็นต์ และทวีป
อเมริกาใต้ 11 เปอร์เซ็นต์ โดยในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้จะมีความหลากหลายของพรรณไม้ใน
พ้ืนที่ป่าชายเลนสูง (Giri และคณะ, 2011) ในประเทศไทยมีพ้ืนที่ป่าชายเลนประมาณ 1,435,116 ไร่ 
ครอบคลุมพ้ืนที่  4 บริเวณ ได้แก่ บริเวณชายฝั่ งทะเลอ่าวไทย (ภาคกลาง) ในพ้ืนที่จังหวัด
กรุงเทพมหานคร สมุทรปราการ สมุทรสาคร สมุทรสงคราม เพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ์ บริเวณ
ชายฝั่งทะเลภาคตะวันออกในพ้ืนที่จังหวัดตราด จันทบุรี ระยอง ชลบุรี และฉะเชิงเทรา บริเวณ
ชายฝั่งทะเลอ่าวไทย (ภาคใต้) ในพ้ืนที่จังหวัดชุมพร สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช พัทลุง สงขลา 
ปัตตานี และนราธิวาส และบริเวณชายฝั่งทะเลอันดามัน (ภาคใต้) ในพ้ืนที่จังหวัดพังงา ระนอง ตรัง 
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กระบี่ สตูล และภูเก็ต โดยพบว่าพ้ืนที่ป่าชายเลนบริเวณชายฝั่งทะเลอ่าวไทยของภาคกลางมีปริมาณ
การปนเปื้อนสารพิษมากกว่าบริเวณอ่ืน ซึ่งมีสาเหตุหลักมาจากการปลดปล่อยของเสียจากกิจกรรม
ของมนุษย์ลงสู่แม่น้ าสายต่างๆที่ไหลมาสู่อ่าวไทย (Pumijumnong, 2014) 
 

 
 

รูปที่ 2.25  การแพร่กระจายของป่าชายเลน 
(Giri และคณะ, 2011) 

 
ในปัจจุบันป่าชายเลนถูกท าลายลงอย่างมากโดยมีสาเหตุหลักมาจากการได้รับอิทธิพลจาก

การกระท าของมนุษย์ ได้แก่ การใช้ประโยชน์พื้นที่ป่าชายเลนเพื่อการประมงชายฝั่ง เช่น การท านากุ้ง 
38 เปอร์เซ็นต์ และการขุดบ่อเลี้ยงปลา 14 เปอร์เซ็นต์ การตัดไม้ท าลายป่าเพ่ือน าไปใช้ในการเกษตร 
อุตสาหกรรม และการการพัฒนาชุมชน 26 เปอร์เซ็นต์ การตั้งโรงงานผลิตน้ าจืดจากน้ าทะเล 11 
เปอร์เซ็นต์ การรุกล้ าที่ดินเพ่ือการขยายตัวของชุมชนเมือง 5 เปอร์เซ็นต์ การใช้สารก าจัดศัตรูพืช 3 
เปอร์เซ็นต์ การเกษตรกรรม 1 เปอร์เซ็นต์ และกิจกรรมอ่ืนๆ เช่น การท านาเกลือ การท าเหมืองแร่ 
การสร้างท่าเรือ เป็นต้น (Valiela และคณะ, 2001) อีกทั้งยังมีสาเหตุมาจากการเปลี่ยนแปลงทาง
ธรรมชาติ เช่น การเพ่ิมข้ึนของระดับน้ าทะเลอย่างรวดเร็ว การกัดเซาะชายฝั่ง เป็นต้น (Giri และคณะ, 
2011) นอกจากนี้ยังเกิดจากอุบัติเหตุการรั่วไหลของน้ ามันและสารเคมีจากเรือ ซึ่งน้ ามันจะถูกคลื่นพัด
พาเข้าหาชายฝั่ง ท าให้ป่าชายเลนเป็นพ้ืนที่ที่มีความเสี่ยงสูงที่จะได้รับผลกระทบอย่างมากจาก
อุบัติเหตุดังกล่าว ผลกระทบที่เกิดขึ้นจะมีความหลากหลายขึ้นอยู่กับชนิดและองค์ประกอบของน้ ามัน 
โดยพบว่าอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนมวลโมเลกุลต่ าจะท าให้เกิดการท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ของราก 
ส่วนอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนมวลโมเลกุลสูงจะก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ (NOAA, 2010; Santos 
และคณะ, 2011) 

อย่างไรก็ตาม ยังพบว่าจุลินทรีย์เป็นตัวแปรส าคัญในการด ารงรักษาผลผลิต การอนุรักษ์และ
การฟ้ืนสภาพของป่าชายเลน ซึ่งมีความเกี่ยวข้องโดยตรงกับการเปลี่ยนรูปของสารอาหาร การ
สังเคราะห์แสง การตรึงไนโตรเจน การผลิตก๊าซมีเทน การละลายของฟอสเฟต การลดลงของซัลเฟต 
และการผลิตสารเมทาบอไลท์ เช่น สารปฏิชีวนะ และเอนไซม์ (Holguin และคณะ, 2001) จุลินทรีย์
ในป่าชายเลนประกอบด้วยโปรโตซัว 2 เปอร์เซ็นต์ สาหร่ายขนาดเล็ก 7 เปอร์เซ็นต์ และแบคทีเรีย
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และเชื้อรา 91 เปอร์เซ็นต์ (Santos และคณะ, 2011) ซึ่งแบคทีเรียที่พบในดินตะกอนป่าชายเลนนั้น
จะมีความเหมือนกับฐานข้อมูลต่ า หมายความว่าส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียชนิดใหม่ที่ยังไม่มี รายงานใน
ฐานข้อมูล (Dias และคณะ; 2010) โดยพบว่าชนิดแบคทีเรียส่วนใหญ่ในดินตะกอนป่าชายเลนบริเวณ
พ้ืนที่เขตสงวนคือ Proteobacteria และแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ เช่น Actinobacteria, Firmicutes และ 
Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides (รูปที่  2.26) (Liang และคณะ, 2007; Dias และคณะ ; 
2010) 
 

 
 

รูปที่ 2.26  ชนิดของแบคทีเรียที่พบในดินตะกอนป่าชายเลนในพื้นท่ีเขตสงวน 
* วิเคราะห์โดยท าห้องสมุดของยีน 16S rDNA (Liang และคณะ, 2007; Dias และคณะ; 2010) 
 

ป่าชายเลนจึงเปรียบเสมือนแหล่งรองรับสิ่งปฏิกูลและสารพิษจากแผ่นดินและผืนน้ า ท าให้มี
การสะสมของสารพิษในดินตะกอนป่าชายเลน (Domínguez และคณะ, 2010) และมีอิทธิพลต่อการ
เปลี่ยนแปลงประชาคมของจุลินทรีย์ รายงานวิจัยของ  Taketani และคณะ (2010) ศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียในดินตะกอนป่าชายเลนดั้งเดิม และดินตะกอนป่าชายเลนที่ปนเปื้อน
สารมลพิษ โดยแบ่งดินตะกอนทั้ง 2 ชนิดออกเป็นอย่างละ 2 ส่วน คือ ส่วนที่เติมน้ ามันดิบ 2 
เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร และส่วนที่ไม่เติมน้ ามันดิบ พบว่าประชาคมแบคทีเรียในดินตะกอนที่มีการเติม
น้ ามันดิบมีการเปลี่ยนแปลงไปจากดินตะกอนที่ไม่เติมน้ ามันดิบ โดยแบคทีเรียในดินตะกอนดั้งเดิมที่
เติมน้ ามันดิบจะมีจ านวนลดลง ในขณะที่แบคทีเรียในดินตะกอนที่ปนเปื้อนสารมลพิษและเติม
น้ ามันดิบจะมีจ านวนเพ่ิมขึ้น และมีแบคทีเรียใหม่บางชนิดเพ่ิมขึ้นมา ซึ่งคาดว่าน่าจะเป็นแบคทีเรียที่
สามารถย่อยสลายน้ ามันดิบและสารที่เป็นองค์ประกอบในน้ ามันดิบได้ และยังพบการเปลี่ยนแปลง
ของชนิดแบคทีเรียในดินตะกอนที่มีการเติมน้ ามันดิบทั้งดินตะกอนดั้งเดิมและที่ปนเปื้อนสารมลพิษ 
ซึ่งพบว่า Proteobacteria มีจ านวนเพิ่มขึ้นและยังคงเป็นแบคทีเรียกลุ่มหลักอีกด้วย 

รายงานวิจัยของ Zhou และคณะ (2009) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียในดิน
ตะกอนป่าชายเลนที่ถูกท าให้ปนเปื้อนด้วยสารผสมของ PAHs 3 ชนิด ได้แก่ ฟีแนนทรีน ไพรีน และ
เบนโซ[เอ]ไพรีน โดยแบ่งดินตะกอนออกเป็น 3 ชุด ชุดละ 3 ซ้ า ชุดแรก (C1-C3) เป็นชุดควบคุมที่ไม่
มีการเติม PAHs ชุดที่ 2 (L1-L3) เป็นชุดที่มีการเติม PAHs ความเข้มข้นชนิดละ 20 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม และชุดที่ 3 (H1-H3) เป็นชุดที่มีการเติม PAHs ความเข้มข้นชนิดละ 400 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
พบว่าประชาคมแบคทีเรียลดจ านวนลงอย่างชัดเจนตามความเข้มข้นของ PAHs ที่สูงขึ้น และคงเหลือ
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แต่แบคทีเรียบางชนิดในวันที่ 28 ของการทดลอง ซึ่งคาดว่าน่าจะเป็นแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลาย
สารผสมของ PAHs ได ้

จากที่กล่าวมาข้างต้น ดินตะกอนป่าชายเลนถือเป็นตัวอย่างสิ่งแวดล้อมที่น่าสนใจที่จะน ามา
คัดแยกแบคทีเรียย่อยสลายสารพิษ (Sahoo และ Dhal, 2009) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง PAHs เนื่องจาก
ป่าชายเลนมีความหลากหลายและเอกลักษณ์ของจุลินทรีย์สูง อีกทั้งยังเป็นแหล่งสะสมของสารมลพิษ
ที่เกิดจากกิจกรรมในชีวิตประจ าวันของมนุษย์ งานวิจัยมากมายรายงานถึงแบคทีเรียที่ถูกคัดแยกจาก
ดินตะกอนป่าชายเลนโดยอาศัยความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ดังแสดงในตารางที่ 2.16 
อย่างไรก็ตาม งานวิจัยที่คัดแยกแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs จากดินตะกอนป่าชายเลนของประเทศ
ไทยยังมีจ านวนน้อยอยู่ จึงคาดว่าน่าจะมีแบคทีเรียชนิดใหม่ที่มีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs 
จากดินตะกอนป่าชายเลนของประเทศไทย 
 
ตารางท่ี 2.16  ตัวอย่างแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ที่คัดแยกจากดินตะกอนป่าชายเลน 
 

ดินตะกอน
ป่าชายเลน 

PAHs แบคทีเรียที่คัดแยกได้ อ้างอิง 

จีน ฟีแนนทรีน 10 มก./ล. Sphingomonas sp. PheB4 Zhong แ ล ะ
คณะ, 2007 

จีน ฟีแนนทรีน 50 มก./ล. 
 
 
ฟลูออแรนทีน 50 มก./
ล. 
 
ไพรีน 50 มก./ล. 
 
 
 
เบ น โซ [เอ ]ไพ รีน  50 
มก./ล. 

Novosphingobium sp. F2, Stappia 
sp. F4, Roseobacter sp. F16, 
Marinobacterium sp. F19 
Novosphingobium sp. Y2, 
Kordiimonas sp. Y3, Stappia sp. Y4, 
Marinobacterium sp. Y24 
Kordiimonas sp. B1, Roseobacter sp. 
B2, Stappia sp. B5, 
Pseudoalteromonas sp. B16, 
Marinobacter sp. B17 
Vibrio sp. P1, Roseobacter sp. P3, 
Marinobacterium sp. P7, 
Thalassospira sp. P9, Pseudomonas 
sp. P12 

Tian และคณะ, 
2008 

ฮ่องกง สารผสมของฟลูออรีน
และฟีแนนทรีนชนิดละ 
10 มก./ล. 
สารผสมของไพรีนและ
ฟลูออแรนทีนชนิดละ 
10 มก./ล. 

Sphingomonas sp. HL1, HL2, HL3, 
HL4, HL5 
 
Mycobacterium sp. HH1, HH2, HH3, 
Terrabacter sp. HH4, HH5, 
Rhodococcus sp. HH6 

Zhou แ ล ะ
คณะ, 2008 
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ตารางท่ี 2.16  ตัวอย่างแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ที่คัดแยกจากดินตะกอนป่าชายเลน (ต่อ) 
 

ดินตะกอน
ป่าชายเลน 

PAHs แบคทีเรียที่คัดแยกได้ อ้างอิง 

ฮ่องกง ส า รผ ส ม ข อ ง  PAHs 
ได้ แ ก่  ฟี แ น น ท รี น 
ไพรีน และฟลูออแรน 
ทีน ชนิดละ 10 มก./ล. 

Sphingomonas sp. MWFG, SCSO, 
SKET, Sphingopyxis sp. KLHS, SKNG, 
SASS, Sphingobium sp. MPFG, MPSS, 
SAFY, SCFL, Novosphingobium sp. 
HCCW, SPNY, Mycobacterium sp. 
YOWG, SBSW, SKEW, SCSH, SKEY, 
Rhodococcus sp. SKOO, HCCS, 
Paracoccus sp. SPNT, Pseudomonas 
sp. SKDOP 

Guo และคณะ, 
2010 
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บทที่ 3 
 

วิธีด าเนินงานวิจัย 
 
อุปกรณ์ที่ใชใ้นงานวิจัย 
 

1. กระบอกฉีดยาพลาสติก (syringe) ขนาด 5 มิลลิลิตร บริษัท นิโปร จ ากดั, Thailand 
2. กระดาษไนลอนเมมเบรน  Biodyne® B ขนาดรูกรอง 0.45 ไมโครเมตร บริษัท  Pall 

Corporation, USA 
3. ขวดแก้วฝาเกลียว ขนาด 300 มิลลิลิตร ส าหรับ microcosm 
4. ขวดรูปชมพู่ (erlenmeyer flask) ขนาด 125, 250 และ 500 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, USA 
5. เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี (gas chromatography, GC) ประกอบด้วย 

5.1 เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี รุ่น 6890N บริษัท Agilent Technologies, USA 
5.2 เครื่องตรวจวัด (detector) ชนิด flame ionization detector (FID) บริษัท Agilent 

Technologies, USA 
5.3 คอลัมน์ (column) ชนิด HP-5 บริษัท Agilent Technologies, USA 

6. เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) รุน G-27 บริษัท New Brunswick 
Scientific, USA 

7. เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography; 
HPLC) ประกอบด้วย 
7.1 เค รื่ อ ง โครมาโทกราฟี ของเหลว  (liquid chromatography) รุ่ น  LC-A3 บ ริษั ท 

Shimadzu, Japan 
7.2 เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุ่น SPD-2A บริษัท Shimadzu, Japan 
7.3 เครื่องบันทึกและประมวลผล (chromatopac) รุ่น C-R1A บริษัท Shimadzu, Japan 
7.4 คอลั มน์  (column) ชนิ ด  Senshu Pak Pegasil ODS บริษั ท  Senshu Scientific, 

Japan 
7.5 กระบอกฉีดยาขนาดเล็ก (microsyringe) รุ่น MS-R50 บริษัท Exmire, USA 

8. เครื่องเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส  (mini agarose gel electrophoresis system) รุ่น  i-mupid 
บริษัท Cosmo Bio, Japan 

9. เครื่องชั่ ง (weighing apparatus) รุ่น  P2002 -S และ AG285 บริษัท  Mettler Toledo, 
Switzerland 

10. เครื่องถ่ายเท DNA ชนิดสุญญากาศ รุ่น VacuGene XL Vacuum Blotting System บริษัท 
GE Healthcare, Sweden 

11. เครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล (Gel documentation system) รุ่น Gel DOC 2909TM 
บริษัท Bio-Rad, USA 

12. เครื่องปั่นผสม (vortex mixer) รุ่น Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 
13. เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูม ิ(centrifuge) รุ่น 1920 บริษัท Kubota, Japan 
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14. เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบตั้งโต๊ะชนิดไม่ควบคุมอุณหภูมิ (bench-top microcentrifuge) รุ่น 
Mikro20 บริษัท Hettich zentrifugen, Germany 

15. เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบตั้งโต๊ะชนิดควบคุมอุณหภูมิ (bench-top microcentrifuge) บริษัท 
Hettich Lab Technology, Germany 

16. เค รื่ อ ง เพ่ิ ม ป ริ ม าณ  DNA (DNA-Thermal Cycle) รุ่ น  G-storm GS482 บ ริ ษั ท  Gene 
Technologies, England 

17. เครื่อง MiniOpticon Real-Time PCR detector บริษัท Bio-Rad, USA 
18. เครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ (microplate reader) บริษัท Bio-Tek Instruments, USA 
19. เครื่องระเหยแหงชนิดควบคุมอุณหภูมิ  (digital dry bath) รุน D1100 บริษัท Labnet 

International, USA 
20. เครื่องระเหยแห้งสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) ยี่ห้อ EYELA บริษัท 

Tokyo Rikakikai, Japan 
21. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectophotometer) รุ่น UV-160A บริษัท Shimadzu, Japan 
22. เครื่องวัดความเข้มข้น DNA (UV-vis spectrophotometer) รุ่น NanoDrop 2000 บริษัท 

Thermo Scientific, USA 
23. เค รื่ อ งวั ด ค ว าม เข้ ม ข้ น แ ล ะคุ ณ ภ าพ  RNA รุ่ น  2100 Bioanalyzer บ ริ ษั ท  Agilent 

Technologies, USA 
24. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 240 บริษัท Corning, USA 
25. เครื่องวัดแรงตึงผิ ว (dynamic contact angle meter and tensiometer) รุ่น  DCAT21 

บริษัท Future Digital Scientific Corp, USA 
26. เครื่องอัดเม็ด 
27. จานเพาะเชื้อ (petri dish) 
28. ชุดกรองส าเร็จรูปชนิด เซลลูโลสอะซิ เตท (cellulose acetate; CA) ขนาดรูกรอง 0.2 

ไมโครเมตร บริษัท Chrom Tech, USA 
29. ชุดกรองส าเร็จรูปชนิดพอลิเตตระฟลูออโรเอทิลีน (polytetrafluoroethylene; PTFE) ขนาดรู

กรอง 0.2 ไมโครเมตร บริษัท Chrom Tech, USA 
30. ชุด CHEF-DR® III Variable Angle System บริษัท Bio-Rad, USA 
31. ชุด DCodeTM System บริษัท Bio-Rad, USA 
32. ตู้เขี่ยเชื้อ (ISSCO laminar flow) รุ่น HT-122.5 บริษัท International Scientific supplies, 

USA 
33. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ า (deep freezer) รุ่น ULT1786 บริษัท Forma Scientific, USA 

(อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส) และ รุ่น MDF-U332 บริษัท Sanyo Electric, Japan (อุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส) 

34. ตูบ ม เชื้ อ  (incubator) รุน  BE800 บ ริษั ท  Memmert, Germany (อุณ หภู มิ  30 องศา
เซลเซียส) และบริษัท New Brunswick Scientific, USA (อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส)  

35. ตู้อบฆ่าเชื้อ (hot air oven) รุ่น D06063 บริษัท Memmert, Germany 
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36. ตู้อบแห้ง (oven) บริษัท Contherm Scientific, New Zealand 
37. ไมโครปิเปตต์ (micropipette) และ ไมโครปิเปตต์ทิป (micropipette tip) ขนาด 2, 10, 20, 

200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษัท Gilson, France 
38. ไมโครเพลท ชนิด 96 หลุม (96-well microplate) บริษัท Corning, USA  
39. หม้อนึ่งความดันไอ (autoclave) บริษัท Kakusan, Japan 
40. หลอดเก็บเชื้อแช่แข็ง (cryotube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Nalgene, USA 
41. หลอดเซนตริฟิวจ ์(centrifuge tube) ขนาด 50 และ 250 มิลลิลิตร 
42. หลอดทดลอง (test tube) ขนาด 20 มิลลิลิตร บริษัท Pyrex, USA 
43. หลอดปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR tube) ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
44. หลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์(microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 และ 2 มิลลิลิตร 
 
เคมีภัณฑ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 

1. กรดบอริก (H3BO3) บริษัท Kanto Chemical, Japan 
2. กรดมาเลอิก (maleic acid) บริษัท Kanto Chemical, Japan  
3. กรดมอร์ฟอลิโนโพรเพนซัลโฟนิก (3-[N-morpholino] propanesulfonic acid; MOPS) 

บริษัท Kanto Chemical, Japan 
4. กรดมอร์ฟอลิโนอีเทนซัลโฟนิก (2-[N-morpholino] ethanesulfonic acid; MES) บริษัท 

Sigma, USA 
5. กรดอะซิติก (C2H4O2) บริษัท Merck, Germany 
6. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท BDH Chemicals, Australia 
7. กลีเซอรอล (C3H8O3) บริษัท Research organics, USA 
8. กลูโคส (C6H12O6) บริษัท Merck, Germany 
9. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2.2H2O) บริษัท Merck, Germany 
10. คลอโรฟอร์ม (chloroform) บริษัท RCI Labscan, Thailand 
11. ซูโครส (C12H22O11) บริษัท Merck, Germany 
12. เซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (CTAB) บริษัท Bio Basic, Canada 
13. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany 
14. โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) บริษัท Merck, Germany 
15. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) บริษัท Nacalai Tesque, Japan 
16. โซเดียมอะซิเตท (CH3COONa.3H2O) บริษัท Kanto Chemical, Japan 
17. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษัท Merck, Germany 
18. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4

.12H2O) บริษัท Merck, Germany 
19. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany 
20. ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (dimethyl sulfoxide) บริษัท Merck, Germany 
21. ไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide) บริษัท BioBasic, Japan  
22. ไดเอทิลไพโรคาร์บอเนต (diethylpyrocarbonate; DEPC) บริษัท Bio-Rad, USA 
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23. ไดเอทิลอีเธอร์ (diethylether) บริษัท Merck, Germany 
24. เตตระเดกเคน (tetradecane) บริษัท Fluka, Germany 
25. เตตระเมทิลีนไดอะมีน (N,N,N',N'-tetramethylenediamine; TEMED) บริษัท Bio-Rad, 

USA 
26. ไตรโซเดียมซิเตรท (Na3C6H5O7) บริษัท Kanto Chemical, Japan 
27. ทริปโตน (tryptone) บริษัท Difco, USA 
28. ทริส[ไฮดรอกซีเมทิล]อะมิโนมีเทน (Tris) บริษัท Sigma, USA 
29. ทรีฮาโลส (C12H22O11) บริษัท Fluka, Germany 
30. ทวีน 20 (tween20) บริษัท Kanto Chemical, Japan 
31. แนฟทาลีน (naphthalene) บริษัท Kanto Chemical, Japan 
32. นมผงขาดมันเนย (skim milk) บริษัท Merck, Germany 
33. เบนโซ[เอ]ไพรีน (benzo[a]pyrene) บริษัท Kanto Chemical, Japan 
34. แบคโตอะการ์ (bacto agar) บริษัท Difco, USA 
35. ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) บริษัท Difco, USA 
36. โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) บริษัท Merck, Germany 
37. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 
38. โพแทสเซียมอะซิเตท (CH3COOK) บริษัท Merck, Germany 
39. พอลิเปปโทน (polypeptone) บริษัท Difco, USA  
40. ไพรีน (pyrene) บริษัท Sigma, USA 
41. ฟีแนนทรีน (phenanthrene) บริษัท Sigma, USA 
42. ฟีนอล (phenol) บริษัท Merck, Germany 
43. ฟลูออรีน (fluorene) บริษัท Kanto Chemical, Japan 
44. ฟลูออแรนทีน (fluoranthene) บริษัท Kanto Chemical, Japan 
45. เฟอริกคลอไรด์ (FeCl3.6H2O) บริษัท Merck, Germany 
46. ฟอร์มาไมด์ (formamide) 40 เปอร์เซ็นต์ บริษัท Bio-Rad, USA 
47. ฟอร์มัลดีไฮด์ (formaldehyde) บริษัท Kanto Chemical, Japan 
48. เมทานอล (methanol) บริษัท Merck, Germany 
49. เมอร์แคปโตเอทานอล (2-mercaptoethanol) บริษัท Nacalai Tesque, Japan 
50. แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) บริษัท Merck, Germany 
51. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4

.7H2O) บริษัท Carlo Erba, France 
52. แมงกานีสคลอไรด (MnCl2) บริษัท Merck, Germany 
53. ยูเรีย (CH4N2O) บริษัท Bio-Rad, USA 
54. รูบิเดียมคลอไรด (RbCl) บริษัท Sigma, USA  
55. ลอโรอิลซาโคซีน (N-lauroylsarcosine) บริษัท Nacalai Tesque, Japan 
56. สารละลาย DNA มาตรฐาน 100 bp DNA ladder บริษัท Bio-Rad, USA 
57. สารละลาย DNA มาตรฐาน Lambda HindIII บริษัท Bio-Rad, USA 
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58. อะกาโรส (agarose) บริษัท IUAI, Japan 
59. อะคริลาไมด์:บิส (acrylamide:bis) (37:1) 40 เปอร์เซ็นต์ บริษัท Bio-Rad, USA 
60. อะซิโตน (acetone) บริษัท Merck, Germany 
61. อะซีแนพธีน (acenaphthene) บริษัท Wako, Japan 
62. เอทานอล (ethanol) 99 เปอร์เซ็นต์ บริษัท Merck, Germany 
63. เอทิลอะซิเตท (ethylacetate) บริษัท Merck, Germany 
64. เอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิด (EDTA) บริษัท Sigma, USA 
65. เอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) บริษัท Promega, USA 
66. เอนไซม์โปรติเนสเค (proteinase K) บริษัท United States Biological, USA 
67. เอนไซม์ไลโซไซม์ (lysozyme) บริษัท Bio Basic, Canada 
68. เอนไซม์อาร์เอ็นเอสเอ (RNase A) บริษัท Promega, USA 
69. เอนไซม์ DNA พอลิเมอเรส (taq DNA polymerase) บริษัท New England Biolabs, USA  
70. เอนไซม์ EcoRI และบัฟเฟอร์ H บริษัท Promega, USA 
71. แอนทราซีน (anthracene) บริษัท Kanto Chemical, Japan 
72. แอมพิซิลิน (ampicillin) บริษัท Nacalai Tesque, Japan 
73. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) บริษัท Merck, Germany 
74. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (APS) บริษัท Bio-Rad, USA 
75. ไอโซโพรพานอล (isopropanol) บริษัท Merck, Germany 
76. ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (isoamyl alcohol) บริษัท Merck, Germany  
77. ไอโอโดไนโตรเตตระโซเลียมคลอไรด์ (INT) บริษัท Sigma, USA 
78. เฮกซะเดกเคน (hexadecane) บริษัท Sigma, USA 
79. เฮกเซน (hexane) บริษัท RCI Labscan, Thailand 
80. Anti-Digoxigenin AP, Fab fragments บริษัท Roche, Germany 
81. Blocking Reagent บริษัท Roche, Germany 
82. Certified Low-Melt Agarose บริษัท Bio-Rad, USA 
83. CHEF Bacterial Genomic DNA Plug Kit บริษัท Bio-Rad, USA 
84. CHEF DNA Size Marker, H. wingei บริษัท Bio-Rad, USA 
85. CHEF DNA Size Standard, Lambda Ladder บริษัท Bio-Rad, USA 
86. CHEF DNA Size Standard, S. cerevisiae บริษัท Bio-Rad, USA 
87. dNTP PCR Grade, Na-Salt (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) บริษัท Roche, Germany 
88. DIG High Prime บริษัท Roche, Germany 
89. DNA EASYTRAPTM Version 2 บริษัท Takara Bio, Japan 
90. FastDNA® Spin Kit for Soil บริษัท MP Biomedicals, USA 
91. FastRNA® Pro Soil-Direct Kit บริษัท MP Biomedicals, USA 
92. Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit บริษัท Geneaid, Taiwan 
93. GoTaq® qPCR Master Mix บริษัท Promega, USA 
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94. High-Speed Plasmid Mini Kit บริษัท Geneaid, Taiwan 
95. IPTG (isopropyl thio-β-D-galactoside) บริษัท Bio Basic, Canada 
96. Luminaris Color HiGreen High ROX qPCR Master Mix บ ริ ษั ท  Thermo Scientific, 

USA 
97. NBT/BCIP Stock Solution บริษัท Roche, Germany 
98. NucleoSpin® RNA บริษัท Macherey-Nagel, Germany 
99. NucleoSpin® RNA Clean-up บริษัท Macherey-Nagel, Germany 
100. OneStep RT-PCR Kit บริษัท Qiagen, Germany 
101. pGEM®-T Easy Vector System บริษัท Promega, USA 
102. Pulsed Field Certified Agarose บริษัท Bio-Rad, USa 
103. Random Primers บริษัท Invitrogen, Japan 
104. RNA 6000 Nano Kit บริษัท Agilent Technologies, USA 
105. RNAprotectTM Bacteria Reagent บริษัท Qiagen, Germany 
106. RNase Away บริษัท Thermo Fisher Scientific, USA 
107. RNaseOUTTM Ribonuclease Inhibitor บริษัท Invitrogen, Japan 
108. RQ1 RNase-Free DNase บริษัท Promega, USA 
109. SOA-OIL Kit บริษัท Kyoritsu Chemical-Check Lab Corp, Japan 
110. SuperScript™ II Reverse Transcriptase บริษัท Invitrogen, Japan 
111. X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) บริษัท Bio Basic, Canda 
 
ตารางท่ี 3.1  ไพร์เมอร์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 

ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’-3’) ขนาด
ผลิตภัณฑ์ 
PCR (bp) 

อ้างอิง 

ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA 
27F AGAGTTTGATCACTGGCTCAG  Lane, 1991 

 
Muyzer และ
คณะ, 1993 
 
 
 
Kim และคณะ, 
2009 

1492R CGGCTTACCTTGTTACGACTT  
341F-GC clamp CCTACGGGAGGCAGCAG-GC clamp  
350F TACGGGAGGCAGCAG  
520R ACCGCGGCTGCTGGC  
800R GAGTACCAGGGTATCTAATCC  
ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อเวกเตอร์ 
M13F (-20) GTAAAACGACGGCCAGT  
M13R (-20) GCGGATAACAATTTCACACAGG  
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ตารางท่ี 3.1  ไพร์เมอร์ที่ใช้ในงานวิจัย (ต่อ) 
 

ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’-3’) ขนาด
ผลิตภัณฑ์ 
PCR (bp) 

อ้างอิง 

ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนย่อยสลาย PAHs 
RHDα-GN-610F GAGATGCATACCACGTKGGTTGGA 306 Cébron และ

คณะ, 2008 RHDα-GN-916R AGCTGTTGTTCGGGAAGAYWGTGCMGTT  
RHDα-GP-641F CGGCGCCGACAAYTTYGTNGG 292  

RHDα-GP-933R GGGGAACACGGTGCCRTGDATRAA  
pah-rhdα-396F ATTGCGCTTAYCAYGGBTGG 320 Ding และคณะ ,

2010 pah-rhdα-696R ATAGGTGTCTCCAACRAARTT  
nidA-F ATCTTCGGGCGCGGCTGGGTGTTTCTCGG 508 Sho และคณะ, 

2004 nidA-R AATTGTCGGCGGCTGTCTTCCAGTTCG  
nidA-RTF ATTGGAAGTGCGCGGTGT 175 งานวิจัยนี ้

nidA-RTR GGACACGAGTCGGAGTTGG   

nidB-F TGGTCGAGGAGTTCGGTGTGATG 530 Brezna และ
คณะ, 2003 nidB-R GGTGGTGAACGGAGCTGGCCCTA  

phtAc-F GAGGTATGTCAGGGCTACGC 201 งานวิจัยนี ้

phtAc-R GAAGGAACCTCCGTCTTGC  
phtAd-F TCATCGTCGGCAGTTCTGTCG 870  

phtAd-R CGTTTGTCCAGTGTTCGATG  
bphA1f-F TATTTGGGGGACTTCTGCTG 424 Klankeo และ

คณะ, 2009 bphA1f-R TTGGGAGGATCGACGTATTC  
bphA3-F GGTACCACCTAGATTGGAATTGCCAG 370 งานวิจัยนี ้

bphA3-R GGATCCGAGCATTCAGGCGCTCTCTT  
bphA4-F GCCAGCATCGTGATTGTCGG 407 งานวิจัยนี ้
bphA4-R CCTGGTCCGCCGCGTTTTGGTAGG  
bphC-F CACGAACTTTCCGTACATGG 250 Ratanasuwanas

ri และคณะ, 
2009 bphC-R CTCCGACGATCTTGCCTATC  

ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนผลิตสารลดแรงตึงผิวกลุ่มลิพอเปปไทด์ 
As 1- F CGCGGMTACCGVATYGAGC 419, 422, 

425, 431 
Tapi และคณะ, 
2010 Ts 2- R ATBCCTTTBTWDGAATGTCCGCC 

Am 1- F CAKCARGTSAAAATYCGMGG 416, 419 
Tm 1- R CCDASATCAAARAADTTATC 
Af 2- F GAATAYMTCGGMCGTMTKGA 443, 452 
Tf 1- R GCTTTWADKGAATSBCCGCC 
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ตารางท่ี 3.1  ไพร์เมอร์ที่ใช้ในงานวิจัย (ต่อ) 
 

ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’-3’) ขนาด
ผลิตภัณฑ์ 
PCR (bp) 

อ้างอิง 

ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนผลิตสารลดแรงตึงผิวกลุ่มลิพอเปปไทด์ (ต่อ) 
Ap 1- F AGMCAGCKSGCMASATCMCC 893, 959, 

929 
Tapi และคณะ, 
2010 Tp 1- R GCKATWWTGAARRCCGGCGG 

ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนย่อยสลายอะลิฟาติก 
Alk-1F CATAATAAAGGGCATCACCGT 185 

(alkB) 
Kohno และ
คณะ, 2002 Alk-1R GATTTCATTCTCGAAACTCCAAAC 

Alk-2F GAGACAAATCGTCTAAAACGTAA 271 
(alkM) Alk-2R TTGTTATTATTCCAACTATGCTC 

Alk-3F TCGAGCACATCCGCGGCCACCA 330 
(alkB1) 

 

Alk-3R CCGTAGTGCTCGACGTAGTT 
AlkB-1f AAYACNGCNCAYGARCTNGGNCAYAA 550 

(alkB) 
Kloos และ
คณะ, 2006 AlkB-1r GCRTGRTGRTCNGARTGNCGYTG 

AlkB1-F ATCTGGGCGCGTTGGGATTTGAGCG 629 
(alkB1) 

Whyte และ
คณะ, 2002 AlkB1-R CGCATGGTGATCGCTGTGCCGCTGC 

AlkB2-F ACTCTGGCGCAGTCGTTTTACGGCC 552 
(alkB2) AlkB2-R CCCACTGGGCAGGTTGGGCGCACCG 

AlmAwf GGNGGNACNTGGGAYCTNTT 1,131 
(almA) 

Liu และคณะ, 
2011b AlmAwr ATRTCNGCYTTNAGNGTCC 

CYP153-F1 ATGTTYATYGCNATGGAYCCN 820 
(CYP153) 

Wang และ
คณะ, 2011 CYP153-R2 GCGRTTVCCCATRCARCGRTG 

P450F TGTCGGTTGAAATGTTCATYGCNMTGGAYCC 800 
(CYP153) 

Wang และ
คณะ, 2010a P450R TGCAGTTCGGCAAGGCGGTTDCCSRYRCAVCKRTG 

P450fw1 GTSGGCGGCAACGACACSAC multiple 
(CYP153) 

Beilen และ
คณะ, 2006 P450rv3 GCASCGGTGGATGCCGAAGCCRAA 

 
วิธีการด าเนินงานวิจัย 
 

3.1  คัดแยกและจ าแนกแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs  
3.1.1  เก็บตัวอย่างดินตะกอนป่าชายเลน 
เก็บตัวอย่างดินตะกอนป่าชายเลนจากแหล่งที่อุดมสมบูรณ์บริเวณศูนย์อนุรักษ์และศึกษา

ระบบนิเวศป่าชายเลน จังหวัดเพชรบุรี และแหล่งที่ปนเปื้อนด้วยปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนอัน
เนื่องมาจากการขนส่ง การท่องเที่ยว และการประมง จังหวัดกรุงเทพมหานครและสมุทรสงคราม โดย
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เก็บบริเวณผิวดินลึกลงไปประมาณ 1-5 เซนติเมตร บรรจุในภาชนะที่สะอาด ปิดฝาให้มิดชิด และเก็บ
ไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะท าการทดลอง 

3.1.2  เพิ่มจ านวนและคัดแยกแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs 
เพ่ิมจ านวนแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs (ดัดแปลงจาก Guo และคณะ, 2005) โดยน าตัวอย่าง

ดินตะกอนป่าชายเลน 5 กรัม แขวนลอยในอาหารเหลวปราศจากแหล่งคาร์บอน (carbon-free 
mineral medium; CFMM) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 45 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/
นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดส่วนน้ าใส 5 มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูป
ชมพู่ที่บรรจุอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 45 มิลลิลิตร และเติม PAH ในรูปสารละลายในไดเมทิล
ฟอร์มาไมด์ (ภาคผนวก ข) ได้แก่ อะซีแนพธีน ฟีแนนทรีน ฟลูออแรนทีน หรือไพรีน ให้มีความเข้มข้น
สุดท้าย 100 มิลลิกรัม/ลิตร บ่มในเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เมื่อครบเวลา 7 วัน จึงถ่ายอาหารเหลวที่มีความขุ่นหรือมีการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวเมื่อเทียบกับ
ชุดควบคุมที่ไม่ได้เติมส่วนน้ าใส 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว CFMM ขวดใหม่ ที่มี PAH ชนิด
เดียวกันกับขวดเดิม ท าซ้ าเป็นจ านวน 3-4 ครั้ง จากนั้นคัดแยกแบคทีเรียย่อยสลาย PAH โดยถ่ายเชื้อ
จากขวดอาหารเหลว CFMM ที่เปลี่ยนสี 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยลงบนอาหารแข็ง CFMM แล้วพ่นทับด้วย 
2 เปอร์เซ็นต์ PAH ที่ละลายในไดเอทิลอีเทอร์ (ภาคผนวก ข) ชนิดเดียวกันกับที่ใช้ในการเพ่ิมจ านวน 
บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนกว่าจะพบการเจริญของโคโลนีที่มโีซนใสล้อมรอบ 

ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแบคทีเรียโดยการเขี่ยโคโลนีที่สร้างโซนใสมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง 
Luria-Bertani (LB) (ภาคผนวก ก) จนกระทั่งได้แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ โดยศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็ง LB การติดสีแกรม และรูปร่างของเซลล์ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ จากนั้นยืนยันการย่อยสลาย PAHs เบื้องต้นของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่คัดแยกได้ใน
อาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มี PAH ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร เขย่าด้วย
ความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สังเกตการเปลี่ยนแปลงจากความขุ่นที่เพ่ิมขึ้น
หรือสีที่เปลี่ยนไปของอาหารเหลวเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้เติมแบคทีเรีย 

นอกจากนี้ การคัดแยกแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs จากระบบนิเวศจ าลองดินปนเปื้อนสาร
ผสมของอะซีแนพธีน ฟีแนนทรีน และไพรีน ความเข้มข้นชนิดละ 30 มิลลิกรัม/กิโลกรัม จะคัดแยก
จากตัวอย่างดินของสัปดาห์ที่ 0, 2, 4, 6 และ 8 โดยเพ่ิมจ านวนแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ในอาหาร
เหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธีน ฟีแนนทรีน หรือไพรีน ความเข้มข้นสุดท้าย 100 มิลลิกรัม/ลิตร แล้ว
คัดแยกตามวิธีที่ระบุไว้ข้างต้นในข้อ 3.1.2 

3.1.3  จ าแนกชนิดของแบคทีเรียย่อยสลาย PAH สายพันธุ์บริสุทธิ์ 
3.1.3.1 สกัด DNA ของแบคทีเรีย 

สกัด DNA ของแบคทีเรียตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999) โดยน าเซลล์แบคทีเรีย 1.5 
มิลลิลิตร ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ด้วยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ีเทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง กระจายตะกอนเซลล์ในสารละลาย 
Tris-EDTA (TE) (ภาคผนวก ข) 517 ไมโครลิตร ให้เป็นเนื้อเดียวกัน เติมสารละลายไลโซไซม์เข้มข้น 
60 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเข้มข้น 10 
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เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) 30 ไมโครลิตร และสารละลายโปรตีนเนสเคเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ข) 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา บ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 5 โมลาร์ (ภาคผนวก ข) 120 ไมโครลิตร 
และสารละลายเซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ในโซเดียมคลอไรด์ (CTAB/NaCl) (ภาคผนวก ข) 
ที่มีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 220 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา บ่มที่อุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เติมคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (ภาคผนวก ข) 550 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมาประมาณ 5 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 
รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ย้ายสารละลายชั้นบนลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อันใหม่ แล้วเติมฟี
นอล/คลอโรฟอร์ม (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรที่เท่ากับปริมาตรของสารละลายสุดท้าย ผสมให้เข้ากัน
โดยการกลับหลอดไปมาประมาณ 5 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมแล้วย้ายสารละลายชั้นบนลงใน
หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อันใหม่ เติมไอโซโพรพานอล 0.6 เท่าของปริมาตรสุดท้าย กลับหลอดไปมาให้
สารละลายเข้ากันจนปรากฏสาย DNA สีขาว ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมและเทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอน
ด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) 450 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมและเทส่วนใส
ทิ้ง ระเหยเอทานอลจนแห้ง แล้วละลายตะกอน DNA ด้วยสารละลาย TE 100 ไมโครลิตร เติมอาร์
เอ็นเอสเอเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 0.2 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง เก็บไว้ทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.1.3.2 ตรวจสอบคุณภาพและความเข้มข้นของสารละลาย DNA 
ตรวจสอบคุณภาพของสารละลาย DNA ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel 

electrophoresis) โดยเตรียมอะกาโรสเจลเข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นต์ ที่หลอมในบัฟเฟอร์ Tris-acetate-
EDTA ความเข้มข้น 1 เท่า (1X TAE) (ภาคผนวก ข) เทลงในแม่พิมพ์ที่มีหวีเสียบอยู่ ทิ้งให้อะกาโรส
แข็งตัวที่อุณหภูมิห้องประมาณ 30-40 นาที วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ได้ลงในแชมเบอร์ที่มีบัฟเฟอร์ 1X 
TAE หยอดสารละลาย DNA 3 ไมโครลิตร ที่ผสมกับสีติดตาม 1 ไมโครลิตร ลงในช่องวิ่ง โดยให้ช่องวิ่ง
ที่ 1 เป็นสารละลาย DNA มาตรฐาน Lambda HindIII ที่ผสมกับสีติดตามแล้ว 3 ไมโครลิตร ท าอิเล็ก
โทรโฟรีซิสทีค่วามต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าอะกาโรสเจลมาย้อมด้วยสารละลาย
เอธิเดียมโบรไมด์ (ภาคผนวก ข) เป็นเวลา 5 นาที ล้างอะกาโรสเจลด้วยน้ ากลั่นเป็นเวลา 5 นาที 
ตรวจดูและถ่ายภาพแถบ DNA ด้วยเครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตความ
ยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 

ตรวจสอบความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของสารละลาย DNA ด้วยเครื่องวัดความเข้มข้น 
Nanodrop ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ (factor 50) โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 
และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) 

3.1.3.3 เพิ่มจ านวน DNA บริเวณ 16S rDNA 
เพ่ิมจ านวน DNA บริเวณ 16S rDNA ด้วยวิธี PCR ในหลอดปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส โดย

ใช้ไพร์เมอร์ 27F และ 1492R (ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์แสดงในตารางที่ 3.1) เกิดผลิตภัณฑ์ 
PCR ขนาด 1,456 bp องค์ประกอบของสารต่างๆในปฏิกิริยาแสดงในตารางที่ 3.2 ด าเนินปฏิกิริยา
ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณ DNA ตามสภาวะดังนี้ 

1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
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2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
3.  annealing อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 1.30 นาท ี
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 2 นาท ี
5.  ท าข้ันตอนที่ 2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 7 นาท ี
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ที่เกิดขึ้นด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสในบัฟเฟอร์ 1X TAE 

โดยใช้อะกาโรสเจล เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ และผลิตภัณฑ์ PCR 5 ไมโครลิตร ที่ผสมกับสีติดตาม 1 
ไมโครลิตร เปรียบเทียบกับสารละลาย DNA มาตรฐาน 100 bp DNA ladder ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 
3.1.3.2 
 
ตารางท่ี 3.2  องค์ประกอบของสารในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (ปริมาตรสุดท้าย 30 ไมโครลิตร) 
 

สาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสุดท้ายของสาร 
น้ าปลอดประจุปราศจากเชื้อ 24.8  
10 เท่า บัฟเฟอร์ (thermo buffer) 3 1 เท่า 
10 มิลลิโมลาร์ dNTP 0.6 0.2 มิลลิโมลาร์ 
20 ไมโครโมลาร์ ไพร์เมอร์ 0.15 (ชนิดละ) 0.1 ไมโครโมลาร์ (ชนิดละ) 
DNA แม่แบบ 1 100 นาโนกรัม 
เอนไซม์ taq DNA polymerase 0.3 2.5 หน่วย 
 

3.1.3.4 ท าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ PCR 
ตัดแถบผลิตภัณฑ์ PCR ตามขนาดที่ต้องการจากอะกาโรสเจลมาใส่ในหลอดไมโครเซนตริ

ฟิวจ์ ชั่งน้ าหนักชิ้นอะกาโรสเจล แล้วท าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย Gel/PCR DNA Fragments 
Extraction Kit ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ โดยเติม DF buffer 500 ไมโครลิตร ลงในชิ้นอะกาโรสเจลขนาด 
300 มิลลิกรัม ปั่นผสมเล็กน้อย ละลายชิ้นอะกาโรสเจลอย่างสมบูรณ์ที่ อุณหภูมิ 55-60 องศา
เซลเซียส ประมาณ 10-15 นาที พร้อมทั้งกลับหลอดไปมาทุกๆ 2-3 นาที จากนั้นตั้ งทิ้ งไว้ที่
อุณหภูมิห้องจนสารละลายผสมเย็น ดูดสารละลายผสม  800 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ DF ที่ม ี
collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 วินาที 
เทส่วนน้ าใสทิ้ง เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมและเทส่วน
ใสทิ้ง เติม wash buffer (ที่เติมเอทานอลแล้ว) 600 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 1 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมและเทส่วนใสทิ้ง ล้างด้วย wash buffer ซ้ าอีกครั้ง ระเหย
เอทานอลออกจากคอลัมน์โดยปั่นเหวี่ยงอีกครั้งด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 3 นาที 
ย้ายคอลัมน์ไปยังหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อันใหม่ หยด elution buffer 30 ไมโครลิตร ลงตรงกลาง
คอลัมน์ ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลาอย่างน้อย 2 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/
นาที เป็นเวลา 2 นาที จะได้สารละลายบริสุทธิ์ของผลิตภัณฑ์ PCR เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
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3.1.3.5 โคลนผลิตภัณฑ์ PCR  
ไลเกทผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากข้อ 3.1.3.4 เข้ากับพลาสมิดเวกเตอร์ pGEM®-T Easy ด้วย 

pGEM®-T Easy Vector Systems ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ โดยผสมสารต่างๆดังนี้ บัฟเฟอร์ 2X rapid 
ligation 5 ไมโครลิตร พลาสมิดเวกเตอร์ pGEM®-T easy (50 นาโนกรัม) 1 ไมโครลิตร เอนไซม์ T4 
DNA ligase (3 หน่วย/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร ผลิตภัณฑ์ PCR ปริมาณ 150 นาโนกรัม และปรับ
ปริมาตรเป็น 10 ไมโครลิตร ด้วยน้ าปลอดประจุปราศจากเชื้อ ผสมให้เข้ากันด้วยการปิเปตต์ บ่มที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หรืออุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จะได้รีคอม
บิแนนท์พลาสมิด (recombinant plasmid) ที่มีผลิตภัณฑ์ PCR สอดแทรกอยู่ 

เตรียม เซลล์ คอมพี เทนต์  (competent) ของ Escherichia coli JM109 ตามวิธีของ 
Sambrook และ Russell (2001) โดยเลี้ยง E. coli JM109 บนอาหารแข็ง Ψb (ภาคผนวก ก) บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง เขี่ยโคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเหลว Ψb ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร เขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง หรือจนกระทั่งมีค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เท่ากับ 0.3-0.5 เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ จากนั้นถายหัวเชื้อ 5 
มิลลิลิตร ไปยังอาหารเหลว Ψb ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพู่ชนิด arm flask เขย่า
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่งมีค่า OD600 เทากับ 0.5 แล้วย้ายเชื้อลงไปในหลอดเซนตริ
ฟิวจ์ปราศจากเชื้อ แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที (ท าที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตั้งแต่ขั้นตอนนี้) ปั่น
เหวี่ยงด้วยความเร็ว 3,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทอาหารเลี้ยง
เชื้อทิ้ง เติมสารละลาย TfbI (ภาคผนวก ข) ที่เย็น 40 มิลลิลิตร กระจายตะกอนเซลล์ให้เข้ากัน (ห้าม
ใช้เครื่องปั่นผสม) แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมและเทสารละลาย TfbI ทิ้ง 
เติมสารละลาย TfbII (ภาคผนวก ข) ที่เย็น 4 มิลลิลิตร กระจายตะกอนเซลล์ให้เข้ากัน (ห้ามใช้เครื่อง
ปั่นผสม) แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลาอย่างน้อย 15 นาที แบ่งใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ปราศจากเชื้อหลอด
ละ 100 ไมโครลิตร แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวทันที เก็บเซลล์คอมพีเทนต์ไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส 

ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเข้าสู่เซลล์คอมพีเทนต์ E. coli JM109 ดวยวิธี heat 
shock (Sambrook และ Russell, 2001) โดยละลายเซลล์คอมพีเทนต์อย่างช้าๆในอางน้ าแข็ง 
จากนั้นเติมรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ไลเกทไว้ 3 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 
นาที บ่มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45-50 วินาที แล้วแช่ในน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาที 
เติมอาหารเหลว SOC (ภาคผนวก ก) 1,000 ไมโครลิตร เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา
อย่างน้อย 90 นาที จะได้สารแขวนลอยของเซลล์คอมพีเทนต์ที่ทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

คัดเลือกทรานสฟอร์แมนท์ (transformant) ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ต้องการด้วยวิธี 
Blue/White selection (Sambrook และ Russell, 2001) โดยปั่นเหวี่ยงสารแขวนลอยของเซลล์
คอมพีเทนต์ที่ทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดแล้วด้วยความเร็ว 4,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 4 
นาที ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้งให้เหลือปริมาตรสุดท้ายในหลอดประมาณ 100 ไมโครลิตร กระจาย
ตะกอนเซลล์ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ แล้วน ามาเกลี่ยลงบนอาหารแข็ง LB ที่ผสม 0.1 มิลลิลิตร 
ของสารละลายแอมพิซิลิน (ภาคผนวก ข) ความเข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 0.1 
มิลลิลิตร ของสารละลาย X-gal (ภาคผนวก ข) ความเข้มข้นสุดท้าย 80 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 
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0.1 มิลลิลิตร ของสารละลาย IPTG (ภาคผนวก ข) ความเข้มข้นสุดท้าย 0.5 มิลลิโมลาร์ บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-24 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนีสีขาวซึ่งเป็นโคโลนีที่มีรีคอมบิ  
แนนท์พลาสมิด 

3.1.3.6 สกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
เลี้ยงเซลล์คอมพีเทนต์ที่ได้จากการโคลนผลิตภัณฑ์ PCR ในข้อ 3.1.3.5 ในอาหารเหลว LB 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่ผสมสารละลายแอมพิซิลิน ความเข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-14 ชั่วโมง จากนั้นน ามาสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิด
ด้วย High-Speed Plasmid Mini Kit ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ โดยน าเซลล์แบคทีเรีย 1.5 มิลลิลิตร ลง
ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาท ี
เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง เติม PD1 buffer (ที่เติมอาร์เอ็นเอสเอแล้ว) 200 ไมโครลิตร ปั่นผสมเพ่ือ
กระจายตะกอนเซลล์ เติม PD2 buffer 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา บ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลาอย่างน้อย 2 นาที (ห้ามเกิน 5 นาที) เติม PD3 buffer 300 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 3 นาที ดูด
สารละลายส่วนใส ลงในคอลัมน์ PD ที่ม ีcollection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 
13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 วินาท ีเทส่วนน้ าใสทิ้ง เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตรลงในคอลัมน์ 
ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมและเทส่วนใสทิ้ง เติม wash buffer (ที่เติมเอทานอลแล้ว) 600 ไมโครลิตร
ลงในคอลัมน์ ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมและเทส่วนใสทิ้ง ล้างด้วย wash buffer ซ้ าอีกครั้ง ระเหยเอ
ทานอลออกจากคอลัมน์โดยปั่นเหวี่ยงอีกครั้งด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 3 นาที ย้าย
คอลัมน์ไปยังหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อันใหม่ หยด elution buffer 50 ไมโครลิตร ลงตรงกลาง
คอลัมน์ ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลาอย่างน้อย 2 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/
นาที เป็นเวลา 2 นาที จะได้สารละลายบริสุทธิ์ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่คาดว่ามีผลิตภัณฑ์ PCR 
อยู่ เก็บไว้ทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.1.3.7 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ในรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
ชิ้น DNA สอดแทรกภายในรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEM®-T Easy สามารถตรวจสอบด้วย

การตัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 1 ชนิด (single-enzyme digestion) ได้แก่ 
EcoRI, BstZI และ NotI ในงานวิจัยนี้ เลือกใช้เอนไซม์ EcoRI โดยมีองค์ประกอบของปฏิกิริยา 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (ผสมสารทั้งหมดให้เข้ากันก่อนเติมเอนไซม์) ดังนี้  

น้ าปลอดประจุปราศจากเชื้อ 7.5 ไมโครลิตร 
10 เท่า บัฟเฟอร์ (restriction enzyme buffer) 1.0 ไมโครลิตร 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEM®-T Easy (1 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) 1.0 ไมโครลิตร 
เอนไซม์ EcoRI (10 หน่วย/ไมโครลิตร) 0.5 ไมโครลิตร 
ผสมเบาๆให้เข้ากันอีกครั้ง ปั่นเหวี่ยงเพ่ือให้สารผสมมารวมกันที่ก้นหลอด บ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-4 ชั่วโมง (ข้อควรระวัง การบ่มข้ามคืนอาจท าให้เกิดการย่อยสลายของ 
DNA) จากนั้นน าสารผสมหลังเกิดปฏิกิริยามาตรวจสอบชิ้น DNA สอดแทรกด้วยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสในบัพเฟอร์ 1X TAE โดยใช้อะกาโรสเจลเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ และสารผสมหลัง
เกิดปฏิกิริยากับสีติดตามอัตราส่วน 5:1 เปรียบเทียบกับสารละลาย DNA มาตรฐาน 100 bp DNA 
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ladder ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.2 รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEM®-T Easy ที่มีชิ้น DNA สอด
แทรดขนาดเท่ากับผลิตภัณฑ์ PCR จะถูกส่งไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

3.1.3.8 วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA 
ส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้น DNA สอดแทรกในรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEM®-T 

Easy ที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย ผ่านทางบริษัท Ward Medic Ltd., 
Part ด้วยระบบ Li-Cor® NEN 4200 Global IR2 และเครื่อง ABI® Prism DNA Sequencers ใน
การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้ไพรเมอร์ M13F และ M13R ซึ่งจ าเพาะกับล าดับนิวคลีโอไทด์
ของพลาสมิดเวกเตอร์ และไพรเมอร์ 350F และ 800R ซึ่งจ าเพาะกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S 
rDNA ของแบคทีเรีย (ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์แสดงในตารางที่ 3.1) 

เมื่อได้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้น DNA สอดแทรก น าไปเชื่อมล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย
โปรแกรม DNASIS-Mac software เวอร์ชั่น 2.05 (Hitachi Software Engineering Co., Ltd) แล้ว
เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับข้อมูลที่มีในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม BLASTn 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ่ือระบุชนิดของแบคทีเรีย 

3.1.4  เก็บเชื้อแบคทีเรียย่อยสลาย PAH สายพันธุ์บริสุทธิ์ 
เลี้ยงแบคที เรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ ในอาหารเหลว  0.25 เท่า Luria-Bertani (0.25X LB) 

(ภาคผนวก ก) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และในอาหารเหลว CFMM ที่มี PAH เป็นแหล่งคาร์บอนเพียง
แหล่งเดียว จนกว่าจะเริ่มเห็นการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเหลว ในสภาวะอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/นาที ถ่ายเชื้อที่เจริญแล้วลงในหลอดเก็บเชื้อแช่แข็ง ผสมกับ
กลีเซอรอลในอัตราส่วน 1:1 ท าอย่างน้อย 3-5 ซ้ า เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 

3.2  ศึกษาสภาวะการเจริญของแบคทีเรียที่คัดแยกได้  
3.2.1  เตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย 
เลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ในขวดรูปชมพู่ที่บรรจุอาหารเหลว 0.1 เท่า Luria-Bertani 

(0.1X LB) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ย้ายเชื้อลงไปในหลอดเซนตริฟิวจ์ปราศจากเชื้อ ปั่นเหวี่ยงเพ่ือ
แยกเซลล์ด้วยความเร็ว 8,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง ล้างตะกอนเซลล์
ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ จ านวน 2 ครั้ง แขวนลอยเซลล์ในสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ให้มีค่า OD600 ประมาณ 0.4-0.5 เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อแบคทีเรีย 

3.2.2  ตรวจนับจ านวนแบคทีเรียด้วยวิธี MPN  
ตรวจสอบการเจริญของแบคทีเรียด้วยวิธี MPN (ดัดแปลงจาก Alonso-Gutiérrez และคณะ, 

2009) ในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม โดยเติมอาหารเหลว LB ลงในไมโครเพลทหลุมละ 180 
ไมโครลิตร เติมตัวอย่างที่ต้องการตรวจสอบ (ในกรณีนี้คือหัวเชื้อแบคทีเรียที่ได้จากข้อ 3.2.1) หลุมละ 
20 ไมโครลิตร แล้วเจือจางตัวอย่างที่ต้องการตรวจสอบอย่างเป็นล าดับ ท าการทดลอง 3 ซ้ า บ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน วัดค่า OD540 ด้วยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ ค านวณ
จ านวนแบคทีเรียเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้เติมตัวอย่างที่ต้องการตรวจสอบจากตาราง MPN 
ชนิด 3 หลอด (Sutton, 2010) 
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3.2.3  ทดสอบการเจริญของแบคทีเรียในสภาวะต่างๆด้วยวิธี MPN 
ทดสอบการเจริญของแบคทีเรียทุกสายพันธุ์ที่คัดแยกได้ในสภาวะแปรผันอุณหภูมิ โดยท าการ

ทดลองตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.2.2 แต่แยกบ่มทีอุ่ณหภูมิ 25, 30 และ 37 องศาเซลเซียส 
ทดสอบการเจริญของแบคทีเรียทุกสายพันธุ์ที่คัดแยกได้ในสภาวะแปรผันความเป็นกรด-ด่าง 

โดยท าการทดลองตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.2.2 แต่แปรผันความเป็นกรด-ด่างของอาหารเหลว LB ให้มี
ค่าเท่ากับ 4.0, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 และ 9.0 

ทดสอบการเจริญของแบคทีเรียทุกสายพันธุ์ที่คัดแยกได้ในสภาวะแปรผันปริมาณโซเดียมคลอ
ไรด์ โดยท าการทดลองตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.2.2 แต่แปรผันปริมาณโซเดียมคลอไรด์ของอาหาร
เหลว LB ให้มคี่าเท่ากับ 0, 0.5, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5, 5.0, 10, 20 และ 30 เปอร์เซ็นต์ 
 

3.3  ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลาย PAHs และยีนไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
3.3.1  ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลาย PAHs 

3.3.1.1 ทดสอบการย่อยสลาย PAHs ชนิดต่างๆ 
ทดสอบความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ชนิดต่างๆของแบคทีเรียทุกสายพันธุ์ที่คัดแยก

ได้ในหลอดทดลองที่บรรจุอาหารเหลว CFMM 4.5 มิลลิลิตร ที่มี PAH ชนิดต่างๆ ได้แก่ แนพธาลีน 
อะซีแนพธีน ความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ฟลูออรีน แอนทราซีน ฟีแนนทรีน ฟลูออแรนทีน 
ไพรีน ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร และเบนโซ[เอ]ไพรีน ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/ลิตร เติมหัว
เชื้อแบคทีเรีย (เตรียมตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.2.1) 0.5 มิลลิลิตร ที่ผ่านการเขย่าด้วยความเร็ว 200 
รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการทดลอง 3 ซ้ า ควบคู่กับชุดควบคุม
อาหารเหลว CFMM ที่เติม PAH แต่ไม่เติมหัวเชื้อแบคทีเรีย บ่มในเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบ/
นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน 

3.3.1.2 สกัด PAHs ที่เหลืออยู่ในอาหารเหลวด้วยเอทิลอะซิเตท 
สกัด PAHs ที่เหลืออยู่ในอาหารเหลวเมื่อครบก าหนดเวลาบ่ม ตามวิธีของ Klankeo และ

คณะ (2009) โดยเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น เพ่ือปรับความเป็นกรด-ด่างของอาหารเหลวให้มี
ค่าประมาณ 2.0-3.0 เติมเอทลิอะซิเตท 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องปั่นผสมเป็นเวลา 1 นาที 
ต้ังทิ้งไว้ให้แยกชั้น แยกส่วนเอทิลอะซิเตท (สารชั้นบน) เก็บไว้ในหลอดทดลองอันใหม่ แล้วสกัดอาหาร
เหลวด้วยเอทิลอะซิเตทซ้ าอีก 1 ครั้ง รวมส่วนเอทิลอะซิเตทที่ได้ เติมโซเดียมซัลเฟตที่ผ่านการอบ
ข้ามคืนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ปั่นผสมเพ่ือให้โซเดียมซัลเฟตก าจัดน้ าที่เหลืออยู่ในส่วนเอทิลอะ
ซิเตท ย้ายส่วนเอทิลอะซิเตทที่ผ่านการก าจัดน้ าไปยังหลอดทดลองอันใหม่ ระเหยแห้งด้วยเครื่อง
ระเหยแห้งสุญญากาศแบบหมุน จากนั้นเติมเมทานอล 1 มิลลิลิตร ปั่นผสมเป็นเวลา 1 นาที กรอง
สารละลายที่ได้ผ่านชุดกรองส าเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.20 ไมโครเมตร ลงในขวดส าหรับ
วิเคราะห์ HPLC เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะวิเคราะห์ 

3.3.1.3 วิเคราะห์ปริมาณ PAHs ที่เหลืออยู่ในอาหารเหลวด้วย HPLC 
วิเคราะห์ปริมาณ PAHs ที่ เหลืออยู่ในอาหารเหลวด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูง (HPLC) ตามวิธีของ Klankeo และคณะ (2009) ซึ่งมีสภาวะต่างๆในระบบดังนี้ 
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คอลัมน์ inertsill® ODS ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.6 
มิลลิเมตร ยาว 150 มิลลิลิตร 

อุณหภูมิคอลัมน์ 40 องศาเซลเซียส 
เฟสเคลื่อนที่ เมทานอล 80 เปอร์เซ็นต์ 
อัตราไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1 มิลลิลิตร/นาที 
ความยาวคลื่นแสงอัลตราไวโอเลตที่ใช้ตรวจวิเคราะห์ 275 นาโนเมตร 
ปริมาณสารที่ฉีดวิเคราะห์ 10 ไมโครลิตร 
น าพ้ืนที่ใต้กราฟ (peak area) ที่ได้จากการวิเคราะห์ตัวอย่างไปค านวณหาเปอร์เซ็นต์การ

ย่อยสลาย PAHs เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ดังสมการด้านล่าง 
 

 
 

3.3.2  ตรวจหายีนประมวลรหัสหน่วยย่อยแอลฟาของไดออกซิจีเนสด้วยวิธี PCR 
ตรวจหายีนประมวลรหัสหน่วยย่อยแอลฟาของเอนไซม์ไดออกซิจีเนสในแบคทีเรียทุกสาย

พันธุ์ที่คัดแยกได้ด้วยวิธี PCR โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนหน่วยย่อยแอลฟาของไดออกซิจีเนส 
จากแบคทีเรียแกรมลบ (RHDα-GN) จากแบคทีเรียแกรมบวก (RHDα-GP) และจากแบคทีเรียทั้งแกรม
ลบและแกรมบวก (pah-rhdα) ขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR และล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์แสดง
ในตารางที่ 3.1 องค์ประกอบของสารต่างๆในปฏิกิริยาแสดงในตารางที่ 3.2 และด าเนินปฏิกิริยาตาม
สภาวะดังนี้ 

คู่ไพร์เมอร์ RHDα-GN (RHDα-GN-610F และ RHDα-GN-916R) 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
3.  annealing อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 7 นาท ี
คู่ไพร์เมอร์ RHDα-GP (RHDα-GP-641F และ RHDα-GP-933R) 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
3.  annealing อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
5.  ท าข้ันตอนที่ 2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 7 นาท ี
คู่ไพร์เมอร์ pah-rhdα (pah-rhdα-396F และ pah-rhdα-696R) 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
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3.  annealing อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส 2 นาท ี
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
5.  ท าข้ันตอนที่ 2-4 จ านวน 5 รอบ 
6.  denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
7.  annealing อุณหภูมิ 58.5 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
8.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
9.  ท าข้ันตอนที่ 6-8 จ านวน 30 รอบ 
10.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาท ี
จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ที่เกิดขึ้นตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.3 และวิเคราะห์ล าดับ

นิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.4-3.1.3.8 ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ผลิตภัณฑ์ PCR จะน าไปเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับข้อมูลที่มีในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้
โปรแกรม BLASTx (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
 

3.4  ศึกษาแนวโน้มการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ 
3.4.1  ทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ทุกสายพันธุ์ในขวดรูปชมพู่

ที่บรรจุอาหารเหลว CFMM 45 มิลลิลิตร และมีฟีแนนทรีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร หรือ
น้ ามันหล่อลื่นความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียว เติมหัวเชื้อแบคทีเรีย 
(เตรียมตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.2.1) 5 มิลลิลิตร ท าการทดลอง 3 ซ้ า ควบคู่กับชุดควบคุมอาหารเหลว 
CFMM ที่เติมแหล่งคาร์บอนแต่ไม่เติมหัวเชื้อแบคทีเรีย บ่มในเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน ส าหรับชุดที่มีฟีแนนทรีนเป็นแหล่งคาร์บอน และ 7 วัน 
ส าหรับชุดที่มีน้ ามันหล่อลื่นเป็นแหล่งคาร์บอน จากนั้นย้ายเชื้อลงไปในหลอดเซนตริฟิวจ์ปราศจากเชื้อ 
ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 8,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 30 นาท ีน าอาหารเลี้ยงเชื้อไปวัดค่าแรงตึงผิวด้วย
เครื่องวัดแรงตึงผิว ตามวิธีที่ ระบุ ในคู่มือ และน าตะกอนเซลล์ ไปทดสอบความไม่ชอบน้ า 
(hydrophobicity) ตามวิธีของ Costa และคณะ (2010) โดยล้างตะกอนเซลล์ด้วยบัฟเฟอร์ PUM 
(ภาคผนวก ข) จ านวน 1 ครั้ง แขวนลอยเซลล์ในบัฟเฟอร์ PUM ให้มีค่า OD400 ประมาณ 1.0 (OD400 

เริ่มต้น) แล้วน าสารแขวนลอยของแบคทีเรีย 4 มิลลิลิตร มาผสมกับเฮกซะเดกเคน 1 มิลลิลิตร ผสม
ด้วยเครื่องปั่นผสมเป็นเวลา 1 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้แยกชั้นที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้วดูดสาร
แขวนลอยของแบคทีเรีย (สารชั้นล่าง) มาวัดค่า OD400 (OD400 สุดท้าย) ค านวณหาเปอร์เซ็นต์ความไม่
ชอบน้ า ดังสมการด้านล่าง 
 

 
 

3.4.2  ตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธี PCR 
ตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุ่มลิพอเปปไทด์ในแบคทีเรียทุก

สายพันธุ์ที่คัดแยกได้ด้วยวิธี PCR โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนผลิตสารลดแรงตึงผิวกลุ่มลิพอเปป
ไทด์ ได้แก่ เซอร์แฟคติน ไมโคซับทิลิน เฟนไจซิน และพลิพาสตาติน ขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR และ
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ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์แสดงในตารางที่ 3.1 องค์ประกอบของสารต่างๆในปฏิกิริยาแสดงใน
ตารางที่ 3.2 และด าเนินปฏิกิริยาตามสภาวะดังนี้ 

คู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนผลิตเซอร์แฟคติน (As 1- F และ Ts 2- R) 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 3 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
3.  annealing อุณหภูมิ 43 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาท ี
คู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนผลิตไมโคซับทิลิน (Am 1- F และ Tm 1- R) และยีนผลิตเฟนไจซิน 
(Af 2- F และ Tf 1- R) 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 3 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
3.  annealing อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาท ี
คู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนผลิตพลิพาสตาติน (Ap 1- F และ Tp 1- R) 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 3 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
3.  annealing อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1.30 นาท ี
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาท ี
จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ที่เกิดขึ้นตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.3 และวิเคราะห์ล าดับ

นิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.4-3.1.3.8 ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ผลิตภัณฑ์ PCR จะน าไปเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับข้อมูลที่มีในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้
โปรแกรม BLASTx (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
 

3.5  ศึกษาคุณสมบัติเบื้องต้นของ Novosphingobium sp. PCY 
3.5.1  ทดสอบรูปแบบการเจริญและการย่อยสลายฟีแนนทรีนและไพรีน 
ทดสอบรูปแบบการเจริญและการย่อยสลายฟีแนนทรีนและไพรีนของ Novosphingobium 

sp. PCY ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.3.1 โดยเพ่ิมชุดควบคุมอาหารเหลว CFMM ที่ไม่เติม PAH แต่เติม
หัวเชื้อแบคทีเรีย เก็บตัวอย่างทุก 3 วัน เป็นเวลา 21 วัน มาวิเคราะห์ปริมาณ PAHs ที่เหลืออยู่
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมอาหารเหลว CFMM ที่เติม PAH แต่ไม่เติมหัวเชื้อแบคทีเรีย และตรวจนับ
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จ านวนแบคทีเรียด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารแข็ง LB เปรียบเทียบกับชุดควบคุมอาหารเหลว CFMM 
ทีไ่มเ่ติม PAH แต่เติมหัวเชื้อแบคทีเรีย 

3.5.2  ตรวจหาชนิดของยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสอ่ืนๆด้วยวิธี PCR 
ตรวจหายีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสอ่ืนๆของ Novosphingobium sp. PCY ด้วยวิธี PCR 

โดยใช้คู่ ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน nidA, nidB, phtAc, phtAd, bphA1f, bphA3, bphA4 และ 
bphC ขนาดของผลิตภัณฑ์  PCR และล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์แสดงในตารางที่  3.1 
องค์ประกอบของสารต่างๆในปฏิกิริยาแสดงในตารางที่ 3.2 และด าเนินปฏิกิริยาตามสภาวะดังนี้ 

คู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน nidA (nidA-F และ nidA-R) 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
3.  annealing อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาท ี
คู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน nidB (nidB-F และ nidB-R) 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 3 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
3.  annealing อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 7 นาท ี
คู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน phtAc (phtAc-F และ phtAc-R) และยีน phtAd (phtAd-F 
และ phtAd-R) 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
3.  annealing อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาท ี
คู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน bphA1f (bphA1f-F และ bphA1f-R) 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
3.  annealing อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
5.  ท าขั้นตอนที่ 2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาท ี
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คู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน bphA3 (bphA3-F และ bphA3-R) และยีน bphC ()bphC-F 
และ bphC-R) 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 2 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
3.  annealing อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 6 นาท ี
คู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน bphA4 (bphA4-F และ bphA4-R) 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 2 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
3.  annealing อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 6 นาท ี
จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ที่เกิดขึ้นตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.3 และวิเคราะห์ล าดับ

นิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.4-3.1.3.8 ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ผลิตภัณฑ์ PCR จะน าไปเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับข้อมูลที่มีในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้
โปรแกรม BLASTx (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พร้อมทั้งสร้างแผนผังความสัมพันธ์
ของล าดับกรดอะมิโนของผลิตภัณฑ์ PCR ที่เกิดขึ้นและล าดับกรดอะมิโนในฐานข้อมูลด้วยโปรแกรม 
Mega5.1 ด้วยวิธี neighbor-joining โดยก าหนดค่า Bootstrap เท่ากับ 1000 

3.5.3  ตรวจหาต าแหน่งของยีน nidA 
3.5.3.1 ตรวจหาต าแหน่งของยีน nidA ด้วยวิธี PCR 

แยก DNA ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.2 จากนั้นตัด
แถบ DNA และพลาสมิดที่พบออกจากเจลมาใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ชั่งน้ าหนักชิ้นอะกาโรสเจล 
แล้วท าบริสุทธิ์ด้วย  DNA EASYTRAPTM Version 2 ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ  โดยเติม NaI buffer 
ปริมาตร 3 เท่า (ไมโครลิตร) ของน้ าหนักชิ้นอะกาโรสเจล (กรัม) ปั่นผสมเล็กน้อย ละลายชิ้นอะกาโรส
เจลอย่างสมบูรณ์ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พร้อมทั้งกลับหลอดไปมาทุกๆ 2-3 นาที เติม glass 
powder ปริมาตร 5 ไมโครลิตร/ความเข้มข้น DNA 1 ไมโครกรัม ผสมโดยการกลับหลอดไปมา ตั้งทิ้ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 5-10 นาที เพ่ือให้ glass powder ดูดซับ DNA ในสารละลาย ปั่นเหวี่ยง
ด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนน้ าใสทิ้ง เติม wash buffer (ที่เติมเอทา
นอลแล้ว) 250 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมและเทส่วนใสทิ้ง ระเหยแห้งที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เติมสารละลาย TE ปริมาตร 3 เท่าของปริมาตร glass powder บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือละลาย DNA ออกจาก glass powder ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจน
สารละลายเย็น ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 วินาที ดูดสารละลายส่วนใส
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ออกมาใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อันใหม่ จะได้สารละลายบริสุทธิ์ของ DNA และพลาสมิด เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

น าสารละลายบริสุทธิ์ของ DNA และพลาสมิดที่ได้มาตรวจหาต าแหน่งของยีน nidA ด้วยวิธี 
PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ nidA-F และ nidA-R ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.5.2 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ที่
เกิดข้ึนตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.3 

3.5.3.2 ตรวจหาต าแหน่งของยีน nidA ด้วยวิธีเซาท์เทิร์นไฮบริไดเซชัน 
เตรียม DNA ตรวจติดตาม หรือโพรบ (probe) จากผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ของยีนบริเวณ 

16S rDNA และยีน nidA ด้วย DIG High Prime ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ โดยน าผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ 
ความเข้มข้น 300 นาโนกรัม มาปรับปริมาตรด้วยน้ าปลอดประจุปราศจากเชื้อเป็น 16 ไมโครลิตร ให้
ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แช่ในน้ าแข็งทันทีเป็นเวลา 3 นาที เติม 
DIG-High Prime 4 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศ บ่มอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 20 ชั่วโมง จากนั้นหยุดปฏิกิริยาด้วยการเติมสารละลาย EDTA เข้มข้น 
0.2 โมลาร์ pH 8.0 (ภาคผนวก ข) 2 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

แยก DNA ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.2 จากนั้น
ตรวจหาต าแหน่งของยีน nidA ด้วยวิธีเซาท์เทิร์นไฮบริไดเซชัน ตามวิธีของ Nojiri และคณะ (2001) 
โดยวางอะกาโรสเจล (ขนาด 5x6 เซนติเมตร) หงายบนกระดาษไนลอนเมมเบรน Biodyne® B ขนาด 
6x7 เซนติเมตร บนเครื่องถ่ายเท DNA ชนิดสุญญากาศ ปิดทับรอยต่อรอบเจลและหลุมหยอด DNA 
ด้วยอะกาโรสเจลที่มีความเข้มข้นเท่ากัน เปิดสวิตช์ปั๊ม ดูดสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.2 โม
ลาร์ (ภาคผนวก ข) 5 มิลลิลิตร ลงบนเจล ทิ้งไว้ 15 นาที ซับผิวหน้าเมมเบรนด้วยกระดาษทิชชู ดูด
บัฟเฟอร์ denaturation (ภาคผนวก ข) 5 มิลลิลิตร ลงบนเจล ทิ้งไว้ 15 นาที ซับผิวหน้าเมมเบรน 
ด้วยกระดาษทิชชู ดูดบัฟเฟอร์ neutralization (ภาคผนวก ข) 5 มิลลิลิตร ลงบนเจล ทิ้งไว้ 15 นาที 
ซับผิวหน้าเมมเบรนด้วยกระดาษทิชชู เทสารละลาย 20 เท่า SSC (20X SSC) (ภาคผนวก ข) ให้สูง
ประมาณ 2 เท่าของความสูงเจล ทิ้งไว้ 45-60 นาที เพ่ือถ่ายเท DNA ลงบนเมมเบรน ปิดสวิตช์ปั๊ม เท
สารละลาย 20X SSC ออก (ใช้ซ้ าได้) แล้วน าเมมเบรนมาท าให้แห้งด้วยการซับบนกระดาษทิชชู ตรึง 
DNA บนเมมเบรนด้วยการฉายแสงอัลตราไวโอเลตเป็นเวลา 3-5 นาที น าเมมเบรนวางบนกระดาษทิช
ชูแล้วห่อฟอยด์ เก็บไว้ในตู้เย็นจนกว่าจะท าการทดลอง 

น าเมมเบรนที่เก็บไว้มาแช่ในสารละลาย NaOH/SDS (ภาคผนวก ข) 100 มิลลิลิตร เขย่าด้วย
ความเร็วต่ า (30-40 รอบ/นาที) เป็นเวลา 15 นาที เทสารละลายทิ้งแล้วล้างด้วยน้ าปลอดประจุ (ถ้า
ไม่ได้แช่เมมเบรนไว้ในตู้เย็น ก็ข้ามขั้นตอนการแช่ในสารละลาย NaOH/SDS) น าเมมเบรนมาใส่ใน
ถุงพลาสติก เติมบัฟเฟอร์ hybridization (ภาคผนวก ข) ที่ผ่านการให้ความร้อนอุณหภูมิ 68 องศา
เซลเซียส 15 มิลลิลิตร ไล่ฟองอากาศภายในแล้วซีลถุง เขย่าด้วยความเร็วต่ าที่อุณหภูมิ 68 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ย้ายเมมเบรนมาใส่ในถุงพลาสติก เติมบัฟเฟอร์ hybridization ที่ผสม 
โพรบแล้ว (น าโพรบมาบ่มที่ อุณหภูมิ  98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-15 นาที  ดูดบัฟเฟอร์ 
hybridization 1 มิลลิลิตรที่ผ่านการแช่ในน้ าแข็ง มาผสมกับโพรบในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์โดย
การปิเปตต์ขึ้นลง แล้วย้ายสารผสมดังกล่าวลงในบัฟเฟอร์ hybridization 24 มิลลิลิตร ที่แช่ในน้ าแข็ง 
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กรณีใช้บัฟเฟอร์ hybridization ที่ผสมโพรบซ้ า ต้องบ่มที่อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-15 
นาที แช่ในน้ าแข็ง แล้วจึงน าไปใช้งาน) 25 มิลลิลิตร ไล่ฟองอากาศภายในแล้วซีลถุง เขย่าด้วย
ความเร็วต่ าที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 8 ชั่วโมง จากนั้นน าเมมเบรนมาแช่ใน
สารละลาย 1X SSC/SDS (ภาคผนวก ข) 50 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็วสูง (160-170 รอบ/นาที) 
เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายทิ้งแล้วล้างด้วยน้ าปลอดประจุ ท าซ้ า 2 รอบ แช่ในสารละลาย 0.1X 
SSC/SDS (ภาคผนวก ข) 50 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็วต่ าที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที เทสารละลายทิ้งแล้วล้างด้วยน้ าปลอดประจุ ท าซ้ า 2 รอบ ย้ายเมมเบรนไปภาชนะอันใหม่ ล้าง
ด้วยบัฟเฟอร์ SHB1 (ภาคผนวก ข) หลายๆครั้ง แช่ในบัฟเฟอร์ SHB2 (ภาคผนวก ข) 50 มิลลิลิตร 
เขย่าด้วยความเร็วต่ าเป็นเวลาอย่างน้อย 30 นาที เทสารละลายทิ้ง แช่ในสารละลาย antibody 
solution (ภาคผนวก ข) 50 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็วต่ าเป็นเวลา 30 นาท ีเทสารละลายทิ้ง แช่ใน
สารละลาย antibody wash solution (ภาคผนวก ข) 100 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็วสูงเป็นเวลา 
15 นาท ีเทสารละลายทิ้งแล้วล้างด้วยน้ าปลอดประจุ ท าซ้ า 3 รอบ (ครั้งที่ 3 เขย่านาน 10 นาที) ย้าย
เมมเบรน ไปภาชนะขนาดใหญ่อันใหม่ แช่ในบัฟเฟอร์ SHB3 (ภาคผนวก ข) เขย่าด้วยความเร็วต่ าเป็น
เวลา 5 นาที เทสารละลายทิ้งแล้วล้างด้วยน้ าปลอดประจุ ท าซ้ า 2 รอบ ย้ายเมมเบรนไปใน
ถุงพลาสติก เติมสารละลาย color substrate solution (ภาคผนวก ข) 20 มิลลิลิตร ไล่ฟองอากาศ
ภายใน ซีลถุงแล้วหุ้มด้วยฟอยด์ ตั้งทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลานาน 5-30 นาที หรือจนกว่าจะเกิดแถบสีม่วง 
เมื่อเกิดแถบสีม่วงแล้วให้น าเมมเบรนมาแช่ในน้ าปลอดประจุ ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาอย่าง
น้อย 1 ชั่วโมง ท าให้แห้ง เก็บไว้ในถุงซิปล็อคที่อุณหภูมิห้อง 

หากต้องการท าไฮบริไดเซชันใหม่ด้วยเมมเบรนเดิม ต้องดีไฮบริไดเซชัน (dehybridization) 
โดยการแช่เมมเบรนในไดเมทิลฟอร์มาไมด์ ที่อุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส จนเมมเบรนเป็นสี
ขาว ประมาณ 1-2 ชั่วโมง (สามารถใช้ไดเมทิลฟอร์มาไมด์ จนกว่าจะเป็นสีม่วงเข้ม) ล้างในน้ าปลอด
ประจุ แล้วเริ่มไฮบริไดเซชันใหม่ตั้งแต่ขั้นตอนการแช่ในสารละลาย NaOH/SDS 

3.5.4  ตรวจสอบขนาดของพลาสมิด 
3.5.4.1 สกัด DNA และพลาสมิดของแบคทีเรีย 

สกัด DNA และพลาสมิดของ Novosphingobium sp. PCY ตามวิธีของ Ausubel และ
คณะ (1999) โดยน าเซลล์แบคทีเรีย 1.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 2 มิลลิลิตร 
ปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ด้วยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง กระจายตะกอนเซลล์ในสารละลาย TE 567 ไมโครลิตร ให้เป็นเนื้อ
เดียวกัน เติมสารละลายโปรตีนเนสเคเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 3 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดย
การกลับหลอดไปมา เติมสารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 30 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมาเป็นเวลา 15 นาที บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่าง
น้อย 1 ชั่วโมง เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 5 โมลาร์ 100 ไมโครลิตร และสารละลาย 
CTAB/NaCl ที่มีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 80 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา
เป็นเวลา 3 นาที บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เติมคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล์ 800 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมาเป็นเวลา 3 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 14,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที ย้ายสารละลายชั้นบนลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์
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อันใหม่ แล้วเติมฟีนอล/คลอโรฟอร์มในปริมาตรที่เท่ากับปริมาตรของสารละลายสุดท้าย ผสมให้เข้า
กันโดยการกลับหลอดไปมาประมาณ 5 นาท ีปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมแล้วย้ายสารละลายชั้นบนลงใน
หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อันใหม่ เติมไอโซโพรพานอลในปริมาตรที่เท่ากับปริมาตรของสารละลาย
สุดท้าย กลับหลอดไปมาอย่างน้อย 5 นาที ให้สารละลายเข้ากันจนปรากฏสาย DNA สีขาว ปั่นเหวี่ยง
ด้วยความเร็ว 15,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนด้วยเอทานอล 70 
เปอร์เซ็นต์ 400 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 15,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาท ีเทส่วนใสทิ้ง 
ระเหยเอทานอลจนแห้งในโถดูดความชื้นสภาวะสุญญากาศ (desiccator) ประมาณ 5 นาที แล้ว
ละลายตะกอน DNA ด้วยสารละลาย TE 50 ไมโครลิตร เติมอาร์เอ็นเอสเอเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร 0.1 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 30 นาที เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.5.4.2 เตรียมเจลแบคทีเรีย (strain gel) หรือพลัก (plug) 
เตรียมพลักของ Novosphingobium sp. PCY ด้ วย  CHEF Bacterial Genomic DNA 

Plug Kit ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว LB ให้มีค่า OD600 เท่ากับ 0.8-1.0 หรือ
ประมาณ 5x108 CFU/มิลลิลิตร ดูดเชื้อมา 100 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบ/
นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง เติมสารละลาย TE 500 
ไมโครลิตร ปั่นผสมเพ่ือกระจายตะกอนเซลล์ ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิม เทส่วนใสทิ้ง ท าซ้ า 2 รอบ 
เติม Cell suspension buffer ที่ผ่านการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 55 ไมโครลิตร 
แช่ในเครื่องระเหยแหงชนิดควบคุมอุณหภูมิที่ตั้งค่าอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เติม 1.8 เปอร์เซ็นต์ 
CleanCut Agarose ที่ผ่านการให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 50-70 องศาเซลเซียส 55 ไมโครลิตร ผสมโดย
การปิเปตต์ขึ้นลง ระวังอย่าให้เกิดฟอง เทสารผสมลงในแม่พิมพ์ (mold) ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าพลักที่ได้ออกจากแม่พิมพ์มาใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 2 
มิลลิลิตร เติม Lysozyme solution (25X Lysozyme 40 ไมโครลิตร ผสมกับ Lysozyme buffer 
960 ไมโครลิตร) 520 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เทสารละลาย
ทิ้งและล้างด้วยน้ าปลอดประจุปราศจากเชื้อ เติม Wash buffer (10X Wash buffer 200 ไมโครลิตร 
ผสมกับน้ าปลอดประจุปราศจากเชื้อ 1,800 ไมโครลิตร) 1,875 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมา เท
สารละลายทิ้ง เติม  Proteinase K buffer (25X Proteinase K buffer 40 ไมโครลิตร ผสมกับ 
Proteinase K buffer 960 ไมโครลิตร) 520 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1-4 วัน เทสารละลายทิ้ง เติม Wash buffer (10X Wash buffer 400 ไมโครลิตร ผสมกับน้ าปลอด
ประจุปราศจากเชื้อ 3,600 ไมโครลิตร) 500 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 
ชั่วโมง เทสารละลายทิ้ง ท าซ้ าเป็นจ านวน 6 ครั้ง เติม Wash buffer 400 ไมโครลิตร เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ได้นาน 3 เดือน 

3.5.4.3 พัลซ์ฟิลด์เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (PFGE) 
เตรียม CHEF DNA Size Standard, Lambda Ladder, CHEF DNA Size Standard, S. 

cerevisiae และ CHEF DNA Size Marker, H. wingei โดยใส่บัฟเฟอร์ 0.5X TBE 500 ไมโครลิตร 
ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 30 นาที น าเจล 
marker มาใส่ในหลอดดังกล่าว บ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วแช่ในน้ าแข็ง 
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ตรวจสอบขนาดของพลาสมิดด้วยวิธี  PFGE (Nojiri และคณะ, 2002) ด้วยชุด CHEF-DR® III 
Variable Angle System โดยเตรียม Pulsed Field Certified Agarose เข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นต์ ที่
หลอมในบัฟเฟอร์ Tris-borate-EDTA ความเข้มข้น 0.5 เท่า (0.5X TBE) (ภาคผนวก ข) เทลงใน
แม่พิมพ์ที่มีหวีเสียบอยู่ ทิ้งให้อะกาโรสแข็งตัวที่อุณหภูมิห้องประมาณ 30-40 นาที ใส่เจล marker 
และพลัก (ท่ีเตรียมได้จากข้อ 3.5.5.2) ลงในช่องวิ่งให้ชิดด้านหน้า ระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศ ปิดช่อง
วิ่งด้วย Certified Low-Melt Agarose เข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นต์ ที่หลอมในบัฟเฟอร์ 0.5X TBE ที่
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ได้ลงใน
แชมเบอร์ที่มีบัฟเฟอร์ 0.5X TBE ปริมาตร 2 ลิตร หยอดสารละลาย DNA (ที่เตรียมได้จากข้อ 
3.5.4.1) 10 ไมโครลิตร ที่ผสมกับสีติดตาม 5 ไมโครลิตร ลงในช่องวิ่งที่เหลือ ท าอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วย
ชุด CHEF-DR® III Variable Angle System ที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ (3 โวลต์/เซนติเมตร) มุม 
(angle) 106 องศา เวลาสลับ (switch time) 60-120 วินาที เป็นเวลา 38 ชั่วโมง โดยควบคุม
อุณหภูมิ 14 องศาเซลเซียสด้วย Cooling module จากนั้นน าอะกาโรสเจลมาย้อมด้วยสารละลาย
เอธิเดียมโบรไมด์ เป็นเวลา 20 นาที ล้างอะกาโรสเจลด้วยน้ ากลั่นเป็นเวลาอย่างน้อย 3 ชั่วโมง 
ตรวจดูและถ่ายภาพแถบ DNA ด้วยเครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตความ
ยาวคลื่น 312 นาโนเมตร แล้วยืนยันต าแหน่งของยีน nidA ด้วยวิธีเซาท์เทิร์นไฮบริไดเซชันตามวิธีที่
ระบุไว้ในข้อ 3.5.3.2 

3.5.5  ประเมินการหายไปของเมกะพลาสมิดต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีน 
3.5.5.1 ท าพลาสมิดคิวริ่ง 

ท าพลาสมิดคิวริ่ง (plasmid curing) ของ Novosphingobium sp. PCY ด้วยการต่อเชื้อใน
อาหารแข็ง LB จ านวน 10 ครั้ง แต่ละครั้งจะบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน โดย
ก าหนดรหัสของสายพันธุ์ที่ถูกต่อเชื้อไปแต่ละครั้งคือ cPCY1 จนถึง cPCY10 

3.5.5.2 ตรวจสอบการมีอยู่ของพลาสมิดของสายพันธุ์ cPCY 
ตรวจสอบการมีอยู่ของเมกะพลาสมิดในสายพันธุ์ cPCY10 เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ดั้งเดิม

ไม่ได้ผ่านการต่อเชื้อบนอาหารแข็ง LB (สายพันธุ์ PCY) โดยการสกัด DNA ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 
3.1.3.1 แล้วท าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.2 

3.5.5.3 ตรวจสอบการมีอยู่ของยีนไดออกซิจีเนสของสายพันธุ์ cPCY 
ตรวจสอบการมีอยู่ของยีนไดออกซิจีเนสในสายพันธุ์ cPCY10 เปรียบเทียบกับสายพันธุ์

ดั้งเดิมไม่ได้ผ่านการต่อเชื้อบนอาหารแข็ง LB (สายพันธุ์ PCY) โดยน า DNA สกัดได้จากข้อ 3.5.5.2 
มาเป็นแม่แบบในการท า PCR ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.5.2 

3.5.5.4 ตรวจสอบเปอร์เซ็นต์พลาสมิดที่หายไปของสายพันธุ์ cPCY 
ตรวจสอบเปอร์เซ็นต์พลาสมิดที่หายไปในทุกสายพันธุ์  cPCY (cPCY1 ถึง cPCY10) 

เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ดั้งเดิมไม่ได้ผ่านการต่อเชื้อบนอาหารแข็ง LB (สายพันธุ์ PCY) โดยเกลี่ยหัว
เชื้อแบคทีเรีย (เตรียมตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.2.1) 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็ง CFMM แล้วพ่น
ทับด้วย 2 เปอร์เซ็นต์ ไพรีนที่ละลายในไดเอทิลอีเทอร์ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนกว่าจะพบ
การเจริญของแบคทีเรียที่สร้างโซนใสล้อมรอบโคโลนี นับจ านวนโคโลนีที่สร้างโซนใสของแต่ละสาย
พันธุ์ แล้วค านวณเปอร์เซ็นต์พลาสมิดที่หายไป ดังสมการด้านล่าง 
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3.5.5.5 ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายไพรีนของสายพันธุ์ cPCY 
ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายไพรีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ของทุกสาย

พันธุ์  cPCY (cPCY1 ถึง cPCY10) ในหลอดทดลองที่บรรจุอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 4.5 
มิลลิลิตร และเติมหัวเชื้อแบคทีเรีย (เตรียมตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.2.1) 0.5 มิลลิลิตร ท าการทดลอง 
3 ซ้ า บ่มในเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน 
สังเกตความขุ่นและสีของอาหารเหลวที่เปลี่ยนไปเทียบกับชุดควบคุมอาหารเหลว CFMM ที่เติม PAH 
และหัวเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ PCY (ชุดควบคุมเชิงบวก) และชุดควบคุมอาหารเหลว CFMM ที่เติม 
PAH แต่ไม่เติมหัวเชื้อแบคทีเรีย (ชุดควบคุมเชิงลบ) 

3.5.6  ตรวจสอบการแสดงออกของยีน nidA 
3.5.6.1 ทดสอบการเจริญในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนต่างกัน 

เลี้ยงสายพันธุ์ PCY ในขวดรูปชมพู่ที่บรรจุอาหารเหลว CFMM 45 มิลลิลิตร และมีแหล่ง
คาร์บอนคือ ไพรีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร หรือซูโครสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ เติมหัวเชื้อ
แบคทีเรีย (เตรียมตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.2.1) 5 มิลลิลิตร ที่ผ่านการเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/
นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง บ่มในเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน เก็บตัวอย่างวันที่ 0, 2 และ 4 มาตรวจนับจ านวน
แบคทีเรียด้วยด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารแข็ง LB และเพ่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

3.5.6.2 สกัด RNA ของแบคทีเรีย 
ในการสกัด RNA อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ต้องผ่านการฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 40 นาที และบริเวณท่ีปฏิบัติงาน ควรรองด้วยฟอยด์และก าจัด RNase ด้วย RNase Away 
เตรียมเซลล์ส าหรับสกัด RNA โดยเติมอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดเซนตริฟิวจ์ ขนาด 50 
มิลลิลิตร ที่บรรจุ RNAprotectTM Bacteria Reagent 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องปั่นผสม 
ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที ปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ด้วยความเร็ว 9,000 รอบ/นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ีเทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง กระจายตะกอนเซลล์ในสารละลาย 
TE ที่มีไลโซไซม์เข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 100 ไมโครลิตร ให้เป็นเนื้อเดียวกัน (ผสมด้วยเครื่อง
ปั่นผสมหรือปิเปตต์ขึ้นลง) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น ามาสกัด RNA ของ
แบคทีเรียด้วย NucleoSpin® RNA ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ โดยเติม RA1 buffer 350 ไมโครลิตร และ
เมอร์แคปโตเอทานอล 3.5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องปั่นผสม ดูดสารละลายผสมทั้งหมดลง
ในคอลัมน์ Nucleospin® filter (วงแหวนสีม่วง) ที่มี collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยง
ด้วยความเร็ว 5,000 xg เป็นเวลา 5 นาที น าส่วนน้ าใสมาเติมเอทานอล 100 เปอร์เซ็นต์ 250 
ไมโครลิตร ผสมโดยการปิเปตต์ขึ้นลง แล้วดูดสารละลายผสมทั้งหมดลงในคอลัมน์ Nucleospin® 
RNA (วงแหวนสีฟ้า) ที่มี collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 11,000 xg 
เป็นเวลา 30 วินาที ย้ายคอลัมน์ลงใน collection tube อันใหม่ เติม RA3 buffer 600 ไมโครลิตร 
ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิม ย้ายคอลัมน์ลงใน collection tube อันใหม่ เติม RA3 buffer 250 
ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 11,000 xg เป็นเวลา 2 นาที ย้ายคอลัมน์ลงใน collection tube 
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อันใหม่ ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 11,000 xg เป็นเวลา 1 นาท ีเพ่ือท าให้คอลัมน์แห้ง ย้ายคอลัมน์ลงใน
หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ เติม RNase-free water 40 ไมโครลิตร ลงตรงกลางคอลัมน์ ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 11,000 xg เป็นเวลา 2 นาที จะได้สารละลาย 
RNA (วางในอ่างน้ าแข็งทันที) ตรวจสอบความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของสารละลาย RNA ด้วย
เครื่องวัดความเข้มข้น Nanodrop ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ (factor 40) 

ก าจัด DNA ในสารละลาย RNA ที่สกัดได้ด้วย RQ1 RNase-Free DNase โดยการเติม RQ1 
DNase 5 ไมโครลิตร และ RQ1 DNase buffer 5 ไมโครลิตร (ต่อปริมาตรสารละลาย RNA 40 
ไมโครลิตร) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติม RQ1 DNase stop solution 5 
ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ปรับปริมาตรสารละลาย RNA ด้วย 
RNase-free water เป็น 100 ไมโครลิตร (เติม 45 ไมโครลิตร) แล้วท าบริสุทธิ์สารละลาย RNA ด้วย 
NucleoSpin® RNA Clean-up ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ โดยเติมสารละลายผสมของ RA1 buffer 300 
ไมโครลิตร และเอทานอล 100 เปอร์เซ็นต์ 300 ไมโครลิตร ผสมโดยการปิเปตต์ขึ้นลง แล้วดูด
สารละลายผสมทั้งหมดลงในคอลัมน์ Nucleospin® RNA (วงแหวนสีฟ้า) ที่มี collection tube 
ขนาด 2 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว  11,000 xg เป็นเวลา 30 วินาที  ย้ายคอลัมน์ลงใน 
collection tube อันใหม่ เติม RA3 buffer 600 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิม ย้ายคอลัมน์
ลงใน collection tube อันใหม่ เติม RA3 buffer 250 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 11,000 
xg เป็นเวลา 2 นาที ย้ายคอลัมน์ลงใน collection tube อันใหม่ ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 11,000 xg 
เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือท าให้คอลัมน์แห้ง ย้ายคอลัมน์ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ เติม RNase-free 
water 40 ไมโครลิตร ลงตรงกลางคอลัมน์ ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 11,000 xg เป็นเวลา 2 นาที จะได้สารละลาย RNA (วางในอ่างน้ าแข็งทันที) เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

3.5.6.3 ตรวจสอบคุณภาพและความเข้มข้นของสารละลาย RNA 
ตรวจสอบคุณภาพของสารละลาย RNA ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel 

electrophoresis) โดยเตรียมอะกาโรสเจลเข้มข้น 1.2 เปอร์เซ็นต์ ที่หลอมในน้ าปลอดประจุ
ปราศจาก RNase (DEPC-treated water) (ภาคผนวก ข) 45 มิลลิลิตร ที่มีบัฟเฟอร์ MOPS ความ
เข้มข้น 10 เท่า (10X MOPS) (ภาคผนวก ข) 5 มิลลิลิตร และเมื่อสารละลายเจลมีอุณหภูมิประมาณ 
65 องศาเซลเซียส เติมฟอร์มัลดีไฮด์ 0.9 มิลลิลิตร และสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ 0.5 ไมโครลิตร 
ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันโดยใช้แท่งกวนแม่เหล็ก เทลงในแม่พิมพ์ที่มีหวีเสียบอยู่ ทิ้งให้อะกาโรสแข็งตัว
ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 30-40 นาที วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ได้ลงในแชมเบอร์ที่มีบัฟเฟอร์ 1X MOPS 
(ภาคผนวก ข) ผสมสารละลาย RNA 4 ไมโครลิตร (ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม) ที่ผ่านการให้ความ
ร้อนอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที กับบัฟเฟอร์ running MOPS (ภาคผนวก ข) 1 
ไมโครลิตร แล้วหยอดลงในช่องวิ่ง ท าอิเล็กโทรโฟรีซิสที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที 
น าอะกาโรสเจลมาตรวจดูและถ่ายภาพแถบ RNA ด้วยเครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล ภายใต้แสง
อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร  
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ตรวจสอบความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของสารละลาย RNA ด้วยเครื่องวัดความเข้มข้น 
Nanodrop ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ (factor 40) โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 
และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) 

นอกจากนี้ ตรวจสอบความเข้มข้นและคุณภาพของสารละลาย RNA ด้วยเครื่อง 2100 
Bioanalyzer โดยใช้ RNA 6000 Nano Kit ในการเตรียมตัวอย่าง ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ 

3.5.6.4 ตรวจสอบการแสดงออกของยีน nidA ด้วยวิธี RT-PCR 
สังเคราะห์ cDNA จาก RNA (ที่สกัดได้จากข้อ 3.5.6.2) ด้วย SuperScript™ II Reverse 

Transcriptase โดยผสม RNase-free water (เพ่ือปรับปริมาตรเป็น 11 ไมโครลิตร) random 
primer เข้มข้น 75 นาโนกรัม/ไมโครลิตร (เตรียมโดยผสม random primer เข้มข้น 3 ไมโครกรัม/
ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร และ RNase-free water 39 ไมโครลิตร) 3.33 ไมโครลิตร และสารละลาย 
RNA ที่สกัดได้จากข้อ 3.5.6.2 เข้มข้น 1 ไมโครกรัม ลงในหลอดปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ด าเนิน
ปฏิกิริยารอบที่ 1 ตามสภาวะดังนี้ อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 10 นาที อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
10 นาท ีและอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้งานต่อ 

เตรียมสารต่างๆในปฏิกิริยาการสังเคราะห์ cDNA ซึ่งประกอบด้วย 5 เท่า First-strand 
buffer 4 ไมโครลิตร, 0.1 โมลาร์ DTT 2 ไมโครลิตร, dNTP เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร ์(เตรียมโดยเติม 
dATP, dCTP, dGTP, dTTP ชนิดละ 1 ไมโครลิตร ใน RNase-free water 6 ไมโครลิตร) 1 
ไมโครลิตร, RNaseOUTTM Ribonuclease Inhibitor (40 หน่วย/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร และ 
SuperScript™ II Reverse Transcriptase (200 หน่วย/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร แล้วเติมลงใน
หลอดปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที่ผ่านการด าเนินปฏิกิริยารอบที่ 1 ด าเนินปฏิกิริยารอบที่ 2 ตาม
สภาวะดังนี้ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 10 นาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 60 นาท ีอุณหภูมิ 42 
องศาเซลเซียส 60 นาที อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 10 นาท ีและอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่า
จะใช้งานต่อ จากนั้นก าจัด RNA โดยการเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (HPLC grade) เข้มข้น 
1 นอร์มัล 6.67 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติมสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริก (HPLC grade) เข้มข้น 1 นอร์มัล 6.67 ไมโครลิตร จะได้สารละลาย cDNA เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

เพ่ิมจ านวนยีน 16S rDNA ด้วยไพร์เมอร์ 341F, 520R และยีน nidA ด้วยไพร์เมอร์ nidA-
RTF, nidA-RTR (ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์แสดงในตารางที่ 3.1) จาก cDNA ที่สังเคราะห์ได้
ด้วยวิธี PCR เกิดผลิตภัณฑ์ขนาด 179 และ 175 bp ตามล าดับ องค์ประกอบของสารต่างๆใน
ปฏิกิริยาแสดงในตารางที่ 3.2 ด าเนินปฏิกิริยาด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณ DNA ตามสภาวะดังนี้ 

คู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน 16S rDNA (341F และ 520R) 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
3.  annealing อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 7 นาท ี
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คู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน nidA (nidA-RTF และ nidA-RTR) 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 2 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
3.  annealing อุณหภูมิ 67.4 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 7 นาท ี
จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ที่เกิดขึ้นตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.3 
3.5.7  ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารผสมของไพรีนและอะลิฟาติก 

3.5.7.1 ทดสอบการย่อยสลายสารผสมของไพรีนและอะลิฟาติก 
ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายอะลิฟาติกและสารผสมของไพรีนและอะลิฟาติกของ 

Novosphingobium sp. PCY ในหลอดทดลองที่บรรจุอาหารเหลว CFMM 4.5 มิลลิลิตร และหัวเชื้อ
แบคทีเรีย (เตรียมตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.2.1) 0.5 มิลลิลิตร ที่ผ่านการเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/
นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยแบ่งออกเป็น 5 ชุดการทดลองตามชนิด
ของแหล่งคาร์บอนที่เติมลงไป ได้แก่ 1) ไพรีน ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร 2) เตตระเดกเคน 
ความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร 3) เฮกซะเดกเคน ความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร 4) ไพรีน
และเตตระเดกเคน ความเข้มข้น 100 และ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ตามล าดับ 5) ไพรีนและเฮกซะเดก
เคน ความเข้มข้น 100 และ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ตามล าดับ ท าการทดลอง 3 ซ้ า บ่มในเครื่องเขย่า
ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 และ 20 วัน 

3.5.7.2 สกัดไพรีนและอะลิฟาติกที่เหลืออยู่ในอาหารเหลวด้วยเฮกเซน 
สกัดไพรีนและอะลิฟาติกที่เหลืออยู่ในอาหารเหลวเมื่อครบก าหนดเวลาบ่ม ตามวิธีของ 

Nopcharoenkul และคณะ (2013) โดยเติมเฮกเซน 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องปั่นผสม
เป็นเวลา 2 นาที แช่เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 ชั่วโมง แยกส่วนเฮกเซน (สาร
ชั้นบน) เก็บไว้ในหลอดทดลองอันใหม่ แล้วสกัดอาหารเหลวด้วยเฮกเซนซ้ าอีก 1 ครั้ง รวมส่วนเฮก 
เซนที่ได้ เติมโซเดียมซัลเฟตที่ผ่านการอบข้ามคืนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ปั่นผสมเพ่ือให้โซเดียม
ซัลเฟตก าจัดน้ าที่เหลืออยู่ในส่วนเฮกเซน ย้ายส่วนเฮกเซนที่ผ่านการก าจัดน้ าไปยังหลอดทดลองอัน
ใหม่ ระเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งสุญญากาศแบบหมุน จากนั้นเติมเฮกเซน 1 มิลลิลิตร ปั่นผสม
เป็นเวลา 1 นาที กรองสารละลายที่ได้ผ่านชุดกรองส าเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.20 
ไมโครเมตร ลงในขวดส าหรับวิเคราะห์ GC-FID เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะ
วิเคราะห์ 

3.5.7.3 วิเคราะห์ปริมาณไพรีนและอะลิฟาติกที่เหลืออยู่ในอาหารเหลวด้วย 
GC-FID 

วิเคราะห์ปริมาณไพรีนและอะลิฟาติกที่เหลืออยู่ในอาหารเหลวด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี 
(GC-FID) ตามวิธีของ Nopcharoenkul และคณะ (2013) ซึ่งมีสภาวะต่างๆในระบบดังนี้ 
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คอลัมน์ HP-5 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.32 มิลลิเมตร ยาว 30 เมตร 
ภายในเคลือบด้วยเฟนนิลเมทิลไซโลเซน 5 เปอร์เซ็นต์ 
หนา 0.25 ไมโครเมตร 

อุณหภูมิคอลัมน์ เริ่มต้น 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที จนถึง 320 
องศาเซลเซียส ด้วยอัตรา 10 องศาเซลเซียส/นาที 

แก๊สตัวพา ฮีเลียม 
อัตราเร็วของแก๊สตัวพา 1.7 มิลลิลิตร/นาท ี
อุณหภูมิเครื่องตรวจวัด FID 320 องศาเซลเซียส 
โหมด splitless 
ปริมาณสารที่ฉีดวิเคราะห์ 0.5 ไมโครลิตร 
น าพ้ืนที่ใต้กราฟ (peak area) ที่ได้จากการวิเคราะห์ตัวอย่างไปค านวณหาเปอร์เซ็นต์การ

ย่อยสลายไพรีนหรืออะลิฟาติกเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ดังสมการด้านล่าง 
 

 
 

3.5.8  ตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะลิฟาติกด้วยวิธี PCR 
เลี้ยง Novosphingobium sp. PCY ในขวดรูปชมพู่ที่บรรจุอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร ที่มีสารผสมของเตตระเดกเคนและเฮกซะเดกเคน ความเข้มข้นชนิดละ 1,000 มิลลิกรัม/
ลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน จากนั้นสกัด 
DNA ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.1 แล้วตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะลิฟาติกของ 
Novosphingobium sp. PCY ด้วยวิธี PCR โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนอัลเคนโมโนออกซิจีเนส 
(alkane monooxygenase; alkB) ยีนอัลเคนไฮดรอกซิเลส (alkane hydroxylase; alkM) ยีนโมโน
ออกซิจี เนส (flavin-binding monooxygenase; almA) ยีน P450 ไซโตโครมโมโนออกซิจี เนส 
(P450 cytochrome monooxygenase; CYP153) ขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR และล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของไพร์เมอร์แสดงในตารางที่ 3.1 องค์ประกอบของสารต่างๆในปฏิกิริยาแสดงในตารางที่ 3.2 
และด าเนินปฏิกิริยาตามสภาวะดังนี้ 

คู่ไพร์เมอร์ Alk-1F, Alk-1R และ Alk2F, Alk-2R และ Alk3F, Alk-3R 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
3.  annealing อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
คู่ไพร์เมอร์ AlkB-1F, AlkB-1R 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
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3.  annealing อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 35 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
คู่ไพร์เมอร์ AlkB 1- F, AlkB 1- R และ AlkB 2- F, AlkB 2- R 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
3.  annealing อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 3 นาท ี
คู่ไพร์เมอร์ AlmAwf, AlmAwr 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
3.  annealing อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 30 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 7 นาท ี
คู่ไพร์เมอร์ CYP153F1, CYP153R2 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
3.  annealing อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 35 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาท ี
คู่ไพร์เมอร์ P450F, P450R 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 4 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
3.  annealing อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 32 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาท ี
คู่ไพร์เมอร์ P450fw, P450rv 
1.  initial denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 4 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
3.  annealing อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
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4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
5.  ท าข้ันตอนที ่2-4 จ านวน 25 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาท ี
จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ที่เกิดขึ้นตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.3 และวิเคราะห์ล าดับ

นิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.4-3.1.3.8 ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ผลิตภัณฑ์ PCR จะน าไปเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับข้อมูลที่มีในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้
โปรแกรม BLASTx (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
 

3.6  พัฒนาแบคทีเรียพร้อมใช้รูปแบบอัดเม็ดจาก Novosphingobium sp. PCY 
3.6.1  ผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด 
ผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด (ดัดแปลงจาก Cheunbarn และคณะ, 2008) โดยบดวัสดุเหลือใช้ทาง

การเกษตรที่ใช้เป็นองค์ประกอบในการอัดเม็ดและร่อนผ่านตะแกรงให้มีความละเอียดเท่าๆกัน ผสม
กับแป้งข้าวเหนียวในอัตราส่วนที่เหมาะสม เติมโซเดียมเบนโซเอต 0.1 เปอร์เซ็นต์ และเติมหัวเชื้อ
แบคทีเรีย (เตรียมตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.2.1) ที่มีค่า OD600 ประมาณ 10 ในสัดส่วนที่เท่ากันกับวัสดุ
ที่เป็นองค์ประกอบทั้งหมด (วัสดุอัดเม็ด 100 กรัม จะเติมหัวเชื้อแบคทีเรีย 100 มิลลิลิตร) ผสมให้เข้า
กันดี อัดส่วนผสมทั้งหมดลงในเครื่องอัดเม็ด (รูปที่ 3.1) โดยก าหนดให้มีเส้นผ่านศูนย์กลางของเม็ด
ประมาณ 1 ซม. และความยาวของเม็ดประมาณ 1 ซม. ท าให้แห้งสนิทที่อุณหภูมิห้องประมาณ 2-3 
วัน 
 

  

 

รูปที่ 3.1  เครื่องอัดเม็ด 
 

3.6.2  คัดเลือกวัสดุที่ใช้เป็นองค์ประกอบในการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด 
วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร (รูปที่ 3.2) ได้แก่ กากถั่วเหลือง (soybean meal; SM) ซัง

ข้าวโพด (corncob; CC) และแกลบ (rice husk; RH) ถูกเลือกมาทดสอบการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด
ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.6.1 (แต่ไม่เติมแบคทีเรีย) โดยแปรผันชนิดและปริมาณของวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตรต่อปริมาณแป้งข้าวเหนียวในอัตราส่วน 1:3, 1:1 และ 3:1 สังเกตความแข็งแรงของวัสดุ
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อัดเม็ดที่ผลิตได้ แล้วเลือกชนิดและอัตราส่วนของวัสดุทางการเกษตรมา 4 สูตร ที่ท าให้วัสดุอัดเม็ดมี
ความแข็งแรง ส าหรับใช้ในการศึกษาข้อ 3.6.3 ต่อไป 
 

 
 

รูปที่ 3.2  วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่น ามาทดสอบการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด 
 

3.6.3  ทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนในอาหารเหลวของแบคทีเรียอัดเม็ด 
3.6.3.1 ทดสอบการก าจัดไพรีนในอาหารเหลวของแบคทีเรียอัดเม็ด 

ทดสอบความสามารถในการก าจัดไพรีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ของแบคทีเรีย
อัดเม็ดในขวดรูปชมพู่ที่บรรจุอาหารเหลว CFMM 50 มิลลิลิตร เติมแบคทีเรียอัดเม็ด (ตามวิธีที่ระบุไว้
ในข้อ 3.6.1 โดยใช้วัสดุทางการเกษตรที่คัดเลือกจากข้อ 3.6.2) 5 กรัม ท าการทดลอง 3 ซ้ า ควบคู่กับ
ชุดควบคุมอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน ชุดควบคุมอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีนและวัสดุ
อัดเม็ด และชุดควบคุมอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีนและวัสดุอัดเม็ดปราศจากเชื้อ บ่มในเครื่อง
เขย่าความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน แล้วเลือกแบคทีเรีย
อัดเม็ดมา 1 สูตร ที่มีประสิทธิภาพในการก าจัดไพรีนสูงสุด ส าหรับใช้ในการศึกษาข้อ 3.6.4 ต่อไป 

3.6.3.2 สกัดไพรีนที่เหลืออยู่ในอาหารเหลวด้วยเอทิลอะซิเตท 
สกัดไพรีนที่เหลืออยู่ในอาหารเหลวเมื่อครบก าหนดเวลาบ่ม (ดัดแปลงจาก Klankeo และ

คณะ, 2009) โดยเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น เพ่ือปรับความเป็นกรด-ด่างของอาหารเหลวให้มี
ค่าประมาณ 2.0-3.0 เติมเอทิลอะซิเตท 30 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง ตั้งทิ้งไว้ให้แยกชั้น แยกส่วนเอทิลอะซิเตท (สารชั้นบน) มาเก็บไว้ในหลอดทดลอง เติม
โซเดียมซัลเฟตที่ผ่านการอบข้ามคืนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ปั่นผสมเพ่ือให้โซเดียมซัลเฟตก าจัด
น้ าที่เหลืออยู่ในส่วนเอทิลอะซิเตท ย้ายส่วนเอทิลอะซิเตทที่ผ่านการก าจัดน้ าไปยังหลอดทดลองอัน
ใหม่ ระเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งสุญญากาศแบบหมุน จากนั้นเติมเฮกเซน 1 มิลลิลิตร ปั่นผสม
เป็นเวลา 1 นาที กรองสารละลายที่ได้ผ่านชุดกรองส าเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.20 
ไมโครเมตร ลงในขวดส าหรับวิเคราะห์ GC-FID เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะ
วิเคราะห์ 
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3.6.3.3 วิเคราะห์ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู่ในอาหารเหลวด้วย GC-FID 
วิเคราะห์ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู่ในอาหารเหลวด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี (GC-FID) ตาม

วิธีของ Nopcharoenkul และคณะ (2011) ซึ่งมีสภาวะต่างๆในระบบดังนี้ 
คอลัมน์ HP-5 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.32 มิลลิเมตร ยาว 30 เมตร 

ภายในเคลือบด้วยเฟนนิลเมทิลไซโลเซน 5 เปอร์เซ็นต์ 
หนา 0.25 ไมโครเมตร 

อุณหภูมิคอลัมน์ เริ่มต้น 80 องศาเซลเซียส  เพ่ิมด้วยอัตรา 25 องศา
เซลเซียส/นาที จนถึง 160 องศาเซลเซียส หยุดเป็นเวลา 
3 นาที เพ่ิมด้วยอัตรา 3 องศาเซลเซียส/นาที จนถึง 220 
องศาเซลเซียส หยุดเป็นเวลา 2 นาที และเพ่ิมด้วยอัตรา 
40 องศาเซลเซียส/นาที จนถึง 300 องศาเซลเซียส หยุด
เป็นเวลา 7 นาท ี

แก๊สตัวพา ฮีเลียม 
อัตราเร็วของแก๊สตัวพา 1.7 มิลลิลิตร/นาท ี
อุณหภูมิเครื่องตรวจวัด FID 320 องศาเซลเซียส 
โหมด splitless 
ปริมาณสารที่ฉีดวิเคราะห์ 0.5 ไมโครลิตร 
น าพ้ืนที่ใต้กราฟ (peak area) ที่ได้จากการวิเคราะห์ตัวอย่างไปค านวณหาเปอร์เซ็นต์การ

ก าจัดไพรีน ดังสมการด้านล่าง 
 

 
 

3.6.4 คัดเลือกสารปกป้องเซลล์ที่ใช้ในการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด 
3.6.4.1 แปรผันชนิดและความเข้มข้นของสารปกป้องเซลล์ในการผลิต

แบคทีเรียอัดเม็ด 
สารปกป้องเซลล์ ได้แก่ กลูโคส ซูโครส ทรีฮาโลส กลีเซอรอล และนมผงขาดมันเนย ที่ความ

เข้มข้น 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ ถูกเลือกมาทดสอบเพ่ือส่งเสริมการอยู่รอดของ Novosphingobium 
sp. PCY ในการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด (ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.6.1 โดยใช้วัสดุทางการเกษตรที่
คัดเลือกจากข้อ 3.6.3) เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์ เก็บตัวอย่างทุกๆ
สัปดาห์มาตรวจนับจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและแบคทีเรียย่อยสลายไพรีนด้วยวิธี MPN แล้วคัดเลือก
สารปกป้องเซลล์ชนิดที่ท าให้แบคทีเรียอัดเม็ดมีจ านวนแบคทีเรียรอดชีวิตสูง  ส าหรับใช้ในการศึกษา
ข้อ 3.6.5 ต่อไป 

3.6.4.2 ตรวจนับจ านวนแบคทีเรียท้ังหมดด้วยวิธี MPN 
ชั่งแบคทีเรียอัดเม็ด 1 กรัม ใส่ในหลอดทดลองที่บรรจุอาหารเหลว LB 9 มิลลิลิตร ผสมให้

แบคทีเรียอัดเม็ดแตกตัวและแขวนลอยอย่างทั่วถึงด้วยเครื่องปั่นผสม ตั้งทิ้งไว้ให้วัสดุทางการเกษตร
ตกตะกอน ดูดสารแขวนลอยส่วนบนไปตรวจนับจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดด้วยวิธี  MPN ตามวิธีที่ระบุ
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ไว้ในข้อ 3.2.2 ค านวณจ านวนแบคทีเรียเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้เติมตัวอย่างที่ต้องการ
ตรวจสอบจากตาราง MPN ชนิด 3 หลอด (Sutton, 2010) 

3.6.4.3 ตรวจนับจ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีนด้วยวิธี MPN 
ชั่งแบคทีเรียอัดเม็ด 1 กรัม ใส่ในหลอดทดลองที่บรรจุอาหารเหลว CFMM 9 มิลลิลิตร ผสม

ให้แบคทีเรียอัดเม็ดแตกตัวและแขวนลอยอย่างทั่วถึงด้วยเครื่องปั่นผสม ตั้งทิ้งไว้ให้วัสดุทางการเกษตร
ตกตะกอน ดูดสารแขวนลอยส่วนบนไปตรวจนับจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดด้วยวิธี MPN 

ตรวจสอบการเจริญของแบคทีเรียด้วยวิธี MPN (ดัดแปลงจาก Johnsen และ Henriksen, 
2009) ในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม โดยเติมสารละลายไพรีนในเฮกเซน ความเข้มข้น 5 มิลลิลิกรัม/
มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) หลุมละ 10 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ให้เฮกเซนระเหยจนหมด เติมอาหารเหลว 
CFMM ลงในไมโครเพลทหลุมละ 180 ไมโครลิตร เติมตัวอย่างที่ต้องการตรวจสอบหลุมละ 20 
ไมโครลิตร แล้วเจือจางตัวอย่างที่ต้องการตรวจสอบอย่างเป็นล าดับ ท าการทดลอง 3 ซ้ า บ่ มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน เติมสารละลายไอโอโดไนโตรเตตระโซเลียมคลอไรด์ 
(INT) (ภาคผนวก ข) หลุมละ 10 ไมโครลิตร วัดค่า OD450 เริ่มต้นของไมโครเพลทด้วยเครื่องไมโคร
เพลทรีดเดอร์ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน วัดค่า OD450 สุดท้ายของไมโครเพลท 
ค านวณจ านวนแบคทีเรียจากความต่างของค่า OD450 เทียบจากตาราง MPN ชนิด 3 หลอด (Sutton, 
2010) 

3.6.5 ทดสอบสภาวะการเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ดในระยะยาว 
ผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด (ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.6.1 โดยใช้วัสดุทางการเกษตรที่คัดเลือกจาก

ข้อ 3.6.3 และสารปกป้องเซลล์ที่คัดเลือกจากข้อ 3.6.4) แบ่งเก็บรักษาในถุงพลาสติกสภาวะมีและไม่
มีอากาศ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 12 สัปดาห์ เก็บตัวอย่างสัปดาห์ที่ 
0, 1, 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 มาตรวจนับจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดด้วยวิธี MPN (ตามวิธีที่ระบุไว้ใน
ข้อ 3.6.4.2) จ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีนด้วยวิธี MPN (ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.6.4.3) และ
ทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนในอาหารเหลว (ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.6.3) ท าการทดลอง 3 
ซ้ า เปรียบเทียบกับชุดควบคุมอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีนและวัสดุอัดเม็ด 
 

3.7  ประยุกต์ใช้แบคทีเรียอัดเม็ดในการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีน 
3.7.1 บ าบัดดินปนเปื้อนไพรีนในระบบนิเวศจ าลองดิน 

3.7.1.1 เก็บตัวอย่างดินไม่ปนเปื้อนน้ ามัน 
เก็บตัวอย่างดินไม่ปนเปื้อนน้ ามัน ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.1 โดยตรวจสอบการปนเปื้อน

น้ ามัน ณ สถานที่เก็บตัวอย่างด้วย SOA-OIL Kit ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ (อุปกรณ์และสารเคมีทั้งหมดให้
มาในชุด Kit) โดยร่อนและชั่งตัวอย่างดิน 0.95-1.04 กรัม ลงในชุดกรองกระบอกฉีดยา F1 ดูด
สารละลาย R1 (เติมเอทานอลแล้ว) 12 มิลลิลิตร ด้วยกระบอกฉีดยาอีกอันหนึ่ง แล้วค่อยๆหยด
สารละลาย R1 ลงในชุดกรอง F1 ทีละหยด รองรับสารละลาย R1 ที่ไหลผ่านตัวอย่างดินด้วยขวด
พลาสติก เติมสารละลาย R2 (สารละลายพอลิเมอร์ที่จะจับกับน้ ามัน) 25 มิลลิลิตร ลงไปในขวด
พลาสติก เขย่าแรงๆเป็นเวลาอย่างน้อย 20 วินาที ตั้งทิ้งไว้จนสารละลายในขวดใส น้ ามันจะจับกับพอ
ลิเมอร์และเกาะอยู่ข้างขวด เทส่วนใสทิ้ง แล้วเติมสารละลาย R3 8 มิลลิลิตร เขย่าเพ่ือล้างคราบน้ ามัน
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ที่เกาะอยู่ข้างขวด ตั้งทิ้งไว้ให้ฟองอากาศหายไป จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้สารละลาย R3 
เป็น blank ค่าที่ออกมาคือปริมาณน้ ามันในตัวอย่างดิน มีหน่วยเป็นมิลลิกรัม/กิโลกรัมของดินเปียก 
ซ่ึง SOA-OIL Kit สามารถวัดปริมาณน้ ามันที่ปนเปื้อนในดินได้ระหว่าง 400-5,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม
ของดินเปียก 

3.7.1.2 วิเคราะห์สมบัติทางกายภาพและเคมีของตัวอย่างดิน 
ส่งวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพและเคมีของตัวอย่างดินที่กลุ่มงานพัฒนาระบบตรวจสอบ

คุณภาพดินและน้ า กลุ่มวิจัยเกษตรเคมี ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร กรมวิชาการ
เกษตร (ภายในมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์) เขตจตุจักร กรุงเทพฯ โดยวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพ 
ได้แก่ ลักษณะเนื้อดิน และสมบัติทางเคมี ได้แก่ ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) สภาพการน าไฟฟ้า 
(electrical conductivity; EC) สารอินทรีย์ (organic matter; OM) ปริมาณความชื้น ความสามารถ
ในการแลกเปลี่ยนประจุหรือไอออน (cation exchange capacity; CEC) ความจุสูงสุดในการอุ้มน้ า 
(water holding capacity) อินทรีย์คาร์บอน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม แคลเซียม และ
แมกนีเซียม 

3.7.1.3 สร้างระบบนิเวศจ าลองดิน (microcosm) 
ชั่งตัวอย่างดิน 50 กรัม ใส่ขวดแก้วฝาเกลียว จ านวน 18 ขวด  แบ่งออกเป็น 6 ชุดการ

ทดลอง ชุดละ 3 ซ้ า ดังตารางที่ 3.3 นึ่งฆ่าเชื้อชุดการทดลอง A ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 30 
นาที จ านวน 1 ครั้ง/วัน เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นเติมไพรีนที่ละลายในอะซิโตนความเข้มข้นสุดท้าย 
300 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของดิน ตั้งทิ้งไว้ให้อะซิโตนระเหยเป็นเวลา 1 วัน ปรับปริมาณสารอาหารให้มี
อัตราส่วนคาร์บอน:ไนโตรเจน:ฟอสฟอรัสเท่ากับ 100:10:1 โดยเติมแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนและเติมไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเป็นแหล่งฟอสฟอรัส  และปรับความจุสูงสุดใน
การอุ้มน้ าเป็น 60 เปอร์เซ็นต์ กวนผสมสารทั้งหมดให้เข้ากัน ชั่งน้ าหนักเริ่มต้นของทุกขวดการทดลอง
ไว้ บ่มในที่มืด ณ อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 วัน รักษาความชื้นของแต่ละขวดทดลองทุก 10 วัน โดย
การปรับจากน้ าหนักที่หายไปเมื่อเทียบกับน้ าหนักเริ่มต้นด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ เก็บตัวอย่างวันที่ 
0, 10 และ 20 มาวิเคราะห์ปริมาณไพรีนที่ลดลงด้วย GC-FID ตรวจนับจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและ
แบคทีเรียย่อยสลายไพรีนด้วยวิธี MPN (ยกเว้นชุดการทดลอง A) ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลง
ประชาคมแบคทีเรียด้วยวิธี DGGE (ยกเว้นชุดการทดลอง A) และตรวจติดตามยีน 16S rDNA และยีน 
nidA ด้วยเทคนิค real-time PCR (ยกเว้นชุดการทดลอง A) 

 
ตารางท่ี 3.3  ระบบนิเวศจ าลองดินส าหรับการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีนด้วยแบคทีเรียอัดเม็ด 
 

ชุดการทดลอง ดิน ไพรีน วัสดุอัดเม็ด (GM) แบคทีเรียอัดเม็ด (GB) 
A   Abiotic ฆ่าเชื้อ เติม - - 
B   Natural attenuation ไม่ฆ่าเชื้อ เติม - - 
C   10% GM addition ไม่ฆ่าเชื้อ เติม เติม 10% - 
D   5% GB addition ไม่ฆ่าเชื้อ เติม - เติม 5% 
E   10% GB addition ไม่ฆ่าเชื้อ เติม - เติม 10% 
F   15% GB addition ไม่ฆ่าเชื้อ เติม - เติม 15% 
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3.7.2 ตรวจสอบปริมาณไพรีนที่เหลืออยู่ในดิน 
3.7.2.1 สกัดไพรีนที่เหลืออยู่ในดินด้วยเฮกเซน 

สกัดไพรีนที่เหลืออยู่ในดินตามวิธีของ Nopcharoenkul และคณะ (2011) โดยชั่งตัวอย่าง
ดิน 2 กรัม เติมเฮกเซน 4 มิลลิลิตร และ TritonX-100 ความเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) 
1.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องปั่นผสมเป็นเวลา 2 นาที เขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบ/
นาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ดูดส่วนเฮกเซน
ใส่ในหลอดทดลองอันใหม่ เติมโซเดียมซัลเฟตที่ผ่านการอบข้ามคืนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ปั่น
ผสมเพ่ือให้โซเดียมซัลเฟตก าจัดน้ าที่เหลืออยู่ในส่วนเฮกเซน ย้ายส่วนเฮกเซนที่ผ่านการก าจัดน้ าไปยัง
หลอดทดลองอันใหม่ ระเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งสุญญากาศแบบหมุน จากนั้นเติมเฮกเซน 1 
มิลลิลิตร ปั่นผสมเป็นเวลา 1 นาที กรองสารละลายที่ได้ผ่านชุดกรองส าเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรู
กรอง 0.20 ไมโครเมตร ลงในขวดส าหรับวิเคราะห์ GC-FID เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะวิเคราะห์ 

3.7.2.2 วิเคราะห์ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู่ในดินด้วย GC-FID 
วิเคราะห์ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู่ในดินด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี (GC-FID) ตามวิธีที่ระบุ

ไว้ในข้อ 3.6.3.3 (Nopcharoenkul และคณะ, 2011) 
3.7.3 ตรวจนับจ านวนแบคทีเรียในดินด้วยวิธี MPN 
ตรวจนับจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและจ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีนในระบบนิเวศจ าลอง

ดิน ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.6.4.2 และข้อ 3.6.4.3 ตามล าดับ 
3.7.4 ตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียในดินด้วยวิธี DGGE 

3.7.4.1 สกัด DNA ทั้งหมดของดิน 
สกัด DNA ทั้งหมดของดินด้วย FastDNA® Spin Kit for Soil ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ โดยชั่ง

ตั ว อ ย่ า งดิ น  0.5 ก รั ม  ใส่ ใน  lysing matrix E tube เติ ม  sodium phosphate buffer 978 
ไมโครลิตร และ MT buffer 122 ไมโครลิตร ปั่นผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน น าไป freeze-thaw เป็น
จ านวน 3 รอบ โดยแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 นาที จากนั้นปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 
นาที ย้ายส่วนน้ าใสไปยังหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ เติม protein precipitation solution (PPS) 250 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมาประมาณ 10 ครั้ง ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 
รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที ย้ายส่วนน้ าใสไปยังหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อันใหม่ เติม binding matrix 
suspension ในปริมาตรที่เท่ากับปริมาตรของสารละลายสุดท้าย ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไป
มาประมาณ 2 นาที  ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 นาที ดูดส่วนใสทิ้งไป 500 ไมโครลิตร แล้ว
ผสมส่วนใสกับ binding matrix ที่เหลือในหลอดอีกครั้งก่อนย้ายสารผสมดังกล่าว 600 ไมโครลิตร ไป
ยัง SpinTM Filter ที่อยู่ใน catch tube ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที 
เติม SEWS-M (เติมเอทานอลแล้ว) 500 ไมโครลิตร ผสมโดยการปิเปตต์ขึ้นลงช้าๆ ปั่นเหวี่ยงด้วย
สภาวะเดิม เทส่วนใสทิ้ง ปั่นเหวี่ยงอีกครั้งด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือ
ก าจัดเอทานอล ย้าย SpinTM Filter ไปไว้ใน catch tube อันใหม่ ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 
นาที เติม DNase/pyrogen-free water (DES) 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
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เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที ย้ายสารละลาย 
DNA ที่ได้ไปยังหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อันใหม่ เก็บไว้ทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.7.4.2 ตรวจประชาคมแบคทีเรียในดินด้วยวิธี PCR-DGGE 
เพ่ิมจ านวน DNA (ที่สกัดได้จากข้อ 3.7.4.1) บริเวณ 16S rDNA ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพร์

เมอร์ 341F-GC และ 520R (ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์แสดงในตารางที่ 3.1) เกิดผลิตภัณฑ์ 
PCR ขนาด 179 bp องค์ประกอบของสารต่างๆในปฏิกิริยามาจาก GoTaq® qPCR Master Mix 
(ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ) ประกอบด้วย nuclease-free water 12 ไมโครลิตร GoTaq® qPCR master 
mix (ความเข้มข้น 2 เท่า) 15 ไมโครลิตร ไพร์เมอร์ (ความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์) ชนิดละ 1 
ไมโครลิตร และ DNA แม่แบบ (ความเข้มข้นประมาณ 100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
ด าเนินปฏิกิริยาตามสภาวะข้อ 3.5.6.4 
 
ตารางท่ี 3.4  องค์ประกอบของพอลิอะคริลาไมด์เจลที่มี denaturant 50-80 เปอร์เซ็นต์ 
 

สาร ปริมาตรของสาร (มิลลิลิตร) ความเข้มข้น
สุดท้าย denaturant 50% denaturant 80% 

น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 6.5 3.5 - 
40% อะคริลาไมด์:บิส (37:1) 3.0 3.0 8% 
50 เท่า TAE* 0.3 0.3 1 เท่า 
7 โมลาร์ ยูเรีย* 3.1 4.9 แปรผัน 
40% ฟอร์มาไมด*์ 3.0 4.8 แปรผัน 
กลีเซอรอล 0.3 0.3 2% 
10% แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (APS)* 81 ไมโครลิตร 81 ไมโครลิตร 0.5 กรัม/ลิตร 
เตตระเมทิลีนไดอะมีน (TEMED) 5 ไมโครลิตร 5 ไมโครลิตร - 
 

* วิธีเตรียมสารตามที่ระบุไว้ในภาคผนวก ข 
 

ตรวจประชาคมแบคทีเรียด้วยวิธี DGGE (Muangchinda และคณะ, 2013) โดยใช้ชุด 
DCodeTM System เริ่มจากเตรียมพอลิอะคริลาไมด์เจลเข้มข้น 8 เปอร์เซ็นต์ ที่มีความเข้มข้นของ 
denaturant ได้แก่ ยูเรียและฟอร์มาไมด์ เป็นเกรเดียนท์เท่ากับ 50-80 เปอร์เซ็นต์ (องค์ประกอบของ
สารที่ใช้ในการเตรียมพอลิอะคริลาไมด์เจล ปริมาตร 32 มิลลิลิตร แสดงในตารางที่ 3.4) ท าพอลิอะคริ
ลาไมด์เจลในชุดแซนวิชเตรียมเจล เสียบหวีลงไประหว่างกระจกแซนวิช ระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศ 
ทิ้งให้พอลิอะคริลาไมด์เจลแข็งตัวที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาข้ามคืน (หรืออย่างน้อย 2 ชั่วโมง) วางชุด  
เจลแซนวิชที่ได้ลงในแชมเบอร์ที่มีบัฟเฟอร์ 1X TAE ปริมาตร 7 ลิตร ที่ผ่านการให้ความร้อนจนมี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส หยอดผลิตภัณฑ์ PCR 25 ไมโครลิตร ที่ผสมกับสีติดตาม 5 ไมโครลิตร ลง
ในช่องวิ่ง ท าอิเล็กโทรโฟรีซิสที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ความต่างศักย์ 130 โวลต์ เป็นเวลา 270 
นาที แล้วน าพอลิอะคริลาไมด์เจลมาย้อมด้วยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ เป็นเวลา 20 นาที ตรวจดู
และถ่ายภาพแถบ DNA ด้วยเครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตความยาว
คลื่น 312 นาโนเมตร 



 

 

100 

3.7.4.3 สกัด RNA ทั้งหมดของดิน 
สกัด RNA ทั้งหมดของดินด้วย FastRNA® Pro Soil-Direct Kit ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ โดยชั่ง

ตัวอย่างดิน 0.5 -1.0 กรัม ใส่ ใน lysing matrix E tube เติม RNApro™ soil lysis solution 1 
มิลลิลิตร ปั่นผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13 ,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที 
ย้ายส่วนน้ าใสไปยังหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ เติมฟีนอล:คลอโรฟอร์ม 750 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน
ด้วยเครื่องปั่นผสมเป็นเวลา 10 วินาที ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 
13,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ย้ายส่วนน้ าใสไปยังหลอดไมโครเซน
ตริฟิวจ์อันใหม่ เติม inhibitor removal solution 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอด
ไปมาประมาณ 5 ครั้ง ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที ย้ายส่วนน้ าใสไป
ยังหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อันใหม่  (ไม่ต้องเอาฟองอากาศมา) เติมไอโซโพรพานอลที่เย็น 660 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมาประมาณ 5 ครั้ง แช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยง
ด้วยสภาวะเดิมและเทส่วนใสทิ้ง ระเหยเอทานอลจนแห้งที่อุณหภูมิห้องประมาณ 5 นาที เติม DEPC-
H2O 200 ไมโครลิตร เติม RNAMATRIX® binding solution 600 ไมโครลิตร และ RNAMATRIX® 
slurry 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมาประมาณ 10 ครั้ง  ปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 วินาที เทส่วนใสทิ้ง เติม RNAMATRIX® wash solution 
500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิม เทส่วนใสทิ้ง ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 
กระจายตะกอน RNA ด้วย DEPC-H2O 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที ปั่นเหวี่ยง
ด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 วินาที ดูดสารละลายส่วนใสของ RNA ออกมาใส่ไว้ใน
หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อันใหม่ เก็บไว้ทีอุ่ณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

ตรวจสอบการปนเปื้อน DNA ของ RNA ที่สกัดได้ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ 350F และ 
520R ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.7.4.2 แล้วตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.3 
หากพบผลิตภัณฑ์ PCR เกิดขึ้น แสดงว่ามีการปนเปื้อน DNA ใน RNA ที่สกัดได้ ซึ่งจะต้องก าจัด DNA 
ที่ปนเปื้อนโดยใช้เอนไซม์ DNase ต่อไป 

3.7.4.4 ตรวจประชาคมแบคทีเรียท่ีมีชีวิตในดินด้วยวิธี RT-PCR-DGGE 
เพ่ิมจ านวน DNA บริเวณ 16S rDNA จาก RNA (ที่สกัดได้จากข้อ 3.7.4.3) ด้วยวิธี RT-PCR 

โดยใช้ไพร์เมอร์ 341F-GC และ 520R (ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์แสดงในตารางที่ 3.1) เกิด
ผลิตภัณฑ์ PCR ขนาด 179 bp องค์ประกอบของสารต่างๆในปฏิกิริยามาจาก OneStep RT-PCR Kit 
(ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ) ประกอบด้วย RNase-free water 32 ไมโครลิตร RT-PCR buffer (ความ
เข้มข้น 5 เท่า) 10 ไมโครลิตร dNTP mix (ความเข้มข้น dNTP ชนิดละ 10 มิลลิโมลาร์) 2 ไมโครลิตร 
ไพร์เมอร์ (ความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์) ชนิดละ 1.5 ไมโครลิตร RT-PCR enzyme mix 2 
ไมโครลิตร และ RNA แม่แบบ (ความเข้มข้นระหว่าง 0.001-2,000 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 1 
ไมโครลิตร ด าเนินปฏิกิริยาตามสภาวะดังนี้ 

1.  reverse transcription อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 30 นาท ี
2.  initial denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 15 นาท ี
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3.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
4.  annealing อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
5.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
6.  ท าข้ันตอนที่ 3-5 จ านวน 30 รอบ 
7.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาท ี
ตรวจประชาคมแบคทีเรียด้วยวิธี DGGE ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.7.4.2 แล้วตัดแถบ DNA ที่

สนใจไปท าบริสุทธิ์ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.4 และส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ตามวิธีที่ระบุไว้ใน
ข้อ 3.1.3.5 ถึง 3.1.3.8 

3.7.5 ตรวจนับจ านวนยีน 16S rDNA และ nidA ในดินด้วยวิธี Real time-PCR 
เตรียมกราฟมาตรฐานส าหรับแต่ละยีน โดยใช้รีคอมบิแนนท์พลาสมิดเวกเตอร์ที่มีผลิตภัณฑ์ 

PCR ของแต่ละยีน (ตามวิธีที่ระบุไว้ในข้อ 3.1.3.4-3.1.3.7) ค านวณความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดดังสมการด้านล่าง แล้วเจือจางด้วยน้ าปลอดประจุปราศจากเชื้อให้มีระดับความเข้มข้น 102-
1010 gene copies number/มิลลิลิตร ใช้รีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ระดับความเจือจาง 102, 104, 
106, 108 และ 1010 มาเป็น DNA แม่แบบในการท า Real time PCR เพ่ือสร้างกราฟมาตรฐาน
ระหว่างค่า cycle threshold (Ct) และ gene copies number/มิลลิลิตร 
 

 

หมายเหตุ  1 bp = 660 กรัม/โมล = 6.02x1023 copies/โมล, ขนาดพลาสมิด pGEM®-T 3,015 bp 
 

ตรวจนับจ านวนยีนบริเวณ 16S rDNA และยีน nidA ด้วยวิธี  real time PCR โดยใช้ 
Luminaris Color HiGreen High ROX qPCR Master Mix ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ องค์ประกอบของ
สารต่างๆในปฏิกิริยาประกอบด้วย nuclease-free water 9.2 ไมโครลิตร  Luminaris color 
higreen high ROX qPCR master mix (ความเข้มข้น 2 เท่า) 12.5 ไมโครลิตร ไพร์เมอร์ (ความ
เข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์) ชนิดละ 0.4 ไมโครลิตร และสารละลาย DNA (DNA แม่แบบ 2 ไมโครลิตร 
ผสมกับ Yellow sample buffer เข้มข้น 40 เท่า 0.5 ไมโครลิตร) 2.5 ไมโครลิตร โดย DNA แม่แบบ
คือ DNA ที่สกัดได้จากดินในข้อ 3.7.4.1 ท าควบคู่กับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ระดับความเจือจาง
ต่างๆ ด าเนินปฏิกิริยาตามสภาวะดังนี้ 

1.  initial denaturation อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาท ี
2.  denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
3.  annealing อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส (16S DNA) 1 นาท ี
 อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส (nidA)  
4.  extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาท ี
5.  ท าข้ันตอนที่ 2-4 จ านวน 40 รอบ 
6.  final extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาท ี
ค านวณประสิทธิภาพ (efficiency) ของ real time PCR ดังสมการด้านล่าง 

 

 

หมายเหตุ  slope ที่ดีอยู่ในช่วง -3.3 ถึง -3.8 โดยค่าดีที่สุดคือ -3.322 (ประสิทธิภาพ 100%) 
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บทที่ 4 
 

ความสามารถและยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลาย PAHs และการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพของแบคทีเรียจากดินตะกอนป่าชายเลน 

 
4.1  แบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ที่คัดแยกจากดินตะกอนป่าชายเลน 

 

ดินตะกอนป่าชายเลนที่ใช้ในการคัดแยกแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs มาจาก 4 แหล่ง (ดัง
แสดงในรูปที่ 4.1) คือ 

1) ศูนย์อนุรักษ์และศึกษาระบบนิเวศป่าชายเลน จังหวัดเพชรบุรี เป็นบริเวณที่มีความอุดม
สมบูรณ์และไม่มีกิจกรรมที่ท าให้เกิดการปนเปื้อนของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน 

2) แหล่งท่องเที่ยวบางขุนเทียน จังหวัดกรุงเทพมหานคร เป็นแหล่งที่มีกิจกรรมการ
คมนาคมทางน้ า การท่องเที่ยวและร้านอาหาร 

3) แนวป่าชายเลน จังหวัดสมุทรสงคราม เป็นบริเวณท่ีมีการคมนาคมทางน้ า 
4) แหล่งท่องเที่ยวดอนหอยหลอด จังหวัดสมุทรสงคราม เป็นแหล่งที่มีกิจกรรมการ

คมนาคมทางน้ า การประมง การท่องเที่ยวและร้านอาหาร อีกทั้งบริเวณที่เก็บตัวอย่างยัง
พบคราบน้ ามันปริมาณมาก 

 

 
 

รูปที่ 4.1  แผนที่บริเวณเก็บตัวอย่างดินตะกอนป่าชายเลน อ่าวไทย ประเทศไทย 
 

จากแผนที่พบว่าแหล่งที่เก็บตัวอย่างทั้งหมดอยู่ในบริเวณอ่าวไทยตอนบน ซึ่งเป็นแหล่ง
รองรับน้ าจืดจากแม่น้ าสายหลักทั้ง 4 สาย ได้แก่ แม่กลอง ท่าจีน เจ้าพระยา และบางปะกง ที่มี
ความส าคัญต่อการด ารงชีวิต เศรษฐกิจ และการคมนาคมของประเทศไทย นอกจากนี้รายงานการ
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ปนเปื้อนปิโตรเลียมบริเวณอ่าวไทยของ Wattayakorn (2012) พบว่าตั้งแต่ปี 1986 จนถึงปัจจุบัน 
เกิดอุบัติเหตุน้ ามันรั่วเพ่ิมมากขึ้นในบริเวณอ่าวไทย ส่วนใหญ่เป็นน้ ามันเชื้อเพลิง น้ ามันดีเซล และ
น้ ามันดิบ ท าให้มีแนวโน้มการปนเปื้อนปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนสูงขึ้น โดยมีปริมาณ PAHs ทั้งหมดที่
พบบริเวณปากแม่น้ าเจ้าพระยาและท่าจีนประมาณ 192-1,710 (693±447) นาโนกรัม/ลิตรของน้ า 
และ 260-4,710 (1,530±1,730) นาโนกรัม/กรัมของดินตะกอน ปริมาณ PAHs ที่พบในประเทศไทย
นั้นอยู่ในช่วงต่ าถึงปานกลางเมื่อเปรียบเทียบกับประเทศอ่ืนๆแถบเอเชียและทั่วโลก อีกทั้งยังพบว่า
บริเวณผิวดินตะกอนจะมีปริมาณ PAHs ทั้งหมดปนเปื้อนสูงกว่าบริเวณที่ลึกลงไป ดังนั้นในการเก็บ
ตัวอย่างดินตะกอนป่าชายเลนเพ่ือการคัดแยกแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs จึงเก็บตัวอย่างจากดิน
ตะกอนบริเวณดังกล่าวที่ความลึกไม่เกิน 5 เซนติเมตร ซึ่งคาดว่าจะมีแบคทีเรียที่มีความสามารถใน
การย่อยสลาย PAHs อยู่ 

ในการคัดแยกแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs จากดินตะกอนป่าชายเลนของงานวิจัยนี้ เลือกใช้
ตัวแทนของ PAHs มวลโมเลกุลต่ า คือ อะซีแนพธีนและฟีแนนทรีน และตัวแทนของ PAHs มวล
โมเลกุลสูง คือ ฟลูออแรนทีนและไพรีน เนื่องจากเป็นชนิดที่พบมากในแหล่งก าเนิดต่างๆ ได้แก่ น้ ามัน
ปิโตรเลียม ไอเสียจากรถยนต์ ควันเผายางรถยนต์ และควันบุหรี่ อีกทั้งยังมีค่าครึ่งชีวิตในดินสูงด้วย 
นอกจากนี้ยังเป็นสารที่มีความส าคัญทางอุตสาหกรรมในการผลิตสารเคมีอ่ืนๆ (กรมควบคุมมลพิษ, 
2547) จึงต้องการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายสารดังกล่าว เพ่ือประยุกต์ใช้ในการบ าบัด
สิ่งแวดล้อมต่อไป อย่างไรก็ตาม เนื่องจาก PAHs มีสมบัติละลายน้ าต่ า การใช้งาน PAHs จึงต้องใช้ตัว
ท าละลายในการละลาย PAHs งานวิจัยส่วนใหญ่ใช้ตัวท าละลายจ าพวกไดเมทิลฟอร์มาไมด์และได
เมทิลซัลฟอกไซด์ แต่ตัวท าละลายทั้งสองชนิดนี้ก็ยังมีผลกระทบเชิงลบต่อแบคทีเรีย กล่าวคือไดเมทิล
ฟอร์มาไมด์มีผลลดกิจกรรมของเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลาย PAHs (Chang และคณะ, 2006) 
ในขณะที่ไดเมทิลซัลฟอกไซด์มีผลเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมของแบคทีเรีย (Hakura และคณะ, 1993) 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้ไดเมทิลฟอร์มาไมด์เป็นตัวท าละลาย ซึ่งจะเตรียมเป็นสารละลาย PAHs 
ความเข้มข้นสูง แล้วเติมลงในอาหารเหลวปริมาตรน้อยๆ เพื่อลดผลกระทบของไดเมทิลฟอร์มาไมด์ต่อ
การย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรีย 

การคัดแยกแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs จากดินตะกอนป่าชายเลน พบการเปลี่ยนแปลงสีของ
อาหารเหลว CFMM เมื่อมีฟีแนนทรีนเป็นแหล่งคาร์บอนในทุกตัวอย่างดินตะกอน และพบการ
เปลี่ยนแปลงสีของอาหารเหลว CFMM เมื่อมีไพรีนเป็นแหล่งคาร์บอนยกเว้นดินตะกอนจากแนวป่า
ชายเลน จังหวัดสมุทรสงคราม ในขณะที่พบการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเหลว CFMM เมื่อมีอะซี  
แนพธีนเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงตัวอย่างดินตะกอนจากดอนหอยหลอด อย่างไรก็ตาม ไม่พบการ
เปลี่ยนแปลงสีของอาหารเหลว CFMM เมื่อมีฟลูออแรนทีนเป็นแหล่งคาร์บอน (ตารางที่ 4.1) เมื่อ
เปรียบเทียบตัวอย่างดินตะกอนทั้ง 4 แหล่ง พบว่าดินตะกอนดอนหอยหลอดที่ผ่านการเพ่ิมจ านวน
แบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ในระบบนิเวศจ าลองดินปนเปื้อนสารผสมของอะซีแนพธีน ฟีแนนทรีน 
และไพรีน ความเข้มข้นชนิดละ 30 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ก่อนการน ามาใช้คัดแยกในอาหารเหลวที่มี
ความเข้มข้นของ PAH ชนิดละ 100 มิลลิกรัม/ลิตร เป็นตัวอย่างที่พบการเปลี่ยนแปลงสีของอาหาร
เหลว CFMM มากที่สุด เปรียบเทียบกับชุดควบคุมปราศจากเชื้อ ทั้งนี้เนื่องจากตัวอย่างดินตะกอน
ดังกล่าวมาจากบริเวณที่พบคราบปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนปนเปื้อนบนผิวหน้าดิน (แต่ตรวจไม่พบ
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การปนเปื้อนของอะซีแนพธีน ฟีแนนทรีน และไพรีน) และยังมีการน าดินตะกอนมาท าให้คุ้นเคย 
(acclimatization) กับ PAHs ที่ระดับความเข้มข้นต่ าๆ ก่อนเพ่ิมความเข้มข้นของ PAHs ให้สูงขึ้น ซึ่ง
เป็นการกระตุ้นและส่งเสริมกิจกรรมการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียท้องถิ่น (Guo และคณะ, 
2005) จึงมีโอกาสสูงที่จะสามารถคัดแยกแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ได้หลายชนิด 

 
ตารางที่ 4.1  การเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเหลว CFMM ที่มี PAH ชนิดต่างๆ ในการเพ่ิมจ านวน
แบคทีเรียย่อยสลาย PAHs จากดินตะกอนป่าชายเลน 
 

ดินตะกอนป่าชายเลน อะซีแนพธีน ฟีแนนทรีน ฟลูออแรนทีน ไพรีน 
ศูนย์อนุรักษ์และศึกษาระบบนิเวศ 
ป่าชายเลน เพชรบุรี 

- + - + 

บางขุนเทียน กรุงเทพมหานคร - + - + 
แนวป่าชายเลน สมุทรสงคราม - + - - 
ดอนหอยหลอด สมุทรสงคราม* + + - + 
 

* ตัวอย่างดินตะกอนป่าชายเลนผ่านการเพิ่มจ านวนแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ในระบบนิเวศจ าลองดินที่ท าให้
ปนเปื้อนอะซีแนพธีน ฟีแนนทรีน และไพรีน ความเข้มข้นชนิดละ 30 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
 

แบคทีเรียย่อยสลาย PAHs จ านวน 11 สายพันธุ์ ถูกคัดแยกในงานวิจัยนี้ ประกอบด้วย 
แบคทีเรียย่อยสลายอะซีแนพธีน 1 สายพันธุ์ (FA4) แบคทีเรียย่อยสลายฟีแนนทรีน 7 สายพันธุ์ 
(BPH, SSK1B, SSK4, FP0, FP2-1, FP2-2, FP8) และแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน 3 สายพันธุ์ (PCY, 
BPW, FPY8) ผลการคัดแยกแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs นั้น มีความสอดคล้องกับผลการเปลี่ยนแปลง
สีของอาหารเหลวในตารางที่ 4.1 จากการศึกษาลักษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็ง LB พบว่า
แบคทีเรียที่คัดแยกได้มีลักษณะโคโลนีกลม เรียบ และมันวาว มีสีแตกต่างกันไปตั้งแต่สีขาว สีขาวอม
เหลือง หรือสีเหลือง การศึกษารูปร่างและการติดสีแกรมภายใต้กล้องจุลทรรศน์แสดงให้เห็นว่า
แบคทีเรียที่คัดแยกได้ส่วนใหญ่มีรูปร่างท่อนและติดสีแกรมลบ มีเพียง 1 สายพันธุ์ เป็นแบคทีเรีย    
แกรมบวกซึ่งคัดแยกจากความสามารถในการใช้ไพรีนเป็นแหล่งคาร์บอน ผลการจ าแนกชนิดของ
แบคทีเรียที่คัดแยกได้ด้วยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA แสดงในตารางที่ 4.2 
ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย แ บ ค ที เรี ย ใน ไฟ ลั ม  Actinobacteria จี นั ส  Microbacterium ชั้ น  Alpha-
proteobacteria จี นั ส  Novosphingobium แ ล ะ  Ochrobactrum ชั้ น  Beta-proteobacteria 
จีนัส Ralstonia, Alcaligenes (2 สายพันธุ์), Achromobacter และ Burkholderia (2 สายพันธุ์) 
และชั้น Gamma-proteobacteria จีนัส Dyella และ Luteibacter ซึ่งแสดงรายละเอียดการจ าแนก
ชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ตามไฟลัมและชั้น (Phylum & Class) อันดับ (Order) วงศ์ (Family) 
และจีนัส (Genus) ดังรูปที่ 4.2 
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ตารางท่ี 4.2  แบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ที่คัดแยกได้จากดินตะกอนป่าชายเลนที่ใช้ในงานวิจัยนี้ 
 

สาย
พันธุ์ 

PAH ที่ใช้
คัดแยก 

ลักษณะของแบคทีเรีย การจ าแนกชนิดแบคทีเรีย 
บนอาหารแข็ง 
LB 

ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ 

จีนัส accession 
number* 

ศูนย์อนุรักษ์และศึกษาระบบนิเวศป่าชายเลน, เพชรบุรี  
PCY ไพรีน สีเหลืองเข้ม แกรมลบ 

รูปท่อน 
Novosphingobium 
(100%, 731 bp) 

JQ965256 

แหล่งท่องเที่ยวบางขุนเทียน, กรุงเทพมหานคร  
BPH ฟีแนน 

ทรีน 
สีขาวใส แกรมลบ 

รูปท่อน 
Ralstonia 
(99%, 1224 bp) 

JQ965257 

BPW ไพรีน สีขาวขุ่นเหลือง แกรมบวก 
รูปกลม 

Microbacterium 
(99%, 1134 bp) 

JQ965258 

แนวป่าชายเลน, สมุทรสงคราม  
SSK1B ฟีแนน 

ทรีน 
สีขาวใส แกรมลบ 

รูปท่อน 
Alcaligenes 
(99%, 1490 bp) 

JQ965259 

SSK4 ฟีแนน 
ทรีน 

สีขาวใส แกรมลบ 
รูปท่อน 

Achromobacter 
(99%, 1483 bp) 

JQ965260 

แหล่งท่องเที่ยวดอนหอยหลอด, สมุทรสงคราม (คัดแยกจากระบบนิเวศจ าลองดิน)  
FA4 อะซีแนพ 

ธีน 
สีเหลือง แกรมลบ 

รูปท่อน 
Alcaligenes 
(100%, 965 bp) 

JX910139 

FP0 ฟีแนน 
ทรีน 

สีเหลือง แกรมลบ 
รูปท่อน 

Dyella 
(100%, 1383 bp) 

JX910135 

FP2-1 ฟีแนน 
ทรีน 

สีขาว แกรมลบ 
รูปท่อน 

Burkholderia 
(99%, 998 bp) 

JX910136 

FP2-2 ฟีแนน 
ทรีน 

สีขาวเหลือง แกรมลบ 
รูปท่อน 

Luteibacter 
(99%, 1362 bp) 

JX910137 

FP8 ฟีแนน 
ทรีน 

สีขาว แกรมลบ 
รูปท่อน 

Burkholderia 
(99%, 1323 bp) 

JX910138 

FPY8 ไพรีน สีขาวเหลือง แกรมลบ 
รูปท่อน 

Ochrobactrum 
(99%, 1298 bp) 

JX910140 

 

* accession number ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ในงานวิจัยนี ้
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รูปที่ 4.2  การแบ่งชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ตามไฟลัมและชั้น อันดับ วงศ์ และจีนัส 
 
แบคที เรียที่ คัดแยกได้ทั้ งหมดจัดอยู่ ในไฟลัม Actinobacteria และ Proteobacteria 

(alpha-, beta-, gamma-) ซึ่งเป็นไฟลัมที่พบมากในดินตะกอนป่าชายเลน (Gomes และคณะ, 
2008) และเมื่อมีการปนเปื้อน PAHs ในดินตะกอนป่าชายเลน จ านวนและความหลากหลายของ
แบคทีเรียสองกลุ่มนี้จะเพ่ิมขึ้นด้วย (Peixoto และคณะ, 2011) จีนัสของแบคทีเรียที่คัดแยกได้นี้ มี
รายงานการคัดแยกโดยอาศัยความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ก่อนหน้า (ความสามารถในการ
ย่อยสลาย PAHs ของแต่ละจีนัสจะกล่าวอย่างละเอียดในข้อ 4.3) ยกเว้นจีนัส Dyella และ 
Luteibacter งายวิจัยนี้จึงเป็นรายงานแรกที่พบสายพันธุ์ของจีนัส Dyella และ Luteibacter ที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายฟีแนนทรีน นอกจากนี้  งานวิจัยก่อนหน้าพบว่าแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายไพรีนส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Zhou และคณะ, 2008) 
อย่างไรก็ตาม ในงานวิจัยนี้สามารถคัดแยกแบคทีเรียทั้งแกรมบวก (Microbacterium) และแกรมลบ 
(Novosphingobium) จากความสามารถในการย่อยสลายไพรีนด้วย 
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อย่างไรก็ตาม แบคทีเรีย 6 สายพันธุ์ ที่คัดแยกได้จากระบบนิเวศจ าลองดินตะกอนป่าชาย
เลนของแหล่งท่องเที่ยวดอนหอยหลอด จังหวัดสมุทรสงคราม ไม่ได้น ามาใช้งานต่อในงานวิจัยนี้ 
เนื่องจากได้น าไปศึกษาในงานวิจัยของ Muangchinda และคณะ (2013) จึงไม่ขอกล่าวถึงตั้งแต่ข้อ 
4.2 เป็นต้นไป 

 

4.2  สภาวะการเจริญของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
 

ตารางท่ี 4.3  การเจริญของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ในสภาวะแปรผันอุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง และ
ปริมาณโซเดียมคลอไรด์ 
 

สภาวะแปรผัน จ านวนแบคทีเรยี (log MPN/มิลลิลิตร) 
BPH BPW SSK1B SSK4 PCY 

จ านวนเซลล์เริ่มต้น 5.21±0.85 5.48±0.21 5.39±0.60 5.47±0.31 5.35±0.18 
อุณหภูมิ * 25 5.93±0.94 5.36±0.24 5.50±0.19 5.20±1.39 5.63±1.30 

30**** 5.95±0.53 6.69±0.46 5.73±0.67 6.01±0.36 5.85±1.07 
37 5.10±0.57 5.46±0.19 4.95±0.20 5.62±1.80 6.03±0.83 

ความเป็นกรด-
ด่าง ** 

4.0 3.01±1.36 2.71±0.64 3.18±0.26 4.84±0.32 4.48±0.43 
6.0 5.78±0.97 5.93±0.21 4.04±0.18 4.73±0.84 5.97±0.88 
6.5 5.85±0.48 6.93±0.72 5.38±0.45 5.73±0.48 5.66±0.21 
7.0**** 5.95±0.53 6.69±0.46 5.73±0.67 6.01±0.36 5.85±1.07 
7.5 4.90±0.39 6.76±0.30 5.04±0.75 5.04±0.38 4.32±1.10 
8.0 4.98±0.95 3.91±1.18 4.66±0.97 4.83±0.73 4.04±0.56 
9.0 3.24±1.00 3.77±0.81 3.99±0.43 3.02±0.55 3.22±0.10 

ปริมาณโซเดียม
คลอไรด์ *** 

0 5.85±0.37 5.93±0.69 4.99±0.93 5.84±0.44 5.11±0.12 
0.5**** 5.95±0.53 6.69±0.46 5.73±0.67 6.01±0.36 5.85±1.07 
1.5 5.26±0.72 5.04±0.80 5.03±0.84 5.42±0.47 5.88±0.64 
2.5 4.90±0.09 4.76±0.67 4.59±0.75 5.59±1.03 5.69±0.34 
3.5 3.98±0.29 4.77±0.53 4.49±0.74 4.38±0.38 4.43±0.40 
4.5 3.24±0.23 4.61±1.04 3.38±0.33 3.50±0.55 3.30±0.12 
5.0 - - - - 3.73±0.26 
10 - - - - 3.20±0.40 
20 - - - - 1.77±0.35 
30 - - - - 1.36±0.00 

 

* ควบคุมความเป็นกรด-ด่าง 7.0 ปริมาณโซเดียมคลอไรด์ 0.5 เปอร์เซ็นต์; ** ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ปริมาณโซเดียมคลอไรด์ 0.5 เปอร์เซ็นต์; *** ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ด่าง 7.0; **** สภาวะ
การทดลองเดียวกัน; - ไม่ได้ทดสอบ 
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แบคทีเรียที่คัดแยกได้ 5 สายพันธุ์ ประกอบด้วย แบคทีเรียย่อยสลายฟีแนนทรีน Ralstonia 
sp. BPH, Microbacterium sp. BPW, Alcaligenes sp. SSK1B, Achromobacter sp. SSK4 
และแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน Novosphingobium sp. PCY ถูกน ามาทดสอบการเจริญในอาหาร 
LB สภาวะที่แปรผันอุณหภูมิ (25, 30, 37 องศาเซลเซียส) ความเป็นกรด-ด่าง (4.0, 6.0, 6.5, 7.0, 
7.5, 8.0, 9.0) และปริมาณโซเดียมคลอไรด์ (0, 0.5, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5, 5.0, 10, 20, 30 เปอร์เซ็นต์) 
ด้วยวิธี MPN ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.3 พบว่าแบคทีเรียสามารถอยู่รอดและเจริญได้ที่
สภาวะอุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ด่าง 6.5-7.0 และปริมาณโซเดียมคลอไรด์ 0-
3.5 เปอร์เซ็นต ์ 

งานวิจัยของ Yanagi และคณะ (2001) พบว่าบริเวณอ่าวไทยตอนบนมีการปลดปล่อยน้ าจืด
จากแม่น้ าต่างๆลงสู่อ่าวไทยในปริมาณมาก อีกทั้งชายฝั่งอ่าวไทยมีความลึกเฉลี่ยประมาณ 45 เมตร 
(จุดลึกท่ีสุด 80 เมตร) การแลกเปลี่ยนระหว่างน้ าจืดและน้ าทะเลจึงเป็นไปอย่างช้าๆ ส่งผลให้น้ าทะเล
บริเวณดังกล่าวมีความเค็มในระดับต่ าประมาณ 3.05-3.25 เปอร์เซ็นต์ หรือต่ ากว่า งานวิจัยของ 
Buranapratheprat และคณะ (2008) พบว่าอุณหภูมิของน้ าทะเลบริเวณอ่าวไทยตอนบนอยู่ระหว่าง 
26-31 องศาเซลเซียส ซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงตามฤดูกาลเพียงเล็กน้อย โดยส่วนใหญ่มีอุณหภูมิเฉลี่ย
ประมาณ 30 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ กรมควบคุมมลพิษ กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและ
สิ่งแวดล้อม ประเทศไทย มีการควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างของชายฝั่งทะเลให้อยู่ระหว่าง 7.0-8.5 
จากข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า สภาวะการเจริญของแบคทีเรียที่คัดแยกได้มีความสอดคล้องกับ
สภาวะของอ่าวไทยตอนบน โดยมีสภาวะการเจริญที่ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเป็น
กรด-ด่าง 7.0 และปริมาณโซเดียมคลอไรด์ 0.5 เปอร์เซ็นต์ เมื่อพิจารณาผลของปริมาณโซเดียมคลอ
ไรด์ต่อการเจริญของแบคทีเรียที่คัดแยกได้พบว่า แบคทีเรียสามารถเจริญได้เมื่อมีปริมาณโซเดียมคลอ
ไรด์อยู่ในช่วง 0.5-2.5 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งการเจริญของแบคทีเรียจะลดลงเมื่อมีปริมาณโซเดียมคลอไรด์
เพ่ิมขึ้น และยังสามารถอยู่รอดได้ในสภาวะไม่มีโซเดียมคลอไรด์หรือมีปริมาณโซเดียมคลอไรด์ไม่เกิน 
3.5 เปอร์เซ็นต์  

 

4.3  ประสิทธิภาพการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
 

แบคทีเรียที่คัดแยกได้ 5 สายพันธุ์ ประกอบด้วย แบคทีเรียย่อยสลายฟีแนนทรีน Ralstonia 
sp. BPH, Microbacterium sp. BPW, Alcaligenes sp. SSK1B, Achromobacter sp. SSK4 
และแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน Novosphingobium sp. PCY ถูกน ามาทดสอบประสิทธิภาพการย่อย
สลาย PAH ในอาหารเหลว CFMM ชนิดของ PAH ที่ทดสอบถูกเลือกเนื่องจากเป็นสารที่พบมากใน
แหล่งก าเนิดต่างๆและมีค่าครึ่งชีวิตในดินสูง นอกจากนี้ ยังมีความส าคัญทางอุตสาหกรรมในการผลิต
สารเคมีอ่ืนๆ เช่น แนพธาลีนใช้ในการผลิตสารก าจัดแมลง (ลูกเหม็น) อะซีแนพธีนใช้ในการผลิตแนพ 
ธาลิกแอนไฮไดรด์ (naphthalic anhydride) สีอะซีแนพธิลีน (acenaphthylene dye) และเรซิน 
(resin) ฟลูออรีนใช้ในการผลิตฟลูออรีโนน (fluorenone) ฟีแนนทรีนใช้ในการผลิตฟีแนนทรีนควิโนน 

(phenanthrenequinone) และกรดไดฟีนิก (diphenic acid) แอนทราซีนใช้เป็นสารตรวจวัดสาร
กัมมันตรังสีและใช้ในการผลิตแอนทราควิโนน (anthraquinone) ฟลูออแรนทีนใช้ในการผลิตสีเรือง
แสง ไพรีนใช้ในการผลิตสีเพอรินอน (perinon pigment) (กรมควบคุมมลพิษ, 2547) ซึ่งกิจกรรม
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ดังกล่าวจะเพ่ิมความเสี่ยงของการปนเปื้อน PAHs เหล่านี้ลงสู่สิ่งแวดล้อม แบคทีเรียที่มีความสามารถ
ในการย่อยสลาย PAHs เหล่านี้ ถือเป็นตัวเลือกที่ดีในการน าไปประยุกต์ใช้ในการบ าบัดสิ่งแวดล้อม
ต่อไป ประสิทธิภาพการย่อยสลาย PAHs ทั้ง 8 ชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ แสดงในรูปที่ 4.3 
พบว่าแบคทีเรียทุกสายพันธุ์สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ 49.7-75.7 เปอร์เซ็นต์ อีกทั้งสายพันธุ์ 
PCY และ BPW ที่คัดแยกจากการเพ่ิมจ านวนด้วยไพรีน สามารถย่อยสลายไพรีนได้ 97.7 และ 71.1 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ ในระยะเวลา 14 วัน 

 

 
 

รูปที่ 4.3  ประสิทธิภาพการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
* Nap: แนพธาลีน; Ace: อะซีแนพธีน; Flu: ฟลูออรีน; Ant: แอนทราซีน; Phe: ฟีแนนทรีน; Flt: ฟลูออแรนทีน; 
Pyr: ไพรีน; Bap: เบนโซ[เอ]ไพรีน 
 

ความสามารถในการย่อยสลาย PAHs มวลโมเลกุลต่ าของแบคทีเรียจีนัส Ralstonia ที่เป็นที่
รู้จักโดยทั่วคือ Ralstonia sp. U2 ซึ่งคัดแยกจากดินปนเปื้อนน้ ามัน ประเทศเวเนซูเอลา จากการเพ่ิม
จ านวนในอาหารที่มีแนพธาลีนความเข้มข้น 5,000 มิลลิกรัม/ลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียว 
และมีความสามารถในการย่อยสลายแนพธาลีนและฟีแนนทรีนได้ (Fuenmayor และ Rodriguez, 
1992) ส าหรับแบคทีเรีย Ralstonia sp. BPH ที่คัดแยกได้ในงานวิจัยนี้พบว่ามีความสามารถในการ
ย่อยสลายฟีแนนทรีน 63.8±0.8 เปอร์เซ็นต์ แอนทราซีน 32.4±5.0 เปอร์เซ็นต์ ฟลูออแรนทีน 
28.6±4.3 เปอร์เซ็นต์ และฟลูออรีน 21.5±4.5 เปอร์เซ็นต์ แต่มีความสามารถในการย่อยสลาย
แนพธาลีนต่ าประมาณ 5.0±0.6 เปอร์เซ็นต์ (แม้ทดสอบด้วยความเข้มข้นเริ่มต้นของแนพธาลีนที่ต่ า
กว่า) งานวิจัยของ Jalilnejada และ Vahabzadeha (2013) ศึกษาการย่อยสลายแนพธาลีนของ 
Ralstonia eutropha PTCC 1615 ที่ความเข้มข้นต่ า พบว่าสายพันธุ์ PTCC 1615 สามารถย่อย
สลายแนพธาลีนความเข้มข้นเริ่มต้น 10-150 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ โดยมีประสิทธิภาพการย่อยสลาย
แนพธาลีนประมาณ 33 เปอร์เซ็นต์ในระยะเวลา 3 วัน 

แบคที เรีย  Alcaligenes sp. SSK1B และ Achromobacter sp. SSK4 ที่ คัดแยกได้ ใน
งานวิจัยนี้มีความสามารถในการย่อยสลายฟีแนนทรีน 49.7±1.0 และ 58.7±1.1 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ แบคทีเรียทั้งสองจีนัสนี้มีรายงานเกี่ยวกับการย่อยสลายฟีแนนทรีนมากมาย เช่น 
Alcaligenes sp. EF105546 สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 34.4 
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เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 1 วัน (Abd-Elsalam และคณะ, 2009) Alcaligenes sp. J08 สามารถย่อย
สลายฟีแนนทรีนความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 92.1 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 3 วัน (Jiajun และคณะ
, 2010) Achromobacter sp. AY189752 สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 
มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 73.2 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 21 วัน (Tiwari และคณะ, 2010) นอกจากนี้ยังมีรายงาน
เกี่ยวกับการย่อยสลาย PAHs มวลโมเลกุลต่ าของแบคทีเรีย Achromobacter sp. FBHYA2 ที่
สามารถย่อยสลายแนพธาลีนความเข้มข้น 500 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 96.0 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 2 วัน 
(Farjadfard และคณะ, 2012) และการย่อยสลาย PAHs มวลโมเลกุลสูงของแบคทีเรียทั้งสองจีนัสนี้ 
เช่น Achromobacter sp. AY189752 สามารถย่อยสลายไพรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 
82.5 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 21 วัน (Tiwari และคณะ, 2010) Alcaligenes faecalis สามารถย่อย
สลายไครซีนความเข้มข้น 30, 50, 100 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 82.6, 72.8, 71.3 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 
วัน (Igwo-Ezikpe และคณะ, 2009) Achromobacter xylosoxidans สามารถย่อยสลายไครซีน
ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 40.8 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 4 วัน (Ghevariya และคณะ, 2011) 
Alcaligenes sp. และ Achromobacter sp. สามารถย่อยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนความเข้มข้น 0.25-
0.90 มิลลิกรัม/ลิตร ได้อย่างสมบูรณ์ในเวลา 14 วัน โดยมีประสิทธิภาพการย่อยสลายเบนโซ[เอ]
ไพรีนได้ดีที่สุด ณ ความเข้มข้น 0.40 มิลลิกรัม/ลิตร (Cao และคณะ, 2011) 

แบคทีเรีย Microbacterium sp. BPW ที่คัดแยกได้ในงานวิจัยนี้มีความสามารถในการย่อย
สลายไพรีน 71.1±11.7 เปอร์เซ็นต์ ฟีแนนทรีน 70.8±0.4 เปอร์เซ็นต์ แอนทราซีน 27.3±4.0 
เปอร์เซ็นต์ และฟลูออรีน 22.6.±1.9 เปอร์เซ็นต์ รายงานวิจัยก่อนหน้าเกี่ยวกับการย่อยสลาย PAHs 
ของแบคทีเรียจีนัส Microbacterium ยังมีจ านวนน้อย เช่น Microbacterium sp. F10a สามารถ
ย่อยสลายฟีแนนทรีนและไพรีนความเข้มข้น 50 และ 20 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 98.0 และ 65.0 
เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 วัน (Sheng และคณะ, 2009) และ Microbacterium sp. SL10 สามารถย่อย
สลายแอนทราซีนความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 90.1 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 21 วัน (Salam และ
คณะ, 2014) 

ความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียจีนัส Novosphingobium ได้รับ
การศึกษาอย่างกว้างขวางโดยเฉพาะอย่างยิ่ง Novosphingobium aromaticivorans F199 (DSM 
12444) ซึ่งคัดแยกจากดินตะกอนที่ความลึก 410 เมตร ประเทศสหรัฐอเมริกา (Balkwill, 1989) มี
ความสามารถในการย่อยสลายแนพธาลีน ฟลูออรีน ฟีแนนทรีน (Romine และคณะ, 1999) 
นอกจากนี้ ยังมีสายพันธุ์อ่ืนๆ ได้แก่ Novosphingobium pentaromativorans US6-1 ซึ่งคัดแยก
จากดินโคลน ประเทศเกาหลี มีความสามารถในการย่อยสลายสารผสมของไพรีน เบนซ์ [เอ]แอนทรา
ซีน ไครซีน เบนโซ[บี]ฟลูออแรนทีน และเบนโซ[เอ]ไพรีน ความเข้มข้นชนิดละ 10 มิลลิกรัม/ลิตร ได้
อย่างสมบูรณ์ในเวลา 8 วัน ยกเว้นเบนโซ[บี]ฟลูออแรนทีนที่ย่อยสลายไปประมาณ 85 เปอร์เซ็นต์ 
(Sohn และคณะ, 2004) Novosphingobium naphthalenivorans TUT562 ซึ่งคัดแยกจากดิน
ปนเปื้อนพอลิคลอริเนตไดออกซิน ประเทศญี่ปุ่น มีความสามารถในการย่อยสลายแนพธาลีนความ
เข้มข้น  0.1 มิ ลลิ กรัม /ลิ ตร ได้ อย่ างสมบู รณ์ ใน เวลา 1 วัน  (Suzuki และ Hiraishi, 2007) 
Novosphingobium indicum H25 ซึ่งคัดแยกจากน้ าทะเลลึก ประเทศอินเดีย มีความสามารถใน
การย่อยสลายฟีแนนทรีนและฟลูออแรนทีน (Yuan และคณะ, 2009) Novosphingobium sp. 
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PP1Y ซึ่งคัดแยกจากผิวน้ าทะเล ประเทศอิตาลี มีความสามารถในการเจริญได้บนอาหารที่มีแนพธา
ลีน อะซีแนพธีน ฟีแนนทรีน ฟลูออแรนทีน และไพรีน (Notomista และคณะ, 2011) ในงานวิจัยนี้ได้
คัดแยกแบคทีเรีย Novosphingobium sp. PCY ที่มีความสามารถในการย่อยสลายไพรีน 97.7±1.7 
เปอร์เซ็นต์ ฟีแนนทรีน 75.7±3.7 เปอร์เซ็นต์ ฟลูออรีน 49.2±6.1 เปอร์เซ็นต์ ฟลูออแรนทีน 
46.2±9.3 เปอร์เซ็นต์ แอนทราซีน 42.7±6.3 เปอร์เซ็นต์ และแนพธาลีน 20.5±0.5 เปอร์เซ็นต ์ 

เมื่อเปรียบเทียบแบคทีเรียที่คัดแยกได้กับแบคทีเรียจีนัสเดียวกันในรายงานวิจัยก่อนหน้า 
พบว่าแบคทีเรียที่คัดแยกได้ในงานวิจัยนี้มีประสิทธิภาพค่อนข้างดีกว่าในด้านความเข้มข้นเริ่มต้นใน
การย่อยสลายของ PAHs ที่สูงกว่าและ/หรือระยะเวลาที่ใช้ในการย่อยสลายที่สั้นกว่า โดยเฉพาะอย่าง
ยิ่งแบคทีเรีย Novosphingobium sp. PCY ที่มีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs หลากหลาย
ชนิด อีกทั้งยังมีประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีน (PAHs มวลโมเลกุลสูง) ได้ดีกว่าฟีแนนทรีน (PAHs 
มวลโมเลกุลต่ า ) ซึ่ งตรงข้ามกับประสิทธิภาพของ  Novosphingobium สายพันธุ์ อ่ืนๆ แต่มี
ประสิทธิภาพใกล้เคียงกับแบคทีเรียจีนัส Mycobacterium ที่สามารถย่อยสลายไพรีนได้ 50-90 
เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 14 วัน (Li และคณะ, 2008; Vila และ Grifoll, 2009) เนื่องจากแบคทีเรียทั้ง 5 
สายพันธุ์ที่คัดแยกได้ในงานวิจัยนี้มีประสิทธิภาพการย่อยสลาย PAHs ดี ดังนั้นจึงมีความน่าสนใจที่จะ
ศึกษาชนิดของยีนประมวลรหัสเอนไซม์ไดออกซิจีเนสต่อไป 

 

4.4  ยีนประมวลรหัสหน่วยย่อยแอลฟาของไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
 

แบคทีเรียที่คัดแยกได้ 5 สายพันธุ์ ประกอบด้วย แบคทีเรียย่อยสลายฟีแนนทรีน Ralstonia 
sp. BPH, Microbacterium sp. BPW, Alcaligenes sp. SSK1B, Achromobacter sp. SSK4 
และแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน Novosphingobium sp. PCY ถูกน ามาตรวจหายีนประมวลรหัส
เอนไซม์ไดออกซิจีเนสเบื้องต้นโดยอาศัยไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อหน่วยย่อยแอลฟาของไดออกซิจีเนส 
จ านวน 3 ไพร์เมอร์ ได้แก่ RHDα-GN ที่จ าเพาะต่อหน่วยย่อยแอลฟาของไดออกซิจีเนสของแบคทีเรีย
แกรมลบ RHDα-GP ที่จ าเพาะต่อหน่วยย่อยแอลฟาของไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียแกรมบวก และ 
pah-rhdα ที่จ าเพาะต่อหน่วยย่อยแอลฟาของไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียทั้งแกรมลบและแกรมบวก 
ผลการเกิดผลิตภัณฑ์ PCR แสดงในตารางที่ 4.4 ซึ่งไม่พบผลิตภัณฑ์ PCR จากไพร์เมอร์ RHDα-GN 
(รูปที่ จ-1) และ pah-rhdα แต่พบผลิตภัณฑ์ PCR จากไพร์เมอร์ RHDα-GP ในสายพันธุ์ PCY และ 
BPW (รูปที่ จ-2) 

การไม่พบผลิตภัณฑ์ PCR ของแบคทีเรียแกรมลบ Ralstonia sp. BPH Alcaligenes sp. 
SSK1B และ Achromobacter sp. SSK4 โดยใช้ไพร์เมอร์ RHDα-GN ที่จ าเพาะต่อหน่วยย่อยแอลฟา
ของไดออกซิจีเนสในแบคทีเรียแกรมลบ อาจเนื่องจากความไม่จ าเพาะของไพร์เมอร์ต่อยีนที่เกี่ยวข้อง
กับการย่อยสลายฟีแนนทรีนของแบคทีเรียดังกล่าว อย่างไรก็ตาม งานวิจัยก่อนหน้ารายงานชนิดยีน
ประมวลรหัสหน่วยย่อยแอลฟาของไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ในแบคทีเรีย
จีนัสเหล่านี้ ได้แก่ ยีน nagAc ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายแนพธาลีนของ Ralstonia spp. U2 และ 
NI1 (Zhou และคณะ, 2001; Widada และคณะ, 2002a) ยีน phnAc ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย
แน พธาลี น และฟี แน น ท รีน ขอ ง Ralstonia sp. PJ531 (Widada และคณ ะ , 2002a) แล ะ 
Alcaligenes faecalis AFK2 (Lozada และคณะ, 2008) ยีน bphA ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย
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สารประกอบอะโรมาติกของ Achromobacter xylosoxidans A8 (Jencova และคณะ, 2008) 
และไบฟีนิลของ Achromobacter sp. BP3 (Hong และคณะ, 2009) 

 
ตารางท่ี 4.4  ยีนประมวลรหัสหน่วยย่อยแอลฟาของไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
 

แบคทีเรียที่คัดแยกได้ PAH ที่ใช้ 
คัดแยก 

ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนประมวลรหัสหน่วย
ย่อยแอลฟาของเอนไซม์ไดออกซิจีเนส 
RHDα-GN RHDα-GP pah-rhdα 

Novosphingobium sp. PCY ไพรีน - + - 
Ralstonia sp. BPH ฟีแนนทรีน - - - 
Microbacterium sp. BPW ไพรีน - + - 
Alcaligenes sp. SSK1B ฟีแนนทรีน - - - 
Achromobacter sp. SSK4 ฟีแนนทรีน - - - 
 

+ พบผลิตภัณฑ์ PCR ตามขนาดที่คาดหวัง; - ไม่พบผลิตภัณฑ์ PCR ตามขนาดที่คาดหวัง 
 
ผลิตภัณฑ์ PCR จากไพร์เมอร์ RHDα-GP ที่พบในแบคทีเรีย Microbacterium sp. BPW มี

ความเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของ NidA3 ที่พบในแบคทีเรีย Mycobacterium spp. (ตารางที่ 
4.5) งานวิจัยก่อนหน้ารายงานการพบยีน RHDα ใน Microbacterium laevaniformans OR221 ที่
มีความสามารถในการทนต่อโลหะหนัก แต่ไม่มีรายงานการย่อยสลาย PAHs (Brown และคณะ, 
2012) 

ผลิตภัณฑ์ PCR จากไพร์เมอร์ RHDα-GP ที่พบในแบคทีเรีย Novosphingobium sp. PCY มี
ความเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของ NidA ที่พบในแบคทีเรีย Mycobacterium spp. (ตารางที่ 
4.5) ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการย่อยสลายไพรีนและ PAHs มวลโมเลกุลสูง (Kim และคณะ, 2007) 
ในขณะที่ Novosphingobium สายพันธุ์อ่ืนๆในงานวิจัยก่อนหน้า พบว่ามียีน bphA1f ที่เกี่ยวข้อง
กับการย่อยสลาย PAHs (Stolz, 2009; Pinyakong และคณะ, 2003a) จึงมีความน่าสนใจเนื่องจาก
เป็นแบคทีเรียแกรมลบที่มียีนเกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียแกรมบวก และเป็น
งานวิจัยแรกที่พบยีน nidA ในแบคทีเรียจีนัส Novosphingobium นอกจากนี้การตรวจพบยีน nidA 
ในสายพันธุ์ PCY ยังมีความสอดคล้องกับประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีน ฟีแนนทรีน และฟลูออ  
แรนทีนด้วย กล่าวคือความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ของสายพันธุ์ PCY เรียงล าดับจากมากไป
น้อยได้ดังนี้ ไพรีนมากกว่าฟีแนนทรีนมากกว่าฟลูออแรนทีน เมื่อมีความเข้มข้นเริ่มต้นของ PAHs และ
ระยะเวลาการย่อยสลายเท่ากัน สอดคล้องกับความจ าเพาะต่อ PAHs ของยีน nidA ที่มีความจ าเพาะ
ต่อไพรีนมากกว่าฟีแนนทรีนมากกว่าฟลูออแรนทีน ในขณะที่ยีน nidA3 มีความจ าเพาะต่อฟลูออแรน 
ทีนมากกว่าฟีแนนทรีนมากกว่าไพรีน (Kweon และคณะ, 2010) 
 



 

 

ตารางท่ี 4.5  ความเหมือนของผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ RHDα -GP ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้กับฐานข้อมูล 
 

ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย
ไพร์เมอร์ RHDα-GP 
ของแบคทีเรีย 

ความเหมือนกับฐานข้อมูลของกรดอะมิโน 
ความเหมือน กรดอะมิ

โน 
แบคทีเรีย accession 

number 
อ้างอิง 

Microbacterium  
sp. BPW 
(ขนาด 243 bp, 
KJ650248) 

98% (79/81 aa) NidA3 Mycobacterium sp. 16F AFS30998 Direct Submission 

98% (79/81 aa) NidA3 Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 AAY85176 Kim และคณะ, 2006b 

98% (79/81 aa) NidA3 Mycobacterium gilvum Spyr1 YP_004074745 Kallimanis และคณะ, 2011 

98% (79/81 aa) RHDα Mycobacterium sp. KMS YP_935636 Direct Submission 

98% (79/81 aa) RHDα Mycobacterium gilvum PYR-GCK YP_001131838 Direct Submission 

98% (79/81 aa) RHDα Mycobacterium sp. MCS YP_638832 Direct Submission 

Novosphingobium  
sp. PCY 
(ขนาด 465 bp, 
JX105351) 

99% (154/155 aa) NidA Pseudoxanthomonas sp. RN402 ACL13524 Klankeo และคณะ, 2009 

99% (154/155 aa) RHDα Mycobacterium gilvum PYR-GCK YP_001131939 Direct Submission 

99% (154/155 aa) RHDα Mycobacterium sp. JLS YP_001070514 Direct Submission 

99% (154/155 aa) NidA Mycobacterium sp. MHP-1 BAD20297 Habe และคณะ, 2004 

99% (153/155 aa) NidA Mycobacterium gilvum BB1 AAN78316 Unpublished 

99% (153/155 aa) NidA Mycobacterium sp. KMS AAQ95208 Miller และคณะ, 2004 

99% (153/155 aa) RHDα Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 YP_951339 Direct Submission 

99% (153/155 aa) NidA Mycobacterium frederiksbergense 
FAn9T 

AAN78314 Unpublished 

99% (153/155 aa) NidA Mycobacterium gilvum czh-101 ABG02224 Unpublished 

99% (153/155 aa) RHDα [Mycobacterium gilvum Spyr1 YP_004074723 Kallimanis และคณะ, 2011 
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4.5  แนวโน้มการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
 

นอกจากการตรวจสอบประสิทธิภาพและยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ของ
แบคทีเรียที่คัดแยกได้แล้ว การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพก็เป็นปัจจัยส าคัญอีกประการหนึ่งที่ช่วย
ส่งเสริมการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรีย ดังนั้นแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 5 สายพันธุ์ ประกอบด้วย 
แบคทีเรียย่อยสลายฟีแนนทรีน Ralstonia sp. BPH, Microbacterium sp. BPW, Alcaligenes 
sp. SSK1B, Achromobacter sp. SSK4 และแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน Novosphingobium sp. 
PCY ถูกน ามาประเมินการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยการวัดค่าแรงตึงผิวและความไม่ชอบน้ า
ของแบคทีเรียหลังผ่านการเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีแหล่งคาร์บอนที่ไม่ชอบน้ า ได้แก่ ฟีแนน 
ทรีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร หรือน้ ามันหล่อลื่นความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ผลการทดลอง
แสดงในตารางที่ 4.6 

 
ตารางท่ี 4.6  ค่าแรงตึงผิวและความไม่ชอบน้ าของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

 

แบคทีเรียที่คัดแยกได้ ค่าแรงตึงผิว (มิลลินิวตัน/เมตร) เปอร์เซ็นต์ความ
ไม่ชอบน้ า ฟีแนนทรีน น้ ามันหล่อลื่น 

ชุดควบคุมปราศจากเชื้อ 65.7 62.0 - 
Novosphingobium sp. PCY 48 29 25.8 
Ralstonia sp. BPH 51 34 19.3 
Microbacterium sp. BPW 50 30 38.0 
Alcaligenes sp. SSK1B 54 29 14.9 
Achromobacter sp. SSK4 53 33 4.0 
 

จากตารางที่ 4.6 ค่าแรงตึงผิวของแบคทีเรียทุกสายพันธุ์ลดลงจาก 65.7 มิลลินิวตัน/เมตร 
เหลือ 48-54 มิลลินิวตัน/เมตร เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีฟีแนนทรีนเป็นแหล่งคาร์บอน และลดลงจาก 
62.0 มิลลินิวตัน/เมตร เหลือ 29-34 มิลลินิวตัน/เมตร เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีน้ ามันหล่อลื่นเป็นแหล่ง
คาร์บอน แสดงให้เห็นแนวโน้มการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ทุกสาย
พันธุ์ที่คัดแยกได้ ซึ่งอาจมีความเกี่ยวข้องกันระหว่างความสามารถในการย่อยสลาย PAHs หรือ
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนอ่ืนๆ และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ดังงานวิจัยของ Reddy และ
คณะ (2010) ที่พบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพระหว่างการย่อยสลายฟีแนนทรีนของแบคทีเรีย 
Brevibacillus sp. PDM-3 โดยมีค่าแรงตึงผิวลดลงจาก 70 เหลือ 47 มิลลินิวตัน/เมตร ณ วันที่ 6 ใน
การย่อยสลายฟีแนนทรีน 94 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้งานวิจัยของ Kumara และคณะ (2006) ยังแสดง
ให้เห็นว่าแบคทีเรียผลิตสารลดแรงตึงผิว Pseudomonas sp. IR1 ก็ยังสามารถย่อยสลายแนพธาลีน 
ฟีแนนทรีน และไพรีนได้อีกด้วย โดยพบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิพิดที่มีค่าแรงตึง
ผิวลดลงจาก 72 เหลือ 35 มิลลินิวตัน/เมตร ในระหว่างการย่อยสลายไพรีน ส าหรับผลความไม่ชอบ
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น้ าของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ พบว่าแบคทีเรียแกรมบวกสายพันธุ์ BPW มีความไม่ชอบน้ าสูงสุด (38.0 
เปอร์เซ็นต์) ในขณะที่แบคทีเรียแกรมลบที่คัดแยกได้มีความไม่ชอบน้ า 4.0-25.8 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Bogan และคณะ (2003) ที่พบว่าแบคทีเรียแกรมบวก Mycobacterium 
(แบคทีเรียในอันดับเดียวกันกับ Microbacterium) มีความไม่ชอบน้ า 48-52 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่าสูง
กว่าแบคที เรียแกรมลบ Pseudomonas (4 เปอร์ เซ็นต์ ) และ Sphingomonas spp. (0 -26 
เปอร์เซ็นต)์ อย่างมีนัยส าคัญ 

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียแต่ละจีนัส ขึ้นกับปัจจัยที่ส าคัญ 3 ประการ 
คือ ชนิดของแบคทีเรีย ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ และสภาวะการเลี้ยงเชื้อ (Souza และคณะ, 2014) 
ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคที เรีย Alcaligenes มีรายงานมากมาย 
ได้แก่ สายพันธุ์ย่อยสลายน้ ามันดิบ (1 เปอร์เซ็นต์) Alcaligenes piechaudii CZOR L-1B ผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิพิด สามารถลดแรงตึงผิวจาก  72.1±0.4 เหลือ 55.2±0.2 มิลลินิว
ตัน/เมตร และมีความไม่ชอบน้ า 15-46 เปอร์เซ็นต์ (Płaza และคณะ, 2005) สายพันธุ์ย่อยสลาย
ไฮโดรคาร์บอน Alcaligenes faecalis 212 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดเอ็กโซพอลิเมอร์ 
(exopolymers) ที่ประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรต 30-51 เปอร์เซ็นต์ และโปรตีน 10-22 เปอร์เซ็นต์ มี
ค่า CMC 2 กรัม/ลิตร สามารถลดแรงตึงผิวจาก 70 เหลือ 50 มิลลินิวตัน/เมตร (Toledo และคณะ, 
2008) สายพันธุ์ Alcaligenes sp. S-XJ-1 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิพอเปปไทด์ สามารถลด
แรงตึงผิวจาก 68.9±0.3 เหลือ 30.8±0.5 มิลลินิวตัน/เมตร และมีความไม่ชอบน้ า 12-72 เปอร์เซ็นต์ 
(Huang และคณะ, 2009) สายพันธุ์ย่อยสลายน้ ามันดีเซล (2 เปอร์เซ็นต์) Alcaligenes faecalis 
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิพิดที่มีค่า CMC 0.038 กรัม/ลิตร สามารถลดแรงตึงผิวจาก 
71.6 เหลือ 32.2 มิลลินิวตัน/เมตร และมีความไม่ชอบน้ าประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ (Bharali และคณะ
, 2011) รายงานการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรีย Ralstonia Achromobacter และ 
Microbacterium ยังมีจ านวนน้อย ได้แก่ สายพันธุ์ย่อยสลายน้ ามันดิบ (1 เปอร์เซ็นต์) Ralstonia 
picketti BP20 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิพิด สามารถลดแรงตึงผิวจาก  72.1±0.4 
เหลือ 61.1±0.3 มิลลินิวตัน/เมตร และมีความไม่ชอบน้ า 18-42 เปอร์เซ็นต์ (Płaza และคณะ, 2005) 
สายพันธุ์ทนต่อโลหะหนักแคดเมียมและสังกะสี Ralstonia sp. HM-1 ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เพ่ือส่งเสริมการก าจัดโลหะหนักในดินตะกอน (Park และคณะ, 2008) สายพันธุ์ย่อยสลายน้ ามันถั่ว
เหลือง (2 เปอร์เซ็นต์ ) Achromobacter xylosoxidans BW1 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
สามารถลดแรงตึงผิวจาก 64.65 เหลือ 51.60 มิลลินิวตัน/เมตร (Tambekar และคณะ, 2012) 
อย่างไรก็ตาม ยังพบว่าไม่มีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระหว่างการย่อยสลายแนพธาลีนของ
สายพันธุ์ Achromobacter sp. FBHYA2 (Farjadfard และคณะ, 2012) ส าหรับแบคทีเรียจีนัส 
Microbacterium สายพันธุ์ที่พบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพคือ Microbacterium sp. 47 แต่
ยังไม่ได้รับการศึกษาสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ (Domingues และคณะ, 2013) 
ในขณะที่มีรายงานการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมากมายในแบคทีเรียอันดับ  Actinomycetales 
(อั น ดั บ เดี ย วกั น กั บ  Microbacterium) ตั ว อย่ า ง เช่ น จี นั ส  Mycobacterium Micrococcus 
Nocardia Nocardiopsis Rhodococcus Streptomyces Arthrobacter (Souza แ ล ะ ค ณ ะ , 
2014) น อกจ ากนี้  ยั ง ไม่ พ บ ราย งาน การผลิ ต ส ารลดแรงตึ งผิ วชี วภ าพ ของแบ คที เรี ย 
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Novosphingobium แต่ มี ร าย งาน ใน แบ คที เรี ย ก ลุ่ ม  Sphingomonads (ก ลุ่ ม เดี ย วกั น กั บ 
Novosphingobium) เช่ น  ส าย พั น ธุ์ ย่ อ ยสล าย ฟี แนน ท รีน  Sphingomonas paucimobilis 
20006FA ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สามารถลดแรงตึงผิวเหลือ 19.7±1.1 มิลลินิวตัน/เมตร ซึ่งมี
ประสิทธิภาพดีกว่าสารลดแรงตึงผิวทางเคมี SDS (0.25 เปอร์เซ็นต์) ที่สามารถลดแรงตึงผิวเหลือ 
40.5±1.2 มิลลินิวตัน/เมตร แต่มีความไม่ชอบน้ าน้อยมากประมาณ 0.13 เปอร์เซ็นต์ (Coppotelli 
และคณะ, 2010) ในขณะที่สายพันธุ์ย่อยสลายน้ ามันดีเซล (1 เปอร์เซ็นต์) Sphingomonas sp. VA1 
มีความไม่ชอบน้ าสูงถึง 94 เปอร์เซ็นต์ (Zhang และคณะ, 2014) อย่างไรก็ตาม ไม่พบการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพในสายพันธุ์ย่อยสลายไฮโดรคาร์บอน Novosphingobium sp. PP1Y แต่มีการ
สร้างไบโอฟิล์ม (biofilm) ทั้งบนอาหารแข็งและอาหารเหลวที่มีไฮโดรคาร์บอน เช่น น้ ามันดีเซล แก๊ส
โซลีน และ PAHs เป็นแหล่งคาร์บอน ส่งผลให้สายพันธุ์ PP1Y สามารถยึดเกาะกับอนุภาคดินได้ดี จึง
มีประโยชน์ในการบ าบัดดินปนเปื้อน (Notomista และคณะ, 2011) 

เมื่อเปรียบเทียบแบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้ง 5 สายพันธุ์ พบว่า Novosphingobium sp. PCY 
มีความสามารถในการลดแรงตึงผิวได้ดีที่สุดและมีความไม่ชอบน้ าสูงสุดในบรรดาแบคทีเรียแกรมลบที่
คัดแยกได้ ทั้งนี้เนื่องจากแบคทีเรียในกลุ่ม Sphingomonads มีไกลโคสฟิงโกลิพิดแทนที่ลิพอพอลิ
แซ็กคาไรด์บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก โครงสร้างของไกลโคสฟิงโกลิ พิดที่พบในแบคทีเรีย 
Sphingomonas paucimobilis แสดงในรูปที่ 4.4 (Kawahara และคณะ, 2000) ซึ่งมีลักษณะเป็น
สารที่มีข้ัวและไม่มีขั้วในโมเลกุลเดียวกัน (amphiphilic) จึงมีคุณสมบัติคล้ายสารลดแรงตึงผิว 
 

 
 

รูปที่ 4.4  ไกลโคสฟิงโกลิพิดที่พบในแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads 
(Kawahara และคณะ, 2000) 
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4.6  ยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
 

แบคทีเรียที่คัดแยกได้ 5 สายพันธุ์ ประกอบด้วย แบคทีเรียย่อยสลายฟีแนนทรีน Ralstonia 
sp. BPH, Microbacterium sp. BPW, Alcaligenes sp. SSK1B, Achromobacter sp. SSK4 
และแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน Novosphingobium sp. PCY ยังถูกน ามาตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื้องต้น โดยอาศัยไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพกลุ่มลิพอเปปไทด์ จ านวน 4 ไพร์เมอร์ ได้แก่ As1-F/Ts2-R ที่จ าเพาะต่อยีนผลิตเซอร์แฟคติน
และไลเคนไนซิน Am1-F/Tm1-R ที่จ าเพาะต่อยีนผลิตไมโคซับทิลินและอิทูริน Af2-F/Tf1-R ที่
จ าเพาะต่อยีนผลิตเฟนไจซิน และ Ap1-F/Tp1-R ที่จ าเพาะต่อยีนผลิตพลิพาสตาติน ผลการเกิด
ผลิตภัณฑ์ PCR แสดงในตารางที่ 4.7 ซึ่งไม่พบผลิตภัณฑ์ PCR จากไพร์เมอร์ As1-F/Ts2-R (รูปที่ จ-
3) Am1-F/Tm1-R (รูปที่ จ-4) และ Af2-F/Tf1-R (รูปที่ จ-5) แต่พบผลิตภัณฑ์ PCR จากไพร์เมอร์ 
Ap1-F/Tp1-R ในสายพันธุ์ PCY, SSK1B และ SSK4 (รูปที่ 4.5 และ จ-6) 
 
ตารางท่ี 4.7  ยีนผลิตสารลดแรงตึงผิวกลุ่มลิพอเปปไทด์ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
 

แบคทีเรียฺ Bacillus (positive)  
และแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนผลิตลิพอเปปไทด์ 
As/Ts Am/Tm Af/Tf Ap/Tp 

B. amyloliquefaciens ATCC23350 - - + - 
B. licheniformis ATCC1458 + - + + 
B. subtilis ATCC6633 + + + - 
Novosphingobium sp. PCY - - - + 
Ralstonia sp. BPH - - - - 
Microbacterium sp. BPW - - - - 
Alcaligenes sp. SSK1B - - - + 
Achromobacter sp. SSK4 - - - + 
 

+ พบผลิตภัณฑ์ PCR ตามขนาดที่คาดหวัง; - ไม่พบผลิตภัณฑ์ PCR ตามขนาดที่คาดหวัง 
 

 
 

รูปที่ 4.5  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ Ap1-F, Tp1-R ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้ง 5 สายพันธุ์ 
พร้อมแสดงชิ้นผลิตภัณฑ์ที่วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
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ชิ้นผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ Ap1-F, Tp1-R ที่ส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (A-G) แสดงในรูปที่ 4.5 ผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนเปรียบเทียบ
กับฐานข้อมูลพบว่า ชิ้นผลิตภัณฑ์ PCR ของ Novosphingobium sp. PCY (แถบ A และ C) Alcaligenes sp. SSK1B (แถบ D) และ Achromobacter sp. 
SSK4 (แถบ E-G) ไม่มีความเกี่ยวข้องกับยีนผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ในขณะที่ชิ้นผลิตภัณฑ์ PCR ของ Novosphingobium sp. PCY (แถบ B) มีความ
เหมือนกับโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างพอลิแซ็กคาไรด์ที่ปล่อยออกมานอกเซลล์ (exopolysaccharide) (ตารางที่ 4.8) 
 
ตารางท่ี 4.8  ความเหมือนของผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ Ap1-F, Tp1-R ของ Novosphingobium sp. PCY (แถบ A-C) 
 

ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย
ไพร์เมอร์ Ap/Tp 

ความเหมือนกับฐานข้อมูลของกรดอะมิโน 
ความเหมือน โปรตีนของแบคทีเรีย accession number อ้างอิง 

แถบ A (ขนาด 285 
bp ,JX105352) 

100% (95/95 aa) hypothetical protein 
[Novosphingobium sp. PP1Y] 

YP_004538551 D’Argenio และคณะ, 
2011 

แถบ B (ขนาด 423 
bp, JX105353) 

99% (140/141 aa) exopolysaccharide biosynthesis protein  
[Novosphingobium sp. PP1Y] 

YP_004534845 D’Argenio และคณะ, 
2011 

99% (140/141 aa) capsular polysaccharide biosynthesis protein  
[Novosphingobium pentaromativorans US6-1] 

WP_007011119 Luo และคณะ, 2012a 

91% (128/141 aa) capsular polysaccharide biosynthesis protein  
[Sphingomonas sp. LH128] 

WP_008829433 Unpublished 

 70% (99/141 aa) exopolysaccharide biosynthesis protein  
[Novosphingobium aromaticivorans DSM 12444] 

YP_497605 Unpublished 

แถบ C (ขนาด 489 
bp, JX105354) 

100% (163/163 aa) glycoside hydrolase 15-like protein  
[Novosphingobium sp. PP1Y] 

YP_004533563 D’Argenio และคณะ, 
2011 

 100% (163/163 aa) glucoamylase  
[Novosphingobium pentaromativorans US6-1] 

WP_007011994 Luo และคณะ, 2012a 
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บทสรุป 
 

แบคทีเรียที่คัดแยกได้จากดินตะกอนป่าชายเลนมีความสามารถหลากหลายในการย่อยสลาย 
PAHs และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ อีกทั้งยังสามารถเจริญได้ในสภาวะที่มีปริมาณโซเดียม
คลอไรด์ 0-3.5 เปอร์เซ็นต์ สายพันธุ์ที่น่าสนใจคือแบคทีเรียแกรมลบ Novosphingobium sp. PCY 
ซึ่งมีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ได้หลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งไพรีนและฟีแนนทรีน อีก
ทั้งยังมียีนประมวลรหัสหน่วยย่อยแอลฟาของเอนไซม์ไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียแกรมบวก (nidA) 
ซึ่งยังไม่เคยมีรายงานมาก่อน จึงมีความน่าสนใจที่จะศึกษาลักษณะเบื้องต้นของสายพันธุ์ดังกล่าวเพ่ือ
การพัฒนาเป็นหัวเชื้อส าหรับการบ าบัดดินปนเปื้อนต่อไป 
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บทที่ 5 
 

ลักษณะสมบัติเบื้องต้นส าหรับการพัฒนาเป็นหัวเชื้อพร้อมใช้ของ 
Novosphingobium sp. สายพันธุ์ PCY 

 
แบคทีเรีย Novosphingobium sp. PCY ที่คัดแยกได้จากดินตะกอนป่าชายเลน เป็นสาย

พันธุ์ที่มีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ได้หลากหลายชนิด มีแนวโน้มการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ อีกทั้งยังมีโครงสร้างเซลล์เอ้ือต่อการดูดซับกับดินหรือสารประกอบที่ไม่ชอบน้ า ท าให้มี
ประโยชน์ต่อการน าไปประยุกต์ใช้ในการบ าบัดดินปนเปื้อน ดังนั้นแบคทีเรีย Novosphingobium sp. 
PCY จึงถูกเลือกมาศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องต้นส าหรับการพัฒนาเป็นหัวเชื้อพร้อมใช้ต่อไป 
 

5.1  รูปแบบการเจริญและการย่อยสลายฟีแนนทรีนและไพรีน 
 

แบคทีเรีย Novosphingobium sp. PCY ถูกน ามาตรวจสอบรูปแบบการเจริญและการย่อย
สลายฟีแนนทรีนและไพรีน เนื่องจากเป็น PAHs ชนิดที่สายพันธุ์ PCY สามารถย่อยสลายได้อย่าง
รวดเร็วและมีประสิทธิภาพดี อีกทั้งยังเป็น PAHs ที่พบมากในสิ่งแวดล้อม การทดสอบท าในอาหาร
เหลว CFMM ที่มีฟีแนนทรีนหรือไพรีนความเข้มข้นเริ่มต้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ผลการทดลองแสดง
ในรูปที่ 5.1 

 

 
 

รูปที่ 5.1  รูปแบบการเจริญระหว่างการย่อยสลายฟีแนนทรีน (a) และไพรีน (b) ของ 
Novosphingobium sp. PCY 
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รูปแบบการเจริญระหว่างการย่อยสลายฟีแนนทรีนและไพรีนของสายพันธุ์ PCY มีลักษณะ
เหมือนกัน กล่าวคือช่วงแรกที่ยังไม่มีการลดลงของ PAH หรือมีการลดลงน้อยมาก จะมีการเจริญแบบ 
lag phase จากนั้นการลดลงของ PAH จะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วในขณะเดียวกันกับการเพ่ิมจ านวนของ
แบคทีเรียอย่างรวดเร็ว (log phase) และเมื่อ PAH เหลือน้อยลงหรือหมดไป การเจริญจะเข้าสู่ช่วง
คงที่ (stationary phase) เมื่อเปรียบเทียบระหว่างชนิดของ PAH พบว่าประสิทธิภาพในการย่อย
สลายไพรีนดีกว่าฟีแนนทรีน โดยมีระยะเวลาช่วง lag phase ในการย่อยสลายไพรีนเพียง 3 วัน และ
สามารถย่อยสลายอย่างสมบูรณ์ในเวลา 18 วัน (รูปที่ 5.1 a) ในขณะที่การย่อยสลายฟีแนนทรีนมี
ระยะเวลาช่วง lag phase นาน 6 วัน และสามารถย่อยสลายอย่างสมบูรณ์ในเวลา 21 วัน (รูปที่ 5.1 
b) ผลของรูปแบบการเจริญดังกล่าวสอดคล้องกับประสิทธิภาพการย่อยสลาย PAHs (ข้อ 4.3) และ
ชนิดของยีนประมวลรหัสหน่วยย่อยแอลฟาของเอนไซม์ไดออกซิจีเนสที่พบ (ข้อ 4.4) เมื่อเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนและฟีแนนทรีนของกับแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads ในราย
งานวิจัยอ่ืนๆ พบว่าสายพันธุ์ PCY มีประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนสูงกว่าสายพันธุ์อ่ืนๆ และมี
ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีแนนทรีนในระดับปานกลาง (ตารางท่ี 5.1)  

 
ตารางท่ี 5.1  ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีแนนทรีนและไพรีนของแบคทีเรีย Sphingomonads 
 

Sphingomonads PAH (มก./ล.) ประสิทธิภาพ
การย่อยสลาย  

อ้างอิง 

Novosphingobium    
Novosphingobium sp. PCY ฟีแนนทรีน (100) 95.1%, 18 วัน งานวิจัยนี ้

 ไพรีน (100) 98.2%, 15 วัน  

N. pentaromativorans US 6-1  ไพรีน (10) 100%, 4 วัน Sohn และคณะ, 2004 

Sphingobium    

S. chlorophenolicum C3R ฟีแนนทรีน (300) 99%, 12 วัน Colombo และคณะ, 
2011 

Sphingobium sp. PNB ฟีแนนทรีน (1000) 100%, 8 วัน Roy และคณะ, 2012 

Sphingomonas    

S. paucimobilis ZX4 ฟีแนนทรีน (1000) 98.7%, 14 วัน Xia และคณะ, 2005 

Sphingomonas sp. GY2B ฟีแนนทรีน (100) 99.1%, 2 วัน Tao และคณะ, 2007 

Sphingomonas sp. PheB4 ฟีแนนทรีน (10) 100%, 1 วัน Zhong และคณะ, 
2007 

Sphingomonas sp. ZP1 ฟีแนนทรีน (250) 100%, 8 วัน Zhao และคณะ, 2008 

Sphingomonas sp. GF2B ฟีแนนทรีน (40) 83.6%, 10 วัน Pei และคณะ, 2010 

Sphingopyxis    

Sphingopyxis sp. PHPY ฟีแนนทรีน (500) 95%, 9 วัน  Pinyakong และคณะ, 
2012 
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อย่างไรก็ตาม แม้ว่าจะมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายไพรีนและฟีแนนทรีนต่างกันในแต่ละ
สายพันธุ์ แต่มีรูปแบบการเจริญระหว่างการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียที่เหมือนกัน ดังตัวอย่าง
รูปแบบการเจริญระหว่างการย่อยสลายฟีแนนทรีน (ความเข้มข้นเริ่มต้นของฟีแนนทรีน 1000, 250 
และ 500 มิลลิกรัม/ลิตร ตามล าดับ ) ของ Sphingobium sp. PNB (Roy และคณ ะ, 2012) 
Sphingomonas sp. ZP1 (Zhao และคณะ, 2008) และ Sphingopyxis sp. PHPY (Pinyakong 
และคณะ, 2012) ในรูปที่ 5.2 กล่าวคือแบคทีเรียมีการปรับตัวต่อสภาวะที่มีฟีแนนทรีนในช่วงการ
เจริญระยะ lag จากนั้นจะเริ่มย่อยสลายฟีแนนทรีนแล้วเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วในระยะ log และเข้า
สู่ระยะ stationary ที่มีการเจริญของแบคทีเรียคงที่ เมื่อฟีแนนทรีนเหลือน้อยหรือเริ่มหมดลง โดยแต่
ละสายพันธุ์จะมีระยะเวลาของแต่ละช่วงการเจริญต่างกันดังตารางที่ 5.2 

 

 
 

รูปที่ 5.2  รูปแบบการเจริญระหว่างการย่อยสลายฟีแนนทรีนของแบคทีเรีย Sphingomonads สาย
พันธุ์อ่ืนๆ 

 
ตารางที่ 5.2  การเปรียบเทียบรูปแบบการเจริญระหว่างการย่อยสลายฟีแนนทรีนของแบคทีเรีย 
Sphingomonads 
 

Sphingomonads วันที่ของระยะการเจริญ อ้างอิง 
Lag Log Stationary 

Novosphingobium sp. PCY 0-6 6-15 15-21 งานวิจัยนี ้

Sphingomonas sp. ZP1 0-0.25 0.25-5 5-8 Zhao และคณะ, 2008 

Sphingopyxis sp. PHPY 0-3 3-9 9-18 Pinyakong และคณะ, 2012 

Sphingobium sp. PNB - 0-4 4-8 Roy และคณะ, 2012 
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5.2  ยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสอ่ืนๆ 
 

เนื่องจากการตรวจหายีนประมวลรหัสหน่วยย่อยแอลฟาของเอนไซม์ไดออกซิจีเนสของ
แบคทีเรีย Novosphingobium sp. PCY พบว่าเป็นยีนประมวลรหัสเอนไซม์ไดออกซิจีเนสจาก
แบคทีเรียแกรมบวก Mycobacterium (ข้อ 4.4) ซึ่งยังไม่พบรายงานยีนดังกล่าวในแบคทีเรีย 
Novosphingobium จึงมีความน่าสนใจที่จะตรวจหายีนประมวลรหัสเอนไซม์ไดออกซิจีเนสอ่ืนๆใน
สายพันธุ์ PCY โดยอาศัยไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อเอนไซม์ไดออกซิจีเนสที่พบในแบคทีเรียย่อยสลาย 
PAHs กลุ่ ม  Sphingomonads (bphA1f, bphA3, bphA4, bphC) และจีนั ส  Mycobacterium 
(nidA, nidB, phtAc, phtAd) ผลการเกิดผลิตภัณฑ์  PCR แสดงในตารางที่ 5.3 ซึ่งไม่พบผลิตภัณฑ์ 
PCR จากไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน bphA1f (รูปที่ จ-7) phtAc และ phtAd (รูปที่ จ-13) แต่พบ
ผลิตภัณฑ์ PCR จากไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน bphA3 (รูปที่ จ-8) bphA4 (รูปที่ จ-9) bphC (รูปที่ 
จ-10) nidA (รูปที่ จ-11) และ nidB (รูปที่ จ-12) การเปรียบเทียบยีนประมวลรหัสระบบเอนไซม์ได
ออกซิจีเนสกับแบคทีเรียในกลุ่ม Sphingomonads (ตารางที่ 5.3) แสดงให้เห็นว่าสายพันธุ์ PCY ไม่มี
ยีนประมวลรหัสหน่วยย่อยแอลฟาของเอนไซม์ไดออกซิจีเนส bphA1f ซึ่งเกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย 
PAHs ใน แ บ ค ที เ รี ย ก ลุ่ ม  Sphingomonads เช่ น  Sphingomonas yanoikuyae B1 แ ล ะ 
Novosphingobium aromaticivorans F199 (Pinyakong และคณะ, 2003a) แต่พบยีนประมวล
รหัสหน่วยย่อยแอลฟาของเอนไซม์ไพรีนไดออกซิจีเนส nidA ซึ่งไม่เคยมีรายงานว่าพบในแบคทีเรีย
กลุ่ม Sphingomonads มาก่อน แต่มีรายงานว่าเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายไพรีนและ PAHs มวล
โมเลกุลสูงในแบคทีเรียจีนัส Mycobacterium spp. (Kim และคณะ, 2007) อย่างไรก็ตาม ยีน
ประมวลรหัสเฟอร์รีดอกซิน เฟอร์รีดอกซินรีดักเทส และเอกซ์ตราไดออลไดออกซิจีเนสที่พบในสาย
พันธุ์ PCY คือ bphA3, bphA4 และ bphC ตามล าดับ ซึ่งเป็นยีนที่พบทั่วไปในแบคทีเรียกลุ่ม 
Sphingomonads ดังนั้น แม้ว่าสายพันธุ์ PCY จะมีความเหมือนกันของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 
16S rDNA กับแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads แต่ก็มียีนประมวลรหัสระบบเอนไซม์ไดออกซิ
จีเนสบางชนิดที่แตกต่างออกไป เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของโปรตีนที่ถอดรหัสมาจากยีนไดออกซิ
จีเนสที่พบในสายพันธุ์ PCY พบว่าหน่วยย่อยแอลฟาและเบตาของเทอร์มินอลไดออกซิจีเนส  (NidA 
และ NidB) ที่พบในสายพันธุ์  PCY จัดอยู่ ในกลุ่ มเดียวกันกับ  NidA ที่พบในแบคที เรียจีนั ส 
Mycobacterium spp. ซึ่งแยกออกมาจากหน่วยย่อยแอลฟาและเบตาของเทอร์มินอลไดออกซิจีเนส 
(BphA1f และ BphA2f) ที่พบในแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads (รูปที่ 5.3 a-b) ในทางตรงกัน
ข้ามเฟอร์รีดอกซิน (BphA3) และเอกซ์ตราไดออลไดออกซิจีเนส (BphC) ที่พบในสายพันธุ์ PCY จัด
อยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ BphA3 และ BphC ที่พบในแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads (รูปที่ 5.3 c 
และ e) ซึ่งแยกออกมาจากเฟอร์รีดอกซิน (PhtAc) และเอกซ์ตราไดออลไดออกซิจีเนส (PhdF) ที่พบ
ในแบคทีเรียจีนัส Mycobacterium อย่างไรก็ตาม เฟอร์รีดอกซินรีดักเทส (BphA4) ที่พบในสายพันธุ์ 
PCY จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับออกซิโดรีดักเทส (FAD dependent oxidoreductase) ของแบคทีเรีย
จีนั ส  Novosphingobium spp. เช่น  Novosphingobium sp. PP1Y และ Novosphingobium 
pentaromativorans US6-1 ซึ่งแยกออกมาจากเฟอร์รีดอกซินรีดักเทสที่พบในแบคทีเรียกลุ่ม 
Sphingomonads (BphA4) และจีนัส Mycobacterium (PhtAd) (รูปที ่5.3 d)  
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ตารางที่ 5.3  ยีนประมวลรหัสระบบเอนไซม์ไดออกซิจีเนสของ Novosphingobium sp. PCY 
เปรียบเทียบกับแบคทีเรียอื่นๆในกลุ่ม Sphingomonads  
 

ยีนประมวลรหัสเอนไซม์ไดออกซิจีเนส Sphingomonads 
PCY B1 F199 P2 US6-1 PP1Y 

ยีนไดออกซิจีเนสที่พบใน Sphingomonads 
bphA1f RHDα  - + + -* - +** 
bphA2f RHDβ NE + + NR - +** 
bphA3 Ferredoxin  + + + + (ahd) + -** 
bphA4 Reductase  + + + + (ahd) + (ahd) -** 
bphC Extradiol dioxygenase + + + + + +** 
ยีนไดออกซิจีเนสที่พบใน Mycobacterium 
nidA RHDα  + NR -* -* -** -** 
nidB RHDβ  + NR -* -* -** -** 
phtAc Ferredoxin  - NR NE -* -** -** 
phtAd Reductase  - NR NE -* -** -** 
 

PCY: Novosphingobium sp. PCY; B1: S. yanoikuyae B1 (Cunliffe แ ล ะ ค ณ ะ , 2006b); F199: N. 
aromaticivorans F199 (Romine แ ล ะค ณ ะ , 1999); P2: Sphingobium sp. P2 (Pinyakong แ ล ะค ณ ะ , 
2003b); US6-1: N. pentaromativorans US6-1 (Luo และคณ ะ , 2012a); PP1Y: Novosphingobium sp. 
PP1Y (D’Argenio และคณะ, 2011); + พบผลิตภัณฑ์ PCR ตามขนาดที่คาดหวัง; - ไม่พบผลิตภัณฑ์ PCR ตาม
ขนาดที่คาดหวัง; NE ไม่ได้ตรวจสอบ; NR ไม่มีรายงาน; * ตรวจสอบในงานวิจัยนี้โดยวิธี PCR; ** ตรวจสอบใน
งานวิจัยนี้โดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 

  
 

รูปที่ 5.3  แผนภูมิความสัมพันธ์ของ NidA (a), NidB (b), BphA3 (c), BphA4 (d) และ BphC (e) 
ของ Novosphingobium sp. PCY และโปรตีนที่เกี่ยวข้อง 
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รูปที่ 5.3  แผนภูมิความสัมพันธ์ของ NidA (a), NidB (b), BphA3 (c), BphA4 (d) และ BphC (e) 
ของ Novosphingobium sp. PCY และโปรตีนที่เกี่ยวข้อง (ต่อ) 

(ค่า Bootstrap มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์)  
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5.3  ต าแหน่งของยีน nidA และขนาดของพลาสมิด 
 

จากการพบยีนประมวลรหัสหน่วยย่อยแอลฟาของเอนไซม์ไพรีนไดออกซิจีเนสของแบคทีเรีย
แกรมบวก Mycobacterium spp. (nidA) ในแบคทีเรีย Novosphingobium sp. PCY ซึ่งยังไม่เคย
มีรายงานมาก่อน จึงมีความน่าสนใจในการตรวจสอบต าแหน่งของยีนดังกล่าว การตรวจสอบเบื้องต้น
ท าโดยอิเล็กโทรโฟรีซิสของ DNA ของสายพันธุ์ PCY เปรียบเทียบกับของ Pseudoxanthomonas 
sp. RN402 (ชุดควบคุมเชิงบวก) ที่มีรายงานการพบยีน nidA บนเมกะพลาสมิด (Klankeo และคณะ
, 2009) รูปที่  5.4 และรูปที่  จ-15 แสดงให้ เห็นว่าสายพันธุ์ PCY มีพลาสมิดอย่างน้อย 4 ชิ้น 
ประกอบด้วย เมกะพลาสมิด (megaplasmid) พลาสมิดขนาดใหญ่ (large plasmid) พลาสมิดขนาด
กลาง (medium plasmid) และพลาสมิดขนาดเล็ก (small plasmid) จากนั้นตัดแถบของ DNA 
และเมกะพลาสมิดที่พบในสายพันธุ์ PCY มาท าบริสุทธิ์ เพ่ือใช้เป็นแม่แบบในการตรวจสอบต าแหน่ง
ของยีน nidA ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ nidA-F, nidA-R ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 5.5 ซึ่งพบ
การเกิดผลิตภัณฑ์ PCR เมื่อใช้เมกะพลาสมิดบริสุทธิ์เป็นแม่แบบ 

 

 
 

รูปที่ 5.4  อิเล็กโทรโฟรีซิสของ DNA ของ Novosphingobium sp. PCY เปรียบเทียบกับของ 
Pseudoxanthomonas sp. RN402 

 

  
 

รูปที่ 5.5  การตรวจสอบต าแหน่งของยีน nidA ที่พบใน Novosphingobium sp. PCY ด้วยวิธี PCR 
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นอกจากนี้  ยั งตรวจสอบขนาดของพลาสมิดที่พบในสายพันธุ์  PCY ด้ วยวิธี  PFGE 
เปรียบเทียบกับขนาด DNA มาตรฐาน 3 ชนิด ได้แก่ ขนาด DNA มาตรฐาน lambda ladder 
(0.0485-1.2125 เมกะเบส) ขนาด DNA ของ Saccharomyces cerevisiae (0.225-2.200 เมกะ
เบส) และขนาด DNA ของ Hansenula wingei (1.05-3.13 เมกะเบส) โดยแปรผันสภาวะของ 
PFGE ให้เหมาะสมกับ DNA มาตรฐานทั้ง 3 ชนิด (รูปที่ จ-14) ได้สภาวะที่เหมาะสมดังนี้ ความ
เข้มข้นของเจล 0.9 เปอร์เซ็นต์ ความต่างศักย์ 100 โวลต์ (3 โวลต์/เซนติเมตร) มุม 106 องศา เวลา
สลับ 60-120 วินาที เป็นเวลา 36-38 ชั่วโมง ในบัฟเฟอร์ 0.5 เท่า TBE ที่ควบคุมอุณหภูมิ 14 องศา
เซลเซียส ตลอดการทดลอง ผลการตรวจสอบขนาดของพลาสมิดในสายพันธุ์ PCY แสดงดังรูปที่ 5.6 
ซึ่งพบว่าสามารถแยกเมกะพลาสมิดได้อย่างชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสธรรมดา (รูป
ที่ 5.4) อย่างไรก็ตาม ยังไม่สามารถระบุขนาดของเมกะพลาสมิดของสายพันธุ์ PCY ได้ เนื่องจากเม
กะพลาสมิดที่พบมีขนาดใหญ่กว่าขนาด DNA มาตรฐานทั้ง 3 ชนิด ขณะที่ DNA ของสายพันธุ์ PCY มี
ขนาดประมาณ 3 เมกะเบส หรือมากกว่า จากนั้นยืนยันต าแหน่งของยีน nidA ด้วยวิธีเซาท์เทิร์นไฮบริ
ไดเซชันโดยอาศัยโพรบที่สร้างขึ้นจากผลิตภัณฑ์ PCR ของไพร์เมอร์ nidA-F และ nidA-R ผลไฮบริได
เซชันแสดงในรูปที่ 5.7 พบว่าสัญญาณของการไฮบริไดเซชันด้วยโพรบ nidA อยู่บริเวณต าแหน่งของ
เมกะพลาสมิดที่พบในสายพันธุ์ PCY ซึ่งสอดคล้องกับผลการตรวจสอบต าแหน่งของยีน nidA ด้วยวิธี 
PCR (การไฮบริไดเซชันด้วยโพรบ 16S rDNA แสดงในรูปที่ จ-15) 

 

 
 

รูปที่ 5.6  การตรวจสอบขนาดของพลาสมิดที่พบใน Novosphingobium sp. PCY ด้วยวิธี PFGE 
 

งานวิจัยของ Basta และคณะ (2004) ตรวจสอบพลาสมิดด้วยวิธี PFGE ในแบคทีเรียจีนัส 
Sphingomonas spp. ที่มีความสามารถในการย่อยสลายสารพิษทั้งหมด 17 สายพันธุ์ พบว่าเกือบ
ทุกสายพันธุ์มีพลาสมิดขนาด 50-500 กิโลเบส จ านวน 2-5 พลาสมิด ส่วนใหญ่เป็นรูปวงกลม 
(circular plasmids) และยังพบว่าพลาสมิดเหล่านี้สามารถถ่ายเทไปยังแบคทีเรียภายในแฟมิลี่ 
Sphingomonadaceae แต่ ไม่ ส าม ารถถ่ าย เท ไป ยั งแบ คที เรี ย กลุ่ ม อ่ื น น อก เห นื อ แฟ มิ ลี่ 
Sphingomonadaceae ได้ นอกจากนี้เทคนิคเซาท์เทิร์นไฮบริไดเซชันยังแสดงให้เห็นต าแหน่งของยีน
ไดออกซิจีเนสบนพลาสมิดของ Sphingomonas บางสายพันธุ์อีกด้วย เช่นเดียวกันกับงานวิจัยอื่นๆที่
พบยีนไดออกซิจีเนสบนพลาสมิดของแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads เช่น ยีนที่เกี่ยวข้องกับการ
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ย่อยสลาย PAHs บนพลาสมิด pNL1 ของ N. aromaticivorans F199 (Romine และคณะ, 1999) 
ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายแนพธาลีน/ฟีแนนทรีนบนพลาสมิด pKS14 ของ Sphingomonas 
sp. KS14 (Cho และ Kim, 2001) ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายฟีแนนทรีนบนพลาสมิด pZL ของ 
Sphingomonas sp. ZL5 (Liu และคณะ, 2004) ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารประกอบอะโร
มาติกบนพลาสมิด pSKY4 ของ Sphingobium sp. HV3 (Sipilä และคณะ, 2010) ยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การย่อยสลาย PAHs มวลโมเลกุลสูงบนพลาสมิด pLA1 ของ N. pentaromativorans US6-1 (Luo 
และคณะ, 2012a) 

 

 
 

รูปที่ 5.7  การตรวจสอบต าแหน่งของยีน nidA ที่พบใน Novosphingobium sp. PCY ด้วยวิธีเซาท์
เทิร์นไฮบริไดเซชัน 

 
ในงานวิจัยนี้ยังไม่สามารถระบุขนาดของเมกะพลาสมิด พลาสมิดขนาดใหญ่และ DNA ของ

สายพันธุ์ PCY ได้อย่างแน่ชัด เนื่องจากช่วงของขนาด DNA มาตรฐานไม่ครอบคลุม การเปรียบเทียบ
ขนาดของจีโนมของแบคทีเรียจีนัส Novosphingobium ที่มีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ใน
ตารางที่ 5.4 พบว่าจีโนมของแบคทีเรียจีนัสนี้มีขนาดประมาณ 3.5-5.0 เมกะเบส และมีปริมาณ G+C 
สูงประมาณ 61-65 เปอร์เซ็นต์ จึงอาจใช้ DNA มาตรฐานที่มีขนาดครอบคลุม เช่น DNA มาตรฐาน
ของ Schizosaccharomyces pombe (1.6-5.7 เมกะเบส) ในการตรวจสอบด้วยวิธี PFGE ครั้ง
ต่อไป อย่างไรก็ตาม สามารถประเมินขนาดของพลาสมิดขนาดกลางและพลาสมิดขนาดเล็กที่พบใน
สายพันธุ์ PCY ได้จากรูปที่ จ-15 ซึ่งมีขนาดประมาณ 1,880 และ 1,300 เบส ตามล าดับ นอกจากนี้ 
เทคนิค PCR และเซาท์เทิร์นไฮบริไดเซชัน ยังยืนยันต าแหน่งของยีน nidA บนเมกะพลาสมิดที่พบใน
สายพันธุ์ PCY ซึ่งจะท าให้ทราบถึงวิวัฒนาการทางจีโนมของแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads ต่อไป 

 
 
 
 
 
      



129 

 

ตารางที่ 5.4  ขนาดจีโนมของแบคทีเรียจีนัส Novosphingobium ที่มีความสามารถในการย่อย
สลาย PAHs 
 

Novosphingobium ขนาดจีโนม (bp) G+C (%) พลาสมิด อ้างอิง 
N. pentaromativorans 
US6-1 

5,096,413 61.10 
 

2 plasmids 
- 188,476 bp* 
- 60,085 bp 

Luo และคณะ, 
2012a 

Novosphingobium sp. 
PP1Y 

3,911,486 61.70 3 plasmids 
- 1,161,602 bp 
- 192,103 bp 
- 48,714 bp 

D’Argenio และ
คณะ, 2011 

N. aromaticivorans 
DSM 12444 (F199) 

3,561,584 65.15 2 plasmids 
- 487,268 bp 
- 184,462 bp* 

Unpublished 

N. indicum H25  62.00  Yuan และคณะ, 
2009 

N.  naphthalenivorans 
DSM 18518 

 64.60  Suzuki และ 
Hiraishi, 2007 

N. taihuense T3-B9  63.30  Liu และคณะ, 
2005 

 

* ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารพิษส่วนใหญ่ตั้งอยู่บนพลาสมิดนี้ 
 
5.4  การหายไปของเมกะพลาสมิดต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีน 

 

การมีอยู่ของยีน nidA บนเมกะพลาสมิดในแบคทีเรีย Novosphingobium sp. PCY ซึ่ง
ไม่ใช่ยีนที่พบโดยทั่วไปในแบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads จึงอาจท าให้มีความเสถียรของการด ารง
อยู่ของยีนต่ าในสายพันธุ์ PCY ดังนั้นจึงประเมินการหายไปของเมกะพลาสมิดต่อประสิทธิภาพการ
ย่อยสลายไพรีนของสายพันธุ์ PCY ด้วยการก าจัดเมกะพลาสมิดในสายพันธุ์ PCY โดยการเลี้ยงเชื้อบน
อาหารที่มีสารอาหารอุดมสมบูรณ์อย่างต่อเนื่องเป็นเวลา 10 ครั้ง สายพันธุ์ที่ผ่านการเลี้ยงเชื้อแต่ละ
ครั้งถูกก าหนดรหัสเป็นสายพันธุ์ cPCY1 ถึง cPCY10 จากนั้นสายพันธุ์ cPCY10 ถูกน ามาตรวจสอบ
การคงอยู่ของเมกะพลาสมิดและยีนไดออกซิจีเนสต่างๆเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ PCY ผลการทดลอง
แสดงให้เห็นการหายไปของพลาสมิด 3 ชิ้น ได้แก่ พลาสมิดขนาดกลาง พลาสมิดขนาดใหญ่ และเม
กะพลาสมิด และพบการลดลงของพลาสมิดขนาดเล็กในสายพันธุ์ cPCY10 (รูปที่ 5.8) นอกจากนี้ ยัง
พบการหายไปของยีนหน่วยย่อยแอลฟาและหน่วยย่อยเบตาของเอนไซม์ไดออกซิจีเนส (nidA และ 
nidB) ในสายพันธุ์ cPCY10 ด้วย (รูปที่ 5.9 a) ในขณะที่ยีนไดออกซิจีเนสอ่ืนๆที่เดิมพบในสายพันธุ์ 
PCY และเป็นยีนที่พบทั่วไปในแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs กลุ่ม Sphingomonads ได้แก่ bphA3, 
bphA4 และ bphC ยังคงพบในสายพันธุ์ cPCY10 (รูปที่ 5.9 b)  
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รูปที่ 5.8  การตรวจสอบพลาสมิดของ Novosphingobium sp. PCY และ cPCY10 
 

 
 

   
 

รูปที่ 5.9  การตรวจสอบยีนไดออกซิจีเนสของ Novosphingobium sp. PCY และ cPCY10 
 
นอกจากนี้ สายพันธุ์ cPCY1 ถึง cPCY10 ถูกน ามาตรวจสอบเปอร์เซ็นต์การหายไปของเม

กะพลาสมิดเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ PCY โดยประเมินจากจ านวนโคโลนีสร้างโซนใสบนอาหารแข็ง 
CFMM ที่พ่นทับด้วยไพรีน ผลการตรวจสอบแสดงในตารางที่ 5.5 พบว่าการเลี้ยงสายพันธุ์ PCY บน
อาหารที่มีสารอาหารอุดมสมบูรณ์แม้เพียงครั้งเดียว ท าให้มีจ านวนเซลล์ที่มีการหายไปของพลาสมิด
ประมาณ 36 เปอร์เซ็นต์ หากเลี้ยงเชื้ออย่างต่อเนื่องบนอาหารดังกล่าวจะท าให้จ านวนเซลล์ที่มีการ
หายไปของพลาสมิดสูงขึ้นเรื่อยๆ จนกระทั่งเมื่อเลี้ยงเชื้อเป็นจ านวนมากกว่า 4 ครั้ง จ านวนเซลล์ที่มี
การหายไปของพลาสมิดจะสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ ผลของเปอร์เซ็นต์พลาสมิดที่หายไปนี้มีความ
สอดคล้องกับการประเมินความสามารถในการย่อยสลายไพรีนของแต่ละสายพันธุ์ cPCY เปรียบเทียบ
กับสายพันธุ์ PCY ดังรูปที่ 5.10 โดยสายพันธุ์ cPCY1, cPCY2 และ cPCY3 ยังคงมีประสิทธิภาพการ
ย่อยสลายไพรีนเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ PCY ในขณะที่สายพันธุ์ cPCY4 ถึง cPCY10 นั้น ไม่พบ
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การย่อยสลายไพรีน ซึ่งสังเกตจากอนุภาคไพรีนที่ยังเหลืออยู่ในหลอดทดลองเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุมปราศจากเชื้อ (abiotic)  

 
ตารางท่ี 5.5  เปอร์เซ็นต์พลาสมิดที่หายไปของ Novosphingobium sp. สายพันธุ์ต่างๆ 
 

Novosphingobium sp. จ านวนโคโลนีสร้างโซนใส เปอร์เซ็นต์พลาสมิดที่หายไป 
PCY 39.0 ± 4.0  0.0 ± 0.0  (a) 
cPCY1 25.0 ± 2.0  35.9 ± 5.1 (b) 
cPCY2 21.7 ± 6.1  44.4 ± 15.7 (b) 
cPCY3 16.7 ± 5.5  57.2 ± 14.1 (b) 
cPCY4 14.0 ± 1.0  64.1 ± 2.6 (b) 
cPCY5 1.3 ± 1.5  96.7 ± 3.9 (c) 
cPCY6 1.0 ± 0.0  97.4 ± 0.0 (c) 
cPCY7 0.0 ± 0.0  100.0 ± 0.0 (c) 
cPCY8 0.0 ± 0.0  100.0 ± 0.0 (c) 
cPCY9 0.0 ± 0.0  100.0 ± 0.0 (c) 
cPCY10 0.0 ± 0.0  100.0 ± 0.0 (c) 

 

a-c แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 (p value = 0.05) วิเคราะห์โดย
โปรแกรม ANOVA 

 

 
 

รูปที่ 5.10  ประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนของ Novosphingobium sp. PCY และ cPCY1 ถึง 
cPCY10 

 
งานวิจัยก่อนหน้ารายงานการศึกษาความเกี่ยวข้องของพลาสมิดต่อความสามารถในการย่อย

สลาย PAHs ของแบคทีเรียด้วยวิธีพลาสมิดคิวริ่ง ซึ่งสามารถท าได้หลายวิธี ตัวอย่างงานวิจัยของ Cho 
และ Kim (2001) แสดงให้เห็นว่าพลาสมิด pKS14 ขนาด 500,000 เบส เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย 
PAHs ของแบคทีเรีย Sphingomonas sp. KS14 ด้วยการท าพลาสมิดคิวริ่งโดยใช้ไมโตมัยซินซี 
(mitomycin C) เข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร งานวิจัยของ Coral และ Karagoz (2005) พบว่า 
พลาสมิด pARP1 ขนาด 26,000 เบส เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายฟีแนนทรีนของแบคที เรีย 
Pseudomonas spp. ARP26 และ ARP28 ด้วยการท าพลาสมิดคิวริ่งโดยใช้เอธิเดียมโบรไมด์เข้มข้น 
500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร งานวิจัยของ Igwo-Ezikpe และคณะ (2008) รายงานความสามารถในการ
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ย่อยสลายฟลูออแรนทีนและไพรีนของแบคทีเรีย 5 สายพันธุ์ ว่ามีความเกี่ยวข้องกับพลาสมิดขนาด
ใหญ่ ด้ วยการท าพลาสมิดคิวริ่ งโดยใช้  SDS งานวิจัยของ Kumar และคณะ  (2010) พบว่า
ความสามารถในการย่อยสลายแอนทราซีนเกี่ยวข้องกับพลาสมิดที่พบในแบคทีเรีย Pseudomonas 
sp. E ด้วยการท าพลาสมิดคิวริ่งโดยใช้อะคริดีนออเร้นจ์ (acridine orange) เข้มข้น 50 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้ ท าพลาสมิดคิวริ่งด้วยการเลี้ยงเชื้อ
ต่อเนื่องในอาหารที่มีสารอาหารอุดมสมบูรณ์แทนการใช้สารเคมีหรือยาปฏิชีวนะ ซึ่งอาจมีผลกระทบ
ต่อการอยู่รอดของแบคทีเรียได ้

นอกจากนี้ งานวิจัยของ Ma และคณะ (2006) แสดงให้เห็นว่ายีน ndo ที่ตั้งอยู่บนพลาสมิด
เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายแนพธาลีนของแบคทีเรีย Pseudomonas ด้วยพลาสมิดคิวริ่งโดยใช้ SDS 
เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ แล้วตรวจสอบยีน ndo ในสายพันธุ์ที่ผ่านพลาสมิดคิวริ่งด้วยวิธี PCR และ
งานวิจัยของ Lin และคณะ (2012) ท าพลาสมิดคิวริ่งของแบคทีเรียย่อยสลายแนพธาลีน Gordonia 
sp. CC-NAPH129-6 ด้วยเอธิเดียมโบรไมด์เข้มข้น 0.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แล้วตรวจสอบการมีอยู่
ของพลาสมิดโดย PFGE พบว่าสายพันธุ์ CC-NAPH129-6 มีพลาสมิด 2 ชิ้น ได้แก่ พลาสมิดขนาดเล็ก 
(ขนาดประมาณ 97,000 เบส) และพลาสมิดขนาดใหญ่ (อยู่ระหว่าง 145,500 และ 194,000 เบส) 
อย่างไรก็ตาม พบการหายไปของพลาสมิดขนาดเล็กในสายพันธุ์ที่ผ่านการท าพลาสมิดคิวริ่ง 
เช่นเดียวกันกับความสามารถในการย่อยสลายแนพธาลีนที่หายไป และเมื่อท าเซาท์เทิร์นไฮบริไดเซชัน
ด้วยโพรบที่จ าเพาะต่อยีนย่อยสลายแนพธาลีน (ndo) พบว่าเกิดสัญญาณของการไฮบริไดเซชัน
บริเวณพลาสมิดขนาดเล็ก 

งานวิจัยของ Mallick และคณะ (2007) ศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายฟีแนนทรีน 
ของแบคทีเรีย Staphylococcus sp. PN/Y ซึ่งถูกคัดแยกมาจากดินปนเปื้อนปิโตรเลียม และไม่เคยมี
รายงานเกี่ยวกับการย่อยสลายฟีแนนทรีนในแบคทีเรียจีนัส Staphylococcus มาก่อน ผลการ
ทดลองของ PFGE แสดงให้เห็นว่าสายพันธุ์ PN/Y มีพลาสมิด pPHN ขนาดประมาณ 112,000 เบส 
และหลังจากการท าพลาสมิดคิวริ่งด้วยอะคริดีนออเร้นจ์เข้มข้น 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบการ
หายไปของพลาสมิด pPHN เช่นเดียวกันกับการหายไปของความสามารถในการย่อยสลายฟีแนนทรีน 
จึงสันนิษฐานว่า ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายฟีแนนทรีนของสายพันธุ์ PN/Y ตั้งอยู่บนพลาสมิด 
pPHN อีกทั้งความสามารถในการย่อยสลายฟีแนนทรีนของสายพันธุ์ PN/Y อาจเกิดจากการได้รับยีน
ย่อยสลายฟีแนนทรีนจากแบคทีเรียชนิดอื่น เพ่ือปรับตัวให้เหมาะสมกับสภาพแวดล้อมที่อาศัยอยู่ 

ในท านองเดียวกัน การหายไปของทั้งเมกะพลาสมิดที่มียีน nidA และความสามารถในการ
ย่อยสลายไพรีนของสายพันธุ์ PCY ท าให้สมมติฐานได้ว่ายีนดังกล่าวน่าจะมีบทบาทเกี่ยวข้องกับการ
ย่อยสลายไพรีนในสายพันธุ์ PCY นอกจากนี้ ยีน nidA ยังถูกพบว่าตั้งอยู่ระหว่างยีนที่สามารถ
เคลื่ อนที่ ได้  (mobile genetic elements) เช่ น  อินที เกรส  ( integrases) และทราน โพ เซส 
(transposases) เป็นต้น จึงท าให้ยีนดังกล่าวสามารถเคลื่อนที่หรือถ่ายโอนไปยังแบคทีเรียชนิด
เดียวกันหรือต่างชนิดได้ (Debruyn และคณะ, 2012) อีกทั้งยังไม่เคยมีรายงานการพบยีน nidA ใน
แบคทีเรียจีนัส Novosphingobium หรือแม้แต่แบคทีเรียกลุ่ม Sphingomonads มาก่อน จึงมีความ
เป็นไปได้ว่าความสามารถในการย่อยสลายไพรีนของสายพันธุ์ PCY อาจเกิดจากการได้รับยีน nidA 
จากแบคทีเรียชนิดอื่นหรือจากสิ่งแวดล้อมที่อาศัยอยู่  
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5.5  บทบาทของยีน nidA ในการย่อยสลายไพรีน 
 

จากสมมติฐานว่ายีน nidA น่าจะมีบทบาทเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายไพรีนของแบคทีเรีย 
Novosphingobium sp. PCY จึงตรวจสอบการแสดงออกของยีนดังกล่าวด้วยวิธี RT-PCR จาก
สภาวะเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่มีแหล่งคาร์บอนต่างกันคือไพรีนและซูโครส ผลของผลิตภัณฑ์ PCR 
แสดงในรูปที่ 5.11 a พบว่าเกิดผลิตภัณฑ์ PCR เมื่อใช้แม่แบบ cDNA ของสายพันธุ์ PCY ทุกชุดการ
ทดลองในวันที่ 0 และเมื่อใช้แม่แบบ cDNA ของสายพันธุ์ PCY เลี้ยงในอาหารเหลวที่มีไพรีนเป็น
แหล่งคาร์บอนในวันที่ 2 และ 5 โดยมีความเข้มของแถบผลิตภัณฑ์ลดลง ในขณะที่ไม่พบผลิตภัณฑ์ 
PCR ของสายพันธุ์ PCY เลี้ยงในอาหารเหลวที่มีซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนในวันที่ 2 และ 5 และเม่ือใช้
แม่แบบ RNA ของทุกชุดการทดลอง ซึ่งแสดงให้เห็นถึงการไม่ปนเปื้อน DNA ใน RNA ที่สกัดได้ (รูปที่ 
จ-16 แสดงอิเล็กโทรโฟรีซิสของ RNA ที่สกัดได้)  

ผลการเกิดผลิตภัณฑ์ PCR แสดงให้เห็นว่าเมื่อก าหนดความเข้มข้นของ RNA ให้เท่ากันจนได้
ความเข้มของผลิตภัณฑ์ 16S rRNA เท่ากันแล้ว (รูปที่  จ-17) ยีน nidA ของสายพันธุ์ PCY จะ
แสดงออกเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีไพรีนเป็นแหล่งคาร์บอน โดยการแสดงออกของยีนลดลงเมื่อปริมาณ
ไพรีนเหลือน้อยลง ดังรูปที่ 5.11 b จะเห็นได้ว่า ณ วันที่ 5 มีปริมาณไพรีนในขวดทดลองน้อยกว่า
วันที่ 2 อีกทั้งยังไม่พบการแสดงออกของยีน nidA เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน 
ดังนั้นจึงสรุปได้ว่ายีน nidA มีบทบาทส าคัญต่อการย่อยสลายไพรีนในสายพันธุ์ PCY อย่างไรก็ตาม 
พบการแสดงออกของยีน nidA ในทุกชุดการทดลอง ณ วันที่ 0 ซึ่งมีความเป็นไปได้ว่ายีนดังกล่าว
ยังคงแสดงออกจากการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีไพรีนเป็นแหล่งคาร์บอนก่อนการเตรียมหัวเชื้อ 

 

 
 

รูปที่ 5.11  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน nidA ของ Novosphingobium sp. PCY ด้วยวิธี 
RT-PCR (a) เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีไพรีนและซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียว (b) 
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งานวิจัยของ Alemayehu และคณะ (2004) ศึกษาบทบาทของยีนอินโดลไดออกซิจีเนส 
(indole dioxygenase; idoA) ที่ พบบน โครโม โซมของแบคที เรียย่ อยสลายฟลูออแรนที น 
Pseudomonas alcaligenes PA-10 ด้วยวิธียีนดิสรัปชัน (gene disruption) และตรวจหาสาย
พันธุ์กลาย (mutants) จากการสูญเสียความสามารถในการเปลี่ยนอินโดลเป็นอินดิโก (indigo) พบว่า
สายพันธุ์กลายไม่มีความสามารถในการย่อยสลายฟลูออแรนทีน ดังนั้นยีน idoA จึงมีความส าคัญต่อ
การย่อยสลายฟลูออแรนทีนของสายพันธุ์ PA-10 นอกจากนี้ ผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี RT-PCR พบว่า
ยีน idoA มีการแสดงออกตลอดเวลา (constitutive expression) แม้ว่าจะกระตุ้นด้วยสารใดๆก็ตาม 
งานวิ จั ยของ Pagnout และคณ ะ (2007) ศึ กษ าบทบาทของยี น  phdAB ของแบคที เรี ย 
Mycobacterium sp. SNP11 ที่มีความสามารถในการย่อยสลายไพรีน ฟลูออแรนทีน ฟีแนนทรีน 
และฟลูออรีน โดยการไลเกทยีนดังกล่าวเข้าสู่เวกเตอร์และทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์ พลาสมิดที่ได้
เข้าสู่แบคทีเรีย Mycobacterium smegmatis mc2155 พบว่าสายพันธุ์ทรานสฟอร์แมนท์ที่ได้รับรี
คอมบิแนนท์พลาสมิด มีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ขึ้นมา งานวิจัยของ Singleton และ
คณะ (2009) ตรวจสอบบทบาทของยีน phnAcBC ในแบคทีเรีย Acidovorax sp. NA3 ด้วยวิธี RT-
PCR เมื่อแปรผันชนิดของแหล่งคาร์บอนต่างๆ ได้แก่ เมทานอล แนพธาลีน ฟีแนนทรีน ไพรีน ไครซีน 
ฟลูออแรนทีน เบนซ์[เอ]แอนทราซีน เบนโซ[เอ]ไพรีน ซาลิไซเลท และพทาเลท ซึ่งพบการแสดงออก
ของยีนเมื่อเลี้ยงเชื้อด้วยฟีแนนทรีนและแนพธาลีนเท่านั้น โดยการแสดงออกของยีน phnAcBC ใน
อาหารที่มีฟีแนนทรีนสูงกว่าในอาหารที่มีแนพธาลีนประมาณ 2 เท่า และงานวิจัยของ Lin และคณะ 
(2012) ตรวจสอบบทบาทของยีน narAaBC ในแบคทีเรีย Gordonia sp. CC-NAPH129-6 ด้วยวิธี 
RT-PCR เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีแนพธาลีนเข้มข้น 30 มิลลิกรัม/ลิตร หรือกลูโคสเข้มข้น 10 
เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอน ผลการแสดงออกของยีนพบว่าเมื่อปรับความเข้มข้นของ RNA ให้
เท่ากันจนได้ความเข้มของผลิตภัณฑ์ 16S rRNA เท่ากันแล้ว การแสดงออกของยีน narAaBC จะถูก
กระตุ้นเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีแนพธาลีน อย่างไรก็ตาม ยังพบการแสดงออกของยีน narAa เมื่อเลี้ยง
ในอาหารที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน แต่ปริมาณการแสดงออกน้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับเลี้ยงใน
อาหารที่มีแนพธาลีนเป็นแหล่งคาร์บอน สังเกตจากความเข้มของแถบผลิตภัณฑ์ที่ได้ 

 

5.6  ประสิทธิภาพการย่อยสลายสารผสมของไพรีนและอะลิฟาติก 
 

เนื่องจากสภาวะการปนเปื้อน PAHs ในธรรมชาติ มักมีสาเหตุจากการปนเปื้อนน้ ามันหรือ
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน สารดังกล่าวล้วนมีองค์ประกอบอ่ืนที่สามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้ง่าย
กว่า PAHs เช่น อัลเคน โดยเฉพาะอย่างยิ่งอัลเคนขนาดกลางที่มีจ านวนคาร์บอนประมาณ 10-22 
อ ะ ต อ ม  (USEPA, 2003; Liu แ ล ะ ค ณ ะ , 2012b) ดั ง นั้ น ก า ร ป ร ะ ยุ ก ต์ ใ ช้ แ บ ค ที เ รี ย 
Novosphingobium sp. PCY เป็นหัวเชื้อในการบ าบัดดินปนเปื้อน จึงควรทดสอบความสามารถใน
การย่อยสลายอะลิฟาติกของสายพันธุ์ PCY เพ่ือเป็นข้อมูลในการประเมินผลของอะลิฟาติกต่อการ
ย่อยสลายไพรีนของสายพันธุ์ดังกล่าวได้ อะลิฟาติกท่ีใช้ทดสอบในงานวิจัยนี้คือเตตระเดกเคน (จ านวน
คาร์บอน 14 อะตอม) และเฮกซะเดกเคน (จ านวนคาร์บอน 16 อะตอม) ซี่งถูกจัดเป็นตัวแทนของอะ
ลิฟาติกในน้ ามันดีเซลและก๊าซโซลีน เนื่องจากเป็นชนิดที่พบมากในน้ ามันดีเซลที่นิยมใช้เป็นเชื้อเพลิง
ในกิจวัตรประจ าวันของมนุษย์ (Prince และ Douglas, 2010; Villa และคณะ, 2010) ความสามารถ
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ในการย่อยสลายอะลิฟาติกและสารผสมของอะลิฟาติกกับไพรีนของสายพันธุ์ PCY แสดงในตารางที่ 
5.6 พบว่าสายพันธุ์ PCY สามารถย่อยสลายเตตระเดกเคนและเฮกซะเดกเคนความเข้มข้นเริ่มต้นชนิด
ละ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 67 และ 30 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 10 วัน ตามล าดับ และสามารถย่อย
สลายไพรีนความเข้มข้นเริ่มต้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 86 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 10 วัน นอกจากนี้ ใน
ชุดการทดลองที่มีสารผสมของไพรีนและเตตระเดกเคนหรือเฮกซะเดกเคน ประสิทธิภาพการย่อย
สลายของสารทั้งสองเพ่ิมข้ึนเล็กน้อย กล่าวคือชุดสารผสมของไพรีนและเตตระเดกเคน สายพันธุ์ PCY 
สามารถย่อยสลายไพรีนและเตตระเดกเคนได้ 92 และ 74 เปอร์เซ็นต์ และชุดสารผสมของไพรีนและ
เฮกซะเดกเคน สายพันธุ์ PCY สามารถย่อยสลายไพรีนและเฮกซะเดกเคนได้ 89 และ 34 เปอร์เซ็นต์ 
ในเวลา 10 วัน 

 
ตารางท่ี 5.6  ประสิทธิภาพการย่อยสลายอะลิฟาติกและไพรีนของ Novosphingobium sp. PCY 

 

สาร จ านวนแบคทีเรีย (CFU/มล.)* การย่อยสลายสาร (%) 
วันที่ 10 วันที่ 20 วันที่ 10 วันที่ 20 

เตตระเดกเคน 1.80 x 106  
± 0.62 

1.83 x 106  
± 0.38 

67.2 ± 12.4 94.8 ± 8.2 

เฮกซะเดกเคน 1.53 x 106  
± 0.55 

8.33 x 105  
± 1.53 

30.5 ± 5.1 31.0 ± 1.8 

ไพรีน 2.27 x 106  
± 1.36 

4.00 x 105  
± 1.73 

85.9 ± 9.6 99.0 ± 0.3 

เตตระเดกเคน 
+ ไพรีน 

เตตระเดกเคน 1.40 x 106  
± 0.96 

1.10 x 106  
± 0.46 

74.1 ± 11.5 100.0 ± 0.01 
ไพรีน 91.9 ± 2.4 99.8 ± 0.03 

เฮกซะเดกเคน 
+ ไพรีน 

เฮกซะเดกเคน 4.33 x 105  
± 4.16 

6.67 x 105  
± 1.53 

34.1 ± 10.9 39.1 ± 6.0 
ไพรีน 89.4 ± 0.5 99.9 ± 0.02 

 

* จ านวนแบคทีเรียเริ่มต้น 2.22 x 106 CFU/มิลลิลิตร และจ านวนแบคทีเรียในชุดควบคุมการเจริญ (ไม่เติมสาร) ณ 
วันท่ี 10 และ 20 เท่ากับ 6.00±2.64 x 105 และ 2.73±0.31 x 105 CFU/มิลลิลิตร  

 
แบคทีเรียแกรมบวกจีนัส Acinetobacter และ Rhodococcus และแบคทีเรียแกรมลบจีนัส 

Pseudomonas เป็นแบคทีเรียจีนัสหลักๆที่มีรายงานการย่อยสลายอัลเคนโดยเฉพาะอย่างยิ่งเฮกซะ
เดกเคน (ตารางที่  5.7) ในขณะที่ความสามารถในการย่อยสลายอัลเคนของแบคที เรียกลุ่ม 
Sphingomonads ยังคงมีรายงานไม่มากนัก เช่น Sphingomonas paucimobilis DSM 1098 ที่
สามารถย่อยสลายเฮกซะเดกเคน  (Vomberg และ Klinner, 2000) อย่างไรก็ตาม งานวิจัยของ 
Notomista และคณะ (2011) แสดงให้เห็นว่า Novosphingobium sp. PP1Y ไม่สามารถเจริญโดย
ใช้อัลเคนเป็นแหล่งคาร์บอนได้ แต่สามารถย่อยสลายน้ ามันดีเซลและน้ ามันเชื้อเพลิงได้ 

งานวิจัยของ Feitkenhauer และคณะ (2003) ศึกษาผลของเฮกซะเดกต่อการย่อยสลาย 
PAHs 4 ชนิด ของแบคที เรีย Thermus brockii sp. Hamburg พบว่าเมื่อ เวลาผ่านไป 3 วัน 
แบคทีเรียดังกล่าวสามารถย่อยสลายอะซีแนพธีนและฟลูออแรนทีนความเข้มข้นเริ่มต้นชนิดละ 60 
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มิลลิกรัม/ลิตร ได้อย่างสมบูรณ์ และสามารถย่อยสลายไพรีนและเบนโซ [อี]ไพรีนความเข้มข้นเริ่มต้น
ชนิดละ 30 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 57 และ 40 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ จากนั้นทดสอบการย่อยสลายสาร
ผสมระหว่างเฮกซะเดกเคนและไพรีน พบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 36 ชั่วโมง สามารถย่อยสลายเฮกซะเดก
เคนความเข้มข้นเริ่มต้น 800 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 16.5 กรัม และไพรีนความเข้มข้นเริ่มต้น 40 
มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 0.7 กรัม จึงสรุปว่าเฮกซะเดกเคนไม่มีผลยับยั้งการย่อยสลาย PAHs ของสายพันธุ์นี้ 
อีกท้ังยังช่วยส่งเสริมการย่อยสลายไพรีนโดยเพิ่มการละลายของไพรีนในเฮกซะเดกเคนด้วย ในท านอง
เดียวกัน สายพันธุ์ PCY สามารถย่อยสลายอะลิฟาติกชนิดที่ทดสอบได้ อีกทั้งการมีอยู่ร่วมกันของอะ
ลิฟาติกและไพรีน ยังช่วยส่งเสริมการย่อยสลายของสารทั้งสองชนิดอีกด้วย 

 
5.7  ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอะลิฟาติก 

 

จากความสามารถของแบคทีเรีย Novosphingobium sp. PCY ในการย่อยสลายอะลิฟาติก
ขนาดกลางชนิดที่พบมากในน้ ามันดีเซล จึงมีความน่าสนใจในการตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อย
สลายอะลิฟาติกในสายพันธุ์ PCY ด้วยวิธี PCR โดยใช้คู่ไพร์เมอร์จ าเพาะต่อยีนที่เกี่ยวข้องกับขั้นแรก
ของการย่อยสลายอัลเคน ผลการเกิดผลิตภัณฑ์ PCR ของสายพันธุ์ PCY แสดงในตารางที่ 5.8 (รูปที่ 
จ-18) ซึ่งพบเพียงผลิตภัณฑ์ PCR จากไพร์เมอร์ Alk-3F, Alk-3R ที่จ าเพาะต่อยีน alkB1 

ยีนที่มีบทบาทส าคัญในขั้นตอนแรกของการย่อยสลายอัลเคน คือ ยีนอัลเคนโมโนออกซิจีเนส 
(alkane monooxygenase) แบ่งออกเป็นหลายประเภทตามชนิดของแบคทีเรียที่พบและชนิด
ของอัลเคนที่สามารถย่อยสลายได้  (Rojo, 2009) ได้แก่ ยีนไซโตโครม P450 โมโนออกซิจีเนส 
(cytochrome P450 monooxygenase; CYP153) เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอัลเคนขนาดเล็ก ซึ่ง
อาศัยระบบขนส่งอิเล็กตรอนที่ประกอบด้วยเฟอร์รีดอกซิน (ferredoxin) และเฟอร์รีดอกซินรีดักเทส 
(ferredoxin reductase) เช่น CYP153 ของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. EB104 ที่สามารถย่อย
สลายอัลเคนที่มีจ านวนคาร์บอน 6-11 อะตอม (Maier และคณะ, 2001) CYP153A16 ของแบคทีเรีย 
Mycobacterium marinum ที่สามารถย่อยสลายอัลเคนที่มีจ านวนคาร์บอน 5-12 อะตอม (Scheps 
และคณะ, 2011) CYP153C1 ของแบคทีเรีย Novosphingobium aromaticivorans DSM 12444 
ที่สามารถย่อยสลายอัลเคนที่มีจ านวนคาร์บอน 7-9 อะตอม (Zhou และคณะ, 2011) ยีนอัลเคนโมโน
ออกซิจีเนส (integral-membrane non-heme diiron monooxygenase; alkB) เกี่ยวข้องกับการ
ย่อยสลายอัลเคนขนาดเล็กถึงกลาง ซึ่งอาศัยระบบขนส่งอิเล็กตรอนที่ประกอบด้วยรูบรีดอกซิน 
(rubredoxin; AlkG) และรูบรีดอกซินรีดักเทส (rubredoxin reductase; AlkT) (รูปที่ 5.12) ทั้งยัง
ได้รับการศึกษายีนดังกล่าวอย่างกว้างขวางในแบคทีเรีย Pseudomonas putida GPo1 ที่สามารถ
ย่อยสลายอัลเคนที่มีจ านวนคาร์บอน 5-13 อะตอม (Beilen และคณะ, 2001) และยีน alkB ของ
แบคทีเรียอ่ืนๆ เช่น Sphingomonas paucimobilis DSM 1098 ที่สามารถย่อยสลายเฮกซะเดกเคน 
(Vomberg และ Klinner, 2000) Mycobacterium austroafricanum IFP 2012 ที่สามารถย่อย
สลายอัลเคนที่มีจ านวนคาร์บอน 2-16 อะตอม (Ferreira และคณะ, 2007) ยีนอัลเคนไฮดรอกซิเลส 
(alkane hydroxylase; alkM) ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอัลเคนขนาดกลางถึงใหญ่ (จ านวน
คาร์บอน 10-20 อะตอม) ของแบคทีเรีย Acinetobacter spp. (Mara และคณะ, 2012) ยีนฟลาวิน- 
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ตารางท่ี 5.7  ประสิทธิภาพการย่อยสลายเตตระเดกเคนและเฮกซะเดกเคนของแบคทีเรียในรายงานวิจัยก่อนหน้า 
 

แบคทีเรีย เตตระเดกเคน เฮกซะเดกเคน เวลา 
(วัน) 

อ้างอิง 
ความเข้มข้น 
(มก./ล.) 

การย่อย
สลาย (%) 

ความเข้มข้น 
(มก./ล.) 

การย่อย
สลาย (%) 

Acinetobacter sp. B2-2 - - 3,850 (0.5%) 90 2 Espeche และคณะ, 1994 

Acinetobacter sp. A3 3,780 (0.5%) 65 - - 3 Hanson และ Desai, 1996 

Pseudomonas aeruginosa  - - 3,850 (0.5%) 76 13 Chayabutra และ Ju, 2000 

Mycobacterium austroafricanum GTI-23 - - 25,000 26 24 Bogan และคณะ, 2003 

Rhodococcus sp. OI-NR-LI 
Corynebacterium sp. T2W 

- - 40 
32 

99 
99 

5 
3 

McGowan และคณะ, 2004 

Pseudomonas putida 
Rhodococcus erythroplolis 
Bacillus thermoleovorans 

- - 120 100 
100 
100 

12 
11 
12 

Abdel-Megeed และคณะ, 2010 

Pseudomonas aeruginosa B1 
Acinetobacter junii B2 

- - 5,000 96 
78 

7 Liu และคณะ, 2012a 

Pseudomonas aeruginosa PSA5 
Rhodococcus sp. NJ2 
Ochrobactrum intermedium P2 

- - 7,700 (1%) 99 
95 
92 

10 Mishra และ Singh, 2012 

Acinetobacter radioresistens ASIα 
Pseudomonas aeruginosa ASIDα 
Pseudomonas aeruginosa ASIIDα 

- - 10,000 55.27 
82.67 
73.51 

31 Samaei และคณะ, 2012 

Pseudoxanthomonas sp. RN402 450 92 450 65 9 Nopcharoenkul และคณะ, 2013 
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โมโนออกซิจีเนส (flavin-binding monooxygenase; almA) ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอัลเคน
ขนาดใหญ่ของแบคทีเรีย Acinetobacter sp. DSM 17874 ที่สามารถย่อยสลายอัลเคนที่มีจ านวน
คาร์บอน 20-40 อะตอม และ Acinetobacter sp. RAG-1 และ M-1 ที่สามารถย่อยสลายอัลเคนที่มี
จ านวนคาร์บอน 36 อะตอม (Throne-Holst และคณะ, 2007) และยีนอัลเคนโมโนออกซิจีเนส 
(ladA) เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอัลเคนขนาดใหญ่  (จ านวนคาร์บอนมากกว่า 36 อะตอม) ของ
แบคทีเรีย Geobacillus thermodenitrificans NG80-2 (Li และคณะ, 2008) 
 
ตารางที่ 5.8  ยีนประมวลรหัสเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอัลเคนของ Novosphingobium 
sp. PCY 
 

ยีน ไพร์เมอร์ ไพร์เมอร์ออกแบบจากแบคทีเรีย PCY 
alkB Alk-1F, Alk-1R alkane hydroxylase ของแบคทีเรียแกรมลบ 

Pseudomonas, Stenotrophomonas 
- 

 AlkB-1f, AlkB-1r rubredoxin dependent alkane monooxygenase  - 
alkB1 Alk-3F, Alk-3R alkane hydroxylase ของแบคทีเรียแกรมบวก 

Rhodococcus และแกรมลบ Pseudomonas 
+ 

 AlkB1-F, AlkB1-R alkane monooxygenase ของแบคทีเรียแกรมบวก 
Rhodococcus sp. Q15 (AF388181) 

- 

alkB2 AlkB2-F, AlkB2-R alkane monooxygenase ของแบคทีเรียแกรมบวก 
Rhodococcus sp. Q15 (AF388182) 

- 

alkM Alk-2F, Alk-2R alkane hydroxylase ของแบคทีเรียแกรมบวก 
Acinetobacter 

- 

almA AlmAwf, 
AlmAwr 

alkane monooxygenase ของแบคทีเรียแกรมบวก 

Alcanivorax dieselolei B-5 (FJ263134) ที่ย่อย
สลายอัลเคนขนาด C12-C26 

- 

CYP153 CYP153-F1, 
CYP153-R2 

cytochrome P450 enzymes บริเวณ MFIAMDP (F) 
และ HRCMGNR (R) ของแบคทีเรียที่ย่อยสลายอัลเคน
ขนาด C5-C16  

- 

 P450F, P450R CYP153A subfamily บริเวณ N-terminal (MFIAMDPP) 
และ C-terminal (HTCMGNRL) 

- 

 P450fw1, 
P450rv3 

CYP153 บริเวณ substrate-binding GGNDTTRN และ 
heme-binding cysteine (HLSFGFGIHRC) 

- 
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รูปที่ 5.12  วิถีและยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอัลเคนของ P. putida GPo1 
(Beilen และคณะ, 2001) 

 
ผลการตรวจหายีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายอัลเคนของสายพันธุ์ PCY ในงานวิจัยนี้ ไม่พบ

ยีน CYP153 ที่มีบทบาทในการย่อยสลายอัลเคนขนาดเล็ก และยีน almA และ alkM ที่มีบทบาทใน
การย่อยสลายอัลเคนขนาดกลางถึงใหญ่ แต่พบยีน alkB ที่มีบทบาทในการย่อยสลายอัลเคนขนาดเล็ก
ถึงกลาง ซึ่งสอดคล้องกับความสามารถของสายพันธุ์ PCY ในการย่อยสลายอัลเคนที่มีจ านวนคาร์บอน 
14 และ 16 อะตอม อย่างไรก็ตาม ไพร์เมอร์จ าเพาะกับยีน alkB ที่ใช้ในงานวิจัยนี้มีหลายคู่ แต่
สามารถตรวจพบด้วยไพร์เมอร์ที่จ าเพาะกับยีนดังกล่าวในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ (Alk-3F, 
Alk-3R) และไม่สามารถตรวจพบด้วยไพร์เมอร์ที่จ าเพาะยีนดังกล่าวในแบคทีเรียแกรมลบ (Alk-1F, 
Alk-1R) เมื่อวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลพบว่า ยีน alkB ของสายพันธุ์ PCY 
มีความเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของ AlkB ที่พบในแบคทีเรีย Mycobacterium (ตารางที่ 5.9) จึง
เป็นความน่าสนใจอีกประการหนึ่งของสายพันธุ์ PCY ที่มียีนคล้ายกับยีนที่พบในแบคทีเรียแกรมบวก
จีนัส Mycobacterium 

 

5.8  การไม่เป็นเชื้อก่อโรค 
 

จากการค้นคว้ารายงานวิจัยก่อนหน้าเกี่ยวกับการเป็นเชื้อก่อโรคของแบคทีเรียกลุ่ม 
Sphingomonads พบว่าไม่มีรายงานการก่อโรคของแบคทีเรียจีนัส Novosphingobium มาก่อน มี
เพียงรายงานการก่อโรคของแบคทีเรียจีนัส Sphingomonas 2 สายพันธุ์ ได้แก่ Sphingomonas 
melonis DAPP-PG 224 ที่ก่อโรคจุดสีน้ าตาล (brown spot) ในเมลอน (yellow Spanish melon 
fruits) (Buonaurio และคณะ, 2002) และ Sphingomonas paucimobilis ซึ่งเป็นเชื้อก่อโรคใน
มนุษย์ (opportunistic pathogen) (Kilic และคณะ, 2007; Maragakis และคณะ, 2009; Toh และ
คณะ, 2011) นอกจากนี้  เมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 
Novosphingobium sp. PCY กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของสายพันธุ์ก่อโรค S. melonis DAPP-PG 
224 (NR_028626) และ S. paucimobilis (D16144) แสดงความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์
เพียง 93 เปอร์เซ็นต์ (670/719) และ 92 เปอร์เซ็นต์ (662/721) ตามล าดับ จึงสรุปได้เบื้องต้นว่าสาย
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พันธุ์ PCY ไม่เป็นเชื้อก่อโรค เนื่องจากมีความห่างทางวิวัฒนาการจากเชื้อก่อโรคทั้ง 2 สายพันธุ์
ดังกล่าว 
 
บทสรุป 
 

แบคทีเรียย่อยสลาย PAHs และอัลเคน Novosphingobium sp. PCY มียีนประมวลรหัส
หน่วยย่อยแอลฟาของเอนไซม์ไพรีนไดออกซิจีเนส (nidA) บนเมกะพลาสมิด ซึ่งมีบทบาทในการย่อย
สลายไพรีนของสายพันธุ์ PCY และมียีนอัลเคนโมโนออกซิจี เนส (alkB) ที่น่าจะเกี่ยวข้องกับ
ความสามารถในการย่อยสลายอัลเคนของสายพันธุ์ PCY อีกด้วย นอกจากนี้ สายพันธุ์ดังกล่าวไม่ถูก
จัดเป็นเชื้อก่อโรค จึงสามารถน าไปพัฒนาต่อเป็นหัวเชื้อพร้อมใช้เพื่อการบ าบัดดินปนเปื้อนได้ 



 

 

ตารางท่ี 5.9  ความเหมือนของผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน alkB1 ของ Novosphingobium sp. PCY กับฐานข้อมูล 
 

ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย
ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อ
ยีน alkB1 ของ 

ความเหมือนกับฐานข้อมูลของกรดอะมิโน 
ความเหมือน กรดอะมิโน แบคทีเรีย accession 

number 
อ้างอิง 

Novosphingobium  
sp. PCY 
(ขนาด 300 bp ,
KJ650249) 

93% (93/100 aa) alkane 1-
monooxygenase 

Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 YP_952571 Unpublished 

93% (93/100 aa) AlkB Mycobacterium austroafricanum 
IFP 2012 

ABB13506 Ferreira และคณะ, 2007 

93% (92/99 aa) alkane 
hydroxylase 

Mycobacterium austroafricanum 
IFP 2173 

AAQ88276 Solano-Serena และคณะ
, 2004 

91% (91/100 aa) alkane 1-
monooxygenase 

Mycobacterium phlei WP_003886333 Direct submission 

91% (91/100 aa) alkane 1-
monooxygenase 

Mycobacterium vaccae WP_003929436 Direct submission 

90% (90/100 aa) AlkB Mycobacterium smegmatis MC2 
155 

ABB13509 Ferreira และคณะ, 2007 

90% (90/100 aa) alkane 1-
monooxygenase 

Mycobacterium sp. JLS YP_001069662 Unpublished 

90% (90/100 aa) AlkB Uncultured soil bacterium AGQ20997 Jurelevicius และคณะ, 
2013 88% (88/100 aa) AlkB Uncultured soil bacterium AGQ20888 

 86% (86/100 aa) alkane hydroxylase Mycobacterium sp. CH-2 AAY85982 Direct submission 
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บทที่ 6 
 

แบคทีเรียพร้อมใช้รูปแบบอัดเม็ดของ Novosphingobium sp. สายพันธุ์ PCY และ
การประยุกต์ใช้บ าบัดดินปนเปื้อนไพรีน 

 
แบคทีเรียแกรมลบ Novosphingobium sp. PCY มีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs 

และอะลิฟาติกได้ดี มียีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs (nidA) และอะลิฟาติก (alkB) เหมือนกับ
ยีนที่พบในแบคที เรียแกรมบวกจีนัส Mycobacterium ซึ่งยังไม่ เคยมีรายงานมาก่อน และมี
ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเมื่อใช้สารประกอบไฮโดรคาร์บอนเป็นสารตั้งต้น อีก
ทั้งยังไม่เคยมีรายงานว่าเป็นแบคทีเรียก่อโรค จึงมีความน่าสนใจในการพัฒนาเป็นหัวเชื้อพร้อมใช้
ส าหรับการบ าบัดดินปนเปื้อน โดยรูปแบบหัวเชื้อที่น่าสนใจคือแบคทีเรียอัดเม็ด เนื่องจากมีน้ าหนัก
เบา ขนส่งสะดวก เก็บรักษาและใช้งานง่าย การพัฒนาหัวเชื้อพร้อมใช้รูปแบบแบคทีเรียอัดเม็ดนั้น 
จ าต้องศึกษาปัจจัยต่างๆ ได้แก่ ชนิดและปริมาณของวัสดุที่ใช้เป็นองค์ประกอบ ปริมาณของแบคทีเรีย 
และชนิดของสารปกป้องเซลล์ เพ่ือท าให้แบคทีเรียอัดเม็ดมีอัตราการอยู่รอดและประสิทธิภาพการ
ก าจัดสารพิษสูงสุด 
 

6.1  วัสดุที่ใช้เป็นองค์ประกอบในการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด 
 

วัสดุที่ใช้เป็นองค์ประกอบในการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ดที่เลือกมาทดสอบเป็นวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตรที่มีปริมาณมาก หาได้ง่าย และต้นทุนต่ า ได้แก่ กากถั่วเหลือง (SM) ซังข้าวโพด (CC) และ
แกลบ (RH) โดยน ามาบดและผสมกับแป้งข้าวเหนียว (SF) ซึ่งท าหน้าที่เป็นสารเหนียวเพ่ือให้วัสดุ
สามารถจับตัวเป็นเม็ดได้ ปริมาณของวัสดุจะถูกแปรผันในอัตราส่วนของวัสดุต่อแป้งข้าวเหนียว 
เท่ากับ 1:3, 1:1 และ 3:1 แล้วผ่านการอัดเม็ดโดยยังไม่เติมแบคทีเรีย ลักษณะของวัสดุอัดเม็ดแสดง
ในรูปที่ 6.1 

เมื่อตรวจสอบความแข็งแรงและลักษณะของวัสดุอัดเม็ดที่ผลิตได้พบว่า อัตราส่วนของวัสดุต่อ
แป้งข้าวเหนียว 1:3 ท าให้วัสดุอัดเม็ดมีความร่วนซุยมาก เนื่องจากปริมาณแป้งข้าวเหนียวมากเกินไป 
อีกท้ังการใช้แป้งข้าวเหนียวในปริมาณมากเป็นการเพ่ิมต้นทุนการผลิต เพราะแป้งข้าวเหนียวไม่ใช่วัสดุ
เหลือใช้ทางการเกษตร และยังเป็นการเพิ่มการปลดปล่อยสารอินทรีย์สู่สิ่งแวดล้อมได้ นอกจากนี้ วัสดุ
อัดเม็ดที่ผลิตจากแกลบทุกอัตราส่วนนั้น มีความหยาบและความไม่เป็นเนื้อเดียวกันสูง ซึ่งมีสาเหตุจาก
ความไม่ละเอียดของแกลบที่บดได้ ท าให้วัสดุอัดเม็ดมีความเปราะบางและแตกตัวง่าย อย่างไรก็ตาม 
แกลบเป็นวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่มีปริมาณมาก หาได้ง่าย มีโครงสร้างเป็นซิลิกา -เซลลูโลส จึง
แข็งแรงทนทานและสามารถดูดซับสารได้ดี เช่น ตัวท าละลาย สีย้อม โลหะหนัก น้ ามันและไขมัน 
PAHs เป็นต้น จึงมีประโยชน์ส าหรับการประยุกต์ใช้ในกระบวนการบ าบัดสิ่งแวดล้อม (Foo และ 
Hameed, 2009; Lattuada และคณะ, 2013) ดังนั้นหากสามารถบดแกลบให้ละเอียดยิ่งขึ้น ก็
อาจจะเป็นตัวเลือกที่ดีที่น ามาใช้เป็นวัสดุในกระบวนการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด 
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รูปที่ 6.1  วัสดุอัดเม็ดที่แปรผันชนิดและปริมาณของวัลดุที่ใช้เป็นองค์ประกอบ 
 
จากความไม่แข็งแรงของวัสดุอัดเม็ดที่ผลิตจากอัตราส่วนของแป้งข้าวเหนียวที่มากเกินไปและ

ความหยาบของแกลบนั้น จึงเลือกวัสดุอัดเม็ดที่ผลิตจากกากถั่วเหลืองและซังข้าวโพด ในอัตราส่วน
กากถั่วเหลืองหรือซังข้าวโพดต่อแป้งข้าวเหนียว 1:1 และ 3:1 จ านวนทั้งหมด 4 สูตร ไปศึกษา
ประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนในอาหารเหลว 

 

6.2  ประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนในอาหารเหลวของแบคทีเรียอัดเม็ด 
 

อัตราส่วนของกากถ่ัวเหลืองหรือซังข้าวโพดต่อแป้งข้าวเหนียว 1:1 และ 3:1 ถูกเลือกมาผลิต
แบคทีเรียอัดเม็ดที่มีแบคทีเรีย Novosphingobium sp. PCY เป็นสายพันธุ์หลัก เพ่ือใช้ทดสอบ
ความสามารถการก าจัดไพรีนในอาหารเหลว โดยเบื้องต้นได้ตรวจนับจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดของ
แบคทีเรียอัดเม็ดที่ผลิตได้ด้วยวิธี MPN เปรียบเทียบกับวัสดุอัดเม็ดชนิดเดียวกันที่ผลิตโดยไม่เติมสาย
พันธุ์ PCY ความแตกต่างของจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดในแบคทีเรียอัดเม็ดและวัสดุอัดเม็ดนั้นจะถูก
ประเมินเป็นจ านวนแบคทีเรียของสายพันธุ์ PCY ผลของจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดแสดงในรูปที่ 6.2 
พบว่าจ านวนแบคทีเรียของสายพันธุ์ PCY ในแบคทีเรียอัดเม็ดที่ผลิตจากกากถั่วเหลืองมีปริมาณน้อย
กว่าที่ผลิตจากซังข้าวโพด ซึ่งอาจมีสาเหตุจากความเป็นรูพรุนต่ าของกากถั่วเหลือง จึงมีพ้ืนที่ให้
แบคทีเรียยึดเกาะน้อย อีกทั้งภายในกากถั่วเหลืองอัดเม็ดยังไม่มีอากาศหรือมีอากาศน้อย จึงอาจไม่
เหมาะสมต่อสายพันธุ์ PCY ซึ่งเป็นจีนัสที่ต้องการอากาศในการเจริญอย่างแท้จริง นอกจากนี้ กากถั่ว
เหลืองยังเป็นแหล่งของไนโตรเจน โดยมีโปรตีนทั้งหมดประมาณ 36.4-49.5 เปอร์เซ็นต์ ขึ้นกับสาย
พันธุ์ของถั่วเหลือง (Sari และคณะ, 2013; Zhang และคณะ, 2013b) ซึ่งเมื่อประยุกต์ใช้แบคทีเรีย
อัดเม็ดที่ผลิตจากกากถั่วเหลืองในการบ าบัดดินปนเปื้อนนั้น จะส่งผลต่อปริมาณสารอาหารในดินที่
เปลี่ยนแปลงไป (อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัสเปลี่ยนแปลงไป) รวมถึงความยากต่อ
การปรับปริมาณสารอาหาร เนื่องจากไม่ทราบปริมาณไนโตรเจนของกากถั่วเหลืองที่แน่นอน ท าให้
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การบ าบัดเกิดขึ้นอย่างไม่เต็มประสิทธิภาพ อีกทั้งแบคทีเรียอัดเม็ดที่ผลิตจากกากถั่วเหลืองยังแตกตัว
ในน้ าได้ช้ามากเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียอัดเม็ดที่ผลิตจากซังข้าวโพด ดังนั้นแบคทีเรียอัดเม็ดที่
ผลิตจากซังข้าวโพดทั้ง 2 สูตร (อัตราส่วนซังข้าวโพดต่อแป้งข้าวเหนียว 1:1 และ 3:1) จึงถูกเลือก
น าไปทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนในอาหารเหลวต่อไป 

 

 
 

รูปที่ 6.2  จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดในแบคทีเรียอัดเม็ดที่ผลิตได้ 
 
นอกจากนี้ ซังข้าวโพดเป็นวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่มีปริมาณมาก หาได้ง่าย ย่อยสลายได้

เอง และน้ าหนักเบา โครงสร้างของซังข้าวโพดแบ่งออกเป็น 3 ชั้น ดังรูปที่ 6.3 a ชั้นแรก (layer I) 
เป็นส่วนแกนกลางสีขาวของซังข้าวโพด ซึ่งมีลักษณะเป็นถุงรูปทรงเรขาคณิต (alveolar) ผนังบาง 
และบรรจุอากาศอยู่ภายในแต่ละถุง (ดังรูปที่ 6.3 b) มีรูพรุนสูง จึงสามารถดูดซับสารต่างๆได้ดี มี
พ้ืนที่ผิวมาก ท าให้แบคทีเรียสามารถยึดเกาะได้ในปริมาณมาก เมื่อน าไปประยุกต์ใช้ในการบ าบัดดิน
ปนเปื้อน ซังข้าวโพดจะเพ่ิมความเป็นรูพรุนของดิน ท าให้อากาศสามารถถ่ายเทลงไปในดินได้ดียิ่งขึ้น 
ปริมาณออกซิเจนในดินก็จะเพ่ิมตามด้วย ส่งผลดีต่อกระบวนการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรีย 
(Pinto และคณะ, 2012) 
 

 
 

รูปที่ 6.3  โครงสร้างของซังข้าวโพด 
(Pinto และคณะ, 2012) 
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การทดสอบความสามารถในการก าจัดไพรีนของแบคทีเรียอัดเม็ดนั้น ประกอบด้วยชุด
ควบคุมปราศจากเชื้อ (CFMM + pyrene) ชุดก าจัดไพรีนโดยวัสดุอัดเม็ดปราศจากเชื้อ (CFMM + 
pyrene + sterile GM) ชุดการก าจัดไพรีนโดยวัสดุอัดเม็ด (CFMM + pyrene + GM) และชุดการ
ก าจัดไพรีนโดยแบคทีเรียอัดเม็ด (CFMM + pyrene + GB) ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 6.4 พบว่า
ประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนเรียงล าดับจากน้อยไปมากได้ดังนี้ ชุดควบคุมปราศจากเชื้อ < ชุดควบคุม
การดูดซับของวัสดุอัดเม็ด < ชุดการก าจัดไพรีนโดยวัสดุอัดเม็ด < ชุดการก าจัดไพรีนโดยแบคทีเรีย
อัดเม็ด โดยพบว่าแบคทีเรียอัดเม็ดในอัตราส่วนซังข้าวโพดต่อแป้งข้าวเหนียว 1:1 มีประสิทธิภาพการ
ก าจัดไพรีนดีกว่าแบคทีเรียอัดเม็ดในอัตราส่วนซังข้าวโพดต่อแป้งข้าวเหนียว 3:1 โดยสามารถก าจัด
ไพรีนความเข้มข้นเริ่มต้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 87.5±0.1 และ 76.0±0.4 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ใน
เวลา 14 วัน 
 

 
 

 
 

รูปที่ 6.4  ประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนของแบคทีเรียอัดเม็ดที่ผลิตจากซังข้าวโพดอัตราส่วนต่างๆ 
 
เนื่องจากชุดควบคุมปราศจากเชื้อมีเปอร์เซ็นต์การก าจัดไพรีนต่ ามาก การก าจัดไพรีนของชุด

ที่ เติมวัสดุอัดเม็ดปราศจากเชื้อจึงเกิดจากการดูดซับไพรีนของซังข้าวโพดเป็นส่วนใหญ่  ซึ่งมี
ค่าประมาณ 13 เปอร์เซ็นต์ และการก าจัดไพรีนของชุดที่เติมวัสดุอัดเม็ดเกิดจากการดูดซับของซัง
ข้าวโพดร่วมกับการย่อยสลายของจุลินทรีย์ในเม็ดวัสดุ ซึ่งมีค่าประมาณ 45 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นการย่อย
สลายไพรีนของจุลินทรีย์ในเม็ดวัสดุจึงมีค่าประมาณ 32 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่แบคทีเรียอัดเม็ดสูตร 
1:1 และ 3:1 สามารถก าจัดไพรีนได้ประมาณ 87.5 และ 76.0 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งเกิดจากการ
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ดูดซับของซังข้าวโพดและการย่อยสลายของจุลินทรีย์ในเม็ดวัสดุร่วมกับสายพันธุ์ PCY แสดงให้เห็นว่า
ความสามารถในการย่อยสลายไพรีนของสายพันธุ์ PCY รูปแบบแบคทีเรียอัดเม็ดสูตร 1:1 และ 3:1 มี
ค่าประมาณ 42.5 และ 31.0 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาจ านวนแบคทีเรีย
ทั้งหมดในรูปที่ 6.2 พบว่าแบคทีเรียอัดเม็ดสูตร 1:1 มีจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดมากกว่าแบคทีเรีย
อัดเม็ดสูตร 3:1 จึงอาจส่งผลต่อประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนที่ต่างกัน ดังนั้นเมื่อพิจารณาผลจ านวน
แบคทีเรียประกอบกับประสิทธิภาพการก าจัดไพรีน พบว่าแบคทีเรียอัดเม็ดที่ผลิตจากซังข้าวโพดสูตร 
1:1 มีจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดมากกว่าและมีประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนดีกว่า จึงเลือกใช้สูตร
ดังกล่าวในการทดลองข้ันต่อไป 
 

6.3  สารปกป้องเซลล์ที่ใช้ในการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด 
 

เนื่องจากการศึกษาสภาวะการเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ดเบื้องต้นเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
พบว่าสายพันธุ์ PCY ไม่สามารถอยู่รอดได้ในแบคทีเรียอัดเม็ด (ตารางที่ ง-4) จึงต้องปรับปรุงอัตรา
การรอดชีวิตของสายพันธุ์ PCY โดยงานวิจัยนี้ศึกษาการเติมสารปกป้องเซลล์ลงในหัวเชื้อสายพันธุ์ 
PCY ก่อนกระบวนการอัดเม็ด สารปกป้องเซลล์ที่ทดสอบในงานวิจัยนี้ ได้แก่ กลูโคส ซูโครส ทรีฮาโลส 
กลีเซอรอล และนมผงขาดมันเนย ที่ความเข้มข้น 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ ผลจ านวนแบคทีเรียทั้งหมด
และแบคทีเรียย่อยสลายไพรีนในแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY แสดงดังรูปที่ 6.5 พบว่าจ านวน
แบคทีเรียทั้งหมดในแบคทีเรียอัดเม็ดที่เติมสารปกป้องเซลล์มีปริมาณมากกว่าในแบคทีเรียอัดเม็ดที่ไม่
เติมสารปกป้องเซลล์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารปกป้องเซลล์ชนิดแซ็กคาไรด์ (รูปที่ 6.5 a) เมื่อพิจารณา
ร่วมกับจ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน (รูปที่ 6.5 b) พบว่าความสามารถของสารปกป้องเซลล์
เรียงล าดับจากน้อยไปมากได้ดังนี้ นมผงขาดมันเนย < กลูโคส < กลีเซอรอล < ทรีฮาโลส < ซูโครส 
อย่างไรก็ตาม ความเข้มข้นของสารปกป้องเซลล์ที่สูงขึ้นไม่ได้มีผลส่งเสริมการอยู่รอดของแบคทีเรียให้
สูงขึ้นตาม โดยความเข้มข้นที่สูงขึ้น (10 เปอร์เซ็นต์) มีผลเพ่ิมอัตราการรอดชีวิตเพียงเล็กน้อยเมื่อใช้
สารปกป้องเซลล์ชนิดแซ็กคาไรด์ แต่มีผลลดอัตราการรอดชีวิตเมื่อใช้สารปกป้องเซลล์ชนิดกลีเซอรอล
และนมผงขาดมันเนย 

 

 
 

รูปที่ 6.5  จ านวนแบคทีเรียทั้งหมด (a) และแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน (b) ในแบคทีเรียอัดเม็ดที่เติม
สารปกป้องเซลล์ชนิดต่างๆ 
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รูปที่ 6.5  จ านวนแบคทีเรียทั้งหมด (a) และแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน (b) ในแบคทีเรียอัดเม็ดที่เติม
สารปกป้องเซลล์ชนิดต่างๆ (ต่อ) 

 
การประยุกต์ใช้สารปกป้องเซลล์ในการเพ่ิมการอยู่รอดของแบคทีเรียนั้น สามารถเติมสาร

ปกป้องเซลล์ลงไประหว่างการเจริญของแบคทีเรียหรือก่อนน าแบคทีเรียสู่เข้ากระบวนการท าให้แห้ง 
ชนิดและความเข้มข้นของสารปกป้องเซลล์ที่เหมาะสมจะขึ้นอยู่กับชนิดของแบคทีเรีย อย่างไรก็ตาม 
สารปกป้องเซลล์บางชนิดมีความเหมาะสมต่อการเพ่ิมการอยู่รอดของแบคทีเรียหลายชนิด เช่น นมผง
ขาดมันเนย (non-fat milk solids) เซรัม (serum) ทรีฮาโลส (trehalose) กลีเซอรอล (glycerol) บี
เทน (betaine) อะโดนิทอล (adonitol) ซูโครส (sucrose) กลูโคส (glucose) แลคโทส (lactose) 
เดกแทรน (dextran) พอลิเอทิลีนไกลคอล (polyethylene glycol) (Hubalek, 2003) งานวิจัย
มากมายรายงานความสามารถของทรีฮาโลสและซูโครสในการปกป้องเซลล์จากความแห้ง พบว่าสาร
ปกป้องเซลล์ดังกล่าวจะไปแทนที่น้ ารอบๆส่วนมีขั้วของโปรตีน แล้วสร้างพันธะไฮโดรเจนเพ่ือเพ่ิม
ความเสถียรของโปรตีน จึงสามารถป้องกันการถูกท าลายจากความร้อน ท าให้สามารถรักษาโครงสร้าง
และหน้าที่ของโปรตีนในระหว่างกระบวนการท าแห้งได้ (Morgan และคณะ, 2006)  

งานวิจัยของ Palmfeldt และคณะ (2003) แปรผันชนิดของสารปกป้องเซลล์ ได้แก่ แลคโทส 
ซูโครส ทรีฮาโลส กลูตาเมท ซูโครสผสมกับกลูตาเมท นมผงขาดมันเนย และนมผงขาดมันเนยผสม
กับทรีฮาโลส ในการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze drying) ของแบคทีเรีย Pseudomonas 
chlororap MA 100 พบว่าซูโครสความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ สามารถเพ่ิมอัตราการอยู่รอดของสาย
พันธุ์ MA 100 ได้สูงสุด ต่อมาพบว่าความเข้มข้นของซูโครสที่เพ่ิมขึ้น มีผลลดอัตราการรอดชีวิตของ
สายพันธุ์ MA 100 หลังผ่านการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งได้ จึงควรใช้ความเข้มข้นของซูโครสที่
เหมาะสมในการส่งเสริมอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรีย งานวิจัยของ Ming และคณะ (2009) พบว่า
สารปกป้องเซลล์ชนิดนมผงขาดมันเนยและซูโครส ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ สามารถเพ่ิมอัตราการ
รอดชีวิตของ Lactobacillus salivarius I 24 หลังผ่านการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 91.1 และ 89.2 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ อย่างไรก็ตาม อัตราการรอดชีวิตสามารถเพ่ิมขึ้นอีกเมื่อใช้สารผสมของซูโครส
และนมผงขาดมันเนยความเข้มข้นชนิดละ 9.85 และ 10.65 เปอร์เซ็นต์ เป็นสารปกป้องเซลล์ 
งานวิจัยของ Zhan และคณะ (2011) พบว่าซูโครสความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ส่งเสริมอัตราการอยู่
รอดของแบคที เรีย Bacillus cereus AR156  หลังผ่านการท าแห้ งแบบแช่ เยือกแข็งได้  100 
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เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่เซลโลไบโอสและกาแลคโทสความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ สามารถเพ่ิมอัตราการอยู่
รอดของ Burkholderia vietnamiensis B418 และ Pantoea agglomerans 2Re40 ได้ 98 และ 
54 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

จากงานวิจัยก่อนหน้าแสดงให้เห็นว่า ซูโครสเป็นสารปกป้องเซลล์ที่สามารถประยุกต์ใช้ได้กับ
ทั้งแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก นอกจากนี้ งานวิจัยของ Raina และคณะ (2008) ศึกษาการ
ผลิตแบคทีเรีย Sphingobium indicum B90A ยึดเกาะบนซังข้าวโพด โดยใช้กากน้ าตาล  (ซึ่ง
ประกอบด้วยซูโครส น้ าตาลอินเวิร์ท และสารเคมีอ่ืนๆ ) ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ เป็นสารปกป้อง
เซลล์ พบว่าหัวเชื้อรูปแบบดังกล่าวมีจ านวนแบคทีเรียรอดชีวิตสูงและยังคงมีความสามารถย่อยสลาย
เฮกซะคลอโรไซโคลเฮกเซน (hexachlorocyclohexane) ได้ด ี

งานวิจัยนี้พบว่าสารปกป้องเซลล์ชนิดซูโครสความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ สามารถเพ่ิมอัตรา
การอยู่รอดของสายพันธุ์ PCY ในรูปแบบแบคทีเรียอัดเม็ดได้ดีที่สุด ดังนั้นจึงเลือกใช้ซูโครสความ
เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นสารปกป้องเซลล์ในการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY ส าหรับ
การศึกษาการเก็บรักษาในระยะยาวและการประยุกต์ใช้ในการบ าบัดดินเปื้อนไพรีนต่อไป 

 

6.4  การเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ดในระยะยาว 
 

แบคทีเรียอัดเม็ดของ Novosphingobium sp. PCY ที่ผลิตจากอัตราส่วนของซังข้าวโพดต่อ
แป้งข้าวเหนียวเท่ากับ 1:1 เติมซูโครสความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นสารปกป้องเซลล์ และโซเดียม
เบนโซเอตความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นสารป้องกันรา ถูกทดสอบการเก็บรักษาระยะยาวใน
สภาวะแปรผันอุณหภูมิของการเก็บรักษา คือ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้อง (room 
temperature; RT) พร้อมกับแปรผันสภาวะมีและไม่มีอากาศ จากนั้นประเมินประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียอัดเม็ดภายหลังการเก็บรักษาโดยตรวจนับจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและแบคทีเรียย่อยสลาย
ไพรีนด้วยวิธี MPN และตรวจสอบประสิทธิภาพการก าจัดไพรีน ผลการทดลองในรูปที่ 6.6 พบว่าการ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทั้งในสภาวะมีและไม่มีอากาศ แบคทีเรียทั้งหมดจะมีจ านวน
คงที่จากจ านวนเริ่มต้น 6.4 log MPN/กรัมของแบคทีเรียอัดเม็ด แล้วค่อยๆลดลงหลังเวลาผ่านไป 4 
สัปดาห์ จนมีจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดประมาณ 5 log MPN/กรัมของแบคทีเรียอัดเม็ด ณ สัปดาห์ที่ 
10 จากนั้นจะลดลงต่ ากว่า 4 log MPN/กรัมของแบคทีเรียอัดเม็ด ซึ่งมากกว่าจ านวนแบคทีเรีย
ทั้งหมดในวัสดุอัดเม็ดเพียงเล็กน้อย ในขณะที่การเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง (ประมาณ 30 องศา
เซลเซียส) จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดจะเพ่ิมขึ้นเล็กน้อยในสภาวะเก็บรักษาแบบมีอากาศและจะคงที่ใน
สภาวะเก็บรักษาแบบไม่มีอากาศในระยะเวลา 4 สัปดาห์ จากนั้นจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดจะลดลงใน
อัตราที่สูงกว่าการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยมีจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดเทียบเท่ากับ
วัสดุอัดเม็ด ณ สัปดาห์ที่ 8 ในท านองเดียวกัน จ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน (รูปที่ 6.7) มีแนวโน้ม
การลดลงคล้ายกับจ านวนแบคทีเรียทั้งหมด กล่าวคือการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทั้งใน
สภาวะมีและไม่มีอากาศ แบคทีเรียย่อยสลายไพรีนจะมีจ านวนคงที่จากจ านวนเริ่มต้น 5.9 log MPN/
กรัมของแบคทีเรียอัดเม็ด แล้วค่อยๆลดลงหลังเวลาผ่านไป 4 สัปดาห์ จนมีจ านวนแบคทีเรียย่อย
สลายไพรีนประมาณ 3.55 log MPN/กรัมของแบคทีเรียอัดเม็ด ณ สัปดาห์ที่ 10 จากนั้นจะลดลง
เหลือ 2 log MPN/กรัมของแบคทีเรียอัดเม็ด ซึ่งมากกว่าจ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีนในวัสดุ
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อัดเม็ดเพียงเล็กน้อย ในขณะที่การเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องทั้งในสภาวะมีและไม่มีอากาศ จ านวน
แบคทีเรียย่อยสลายไพรีนจะเริ่มลดลงตั้งแต่สัปดาห์ที่ 2 จนมีจ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน
ประมาณ 4 log MPN/กรัมของแบคทีเรียอัดเม็ด ณ สัปดาห์ที่ 6 จากนั้นแบคทีเรียย่อยสลายไพรีนจะ
ลดลงจนมีจ านวนเทียบเท่ากับวัสดุอัดเม็ดตั้งแต่สัปดาห์ที่ 8 เป็นต้นไป 

 

 
 

รูปที่ 6.6  จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดในวัสดุอัดเม็ด (a) และแบคทีเรียอัดเม็ด (b) ระหว่างการเก็บ
รักษาระยะยาว 

 

 
 

รูปที่ 6.7  จ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีนในวัสดุอัดเม็ด (a) และแบคทีเรียอัดเม็ด (b) ระหว่างการ
เก็บรักษาระยะยาว 

 
จากผลจ านวนแบคทีเรียพบว่าสามารถเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ดได้นาน 10 สัปดาห์ ที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และนาน 6 สัปดาห์ที่อุณหภูมิห้อง ในสภาวะมีและไม่มีอากาศ อย่างไรก็
ตาม เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนในอาหารเหลวของแบคทีเรียอัดเม็ดที่เก็บรักษาใน
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สภาวะต่างๆ (รูปที่ 6.8) พบว่าแบคทีเรียอัดเม็ดมีประสิทธิภาพการก าจัดไพรีน 88-90 เปอร์เซ็นต์ 
ตลอดระยะเวลา 2 สัปดาห์ของการเก็บรักษาในทุกสภาวะ ซึ่งมากกว่าวัสดุอัดเม็ดที่มีประสิทธิภาพ
การก าจัดไพรีนเพียง 30-40 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนของแบคทีเรียอัดเม็ดที่
ผ่านการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในสภาวะมีและไม่มีอากาศ จะลดลงเหลือ 56 และ 66 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ณ สัปดาห์ที่ 8 ในขณะที่ประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนของแบคทีเรียอัดเม็ดที่
ผ่านการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องในสภาวะมีและไม่มีอากาศ จะลดลงเหลือ 56 และ 48 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ ณ สัปดาห์ที่ 4 ดังนั้นสภาวะการเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ดให้ยังคงมีประสิทธิภาพการ
ก าจัดไพรีนได้ดี คือ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 8 สัปดาห์ และอุณหภูมิห้อง นาน 4 สัปดาห์ 

 

 
 

รูปที่ 6.8  ประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนในอาหารเหลวของวัสดุอัดเม็ด (a) และแบคทีเรียอัดเม็ด (b) 
ระหว่างการเก็บรักษาระยะยาว 

 
การเปรียบเทียบระยะเวลาการเก็บรักษาหัวเชื้อแบคทีเรียยึดเกาะบนซังข้าวโพดกับงานวิจัย

ก่อนหน้า (ตารางที่ 6.1) พบว่าการเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY มีระยะเวลาใกล้เคียงกับ
หัว เชื้อ อ่ืนๆ เช่น หั ว เชื้อย่อยสลายน้ ามันจากแบคที เรียกลุ่ ม  Acinetobacter baumannii, 
Burkholderia cepacia และ Pseudomonas sp. (Mishra และคณะ, 2001) และหัวเชื้อย่อยสลาย
เฮกซะคลอโรไซโคลเฮกเซนจากแบคทีเรีย Sphingobium indicum B90A (Raina และคณะ, 2008) 
ในขณะที่หัวเชื้อย่อยสลายพารา-ไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol) จากแบคทีเรีย Arthrobacter 
protophormiae RKJ100 มีระยะเวลาเก็บรักษาที่นานกว่าเมื่อเทียบกับหัวเชื้ออ่ืนๆ (Labana และ
คณะ, 2005) ทั้งนี้อาจมีสาเหตุจากแบคทีเรียจีนัส Arthrobacter มีสมบัติทนทานต่อสภาวะรุนแรง 
ได้แก่ การขาดแคลนอาหาร ความแห้ง และความเข้มข้นของเกลือสูงๆ เนื่องจากมีไกลโคเจนและทรี
ฮาโลสเป็นองค์ประกอบในเซลล์ปริมาณมาก (Zevenhuizen, 1992) 
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ตารางที่ 6.1  การเปรียบเทียบระยะเวลาการเก็บรักษาของหัวเชื้อแบคทีเรียรูปแบบยึดเกาะบนซัง
ข้าวโพดต่างๆ 
 

แบคทีเรีย อุณหภูมิการ
เก็บรักษา (oซ) 

เวลาการ
เก็บรักษา 
(สัปดาห์) 

ความสามารถ
ก าจัดสาร 

อ้างอิง 

แบคทีเรียกลุ่ม* (Acinetobacter 
baumannii, Burkholderia 
cepacia, Pseudomonas sp.) 

4oซ 12 น้ ามัน Mishra 
และคณะ, 
2001 

Arthrobacter protophormiae 
RKJ100 

4oซ 
อุณหภูมิห้อง 

> 24 
24 

พารา-ไนโตร
ฟีนอล 

Labana 
และคณะ, 
2005 

Sphingobium indicum B90A * 30oซ 4 เฮกซะคลอโรไซ
โคลเฮกเซน 

Raina และ
คณะ, 2008 

Novosphingobium sp. PCY ** 4oซ 
อุณหภูมิห้อง 

8 
4 

ไพรีน งานวิจัยนี ้

 

สารปกป้องเซลล ์: * กากน้ าตาลเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต,์ ** ซูโครสเขม้ข้น 5 เปอร์เซ็นต ์
 
6.5  การบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีนของแบคทีเรียอัดเม็ด 

 

แบคทีเรียอัดเม็ดของ Novosphingobium sp. PCY ที่ผลิตจากอัตราส่วนของซังข้าวโพดต่อ
แป้งข้าวเหนียวเท่ากับ 1:1 เติมซูโครสความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นสารปกป้องเซลล์ และโซเดียม
เบนโซเอตความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นสารป้องกันรา ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการบ าบัดดิน
ปนเปื้อนไพรีนความเข้มข้นเริ่มต้น 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของดิน ซึ่งแบ่งออกเป็น 6 ชุดการทดลอง 
ได้แก่ ชุดดินปราศจากเชื้อ (abiotic set, A) ชุดดินฟ้ืนฟูโดยธรรมชาติ (natural attenuation set, 
B) ชุดดินเติมวัสดุอัดเม็ด 10 เปอร์เซ็นต์ (10% GM addition, C) ชุดดินเติมแบคทีเรียอัดเม็ด 5 
เปอร์เซ็นต์ (5% GB addition, D) ชุดดินเติมแบคทีเรียอัดเม็ด 10 เปอร์เซ็นต์ (10% GB addition, 
E) และชุดดินเติมแบคทีเรียอัดเม็ด 15 เปอร์เซ็นต์ (15% GB addition, F) จากนั้นตรวจติดตามการ
บ าบัดดินปนเปื้อนไพรีนของแบคทีเรียอัดเม็ด โดยการวิเคราะห์ไพรีนที่เหลืออยู่ด้วย GC-FID การ
ตรวจนับจ านวนแบคทีเรียและยีนที่เกี่ยวข้องด้วย MPN และ real-time PCR ตามล าดับ และการ
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียและตรวจติดตามสายพันธุ์ PCY ด้วย DGGE 

ตัวอย่างดินที่น ามาสร้างระบบนิเวศจ าลองดิน มีลักษณะเนื้อดินร่วนปนดินเหนียวและดิน
ทราย (sandy clay loam) ที่มีองค์ประกอบของดินทราย 57.2 เปอร์เซ็นต์  ดินตะกอน 18.0 
เปอร์เซ็นต์ และดินเหนียว 24.8 เปอร์เซ็นต์ และมีสมบัติทางเคมี ได้แก่ ความเป็นกรดด่าง 7.8 สภาพ
การน าไฟฟ้า 0.112 เดซิซีเมน/เมตร สารอินทรีย์ 6.44 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณความชื้น 26.2 เปอร์เซ็นต์ 
ความสามารถในการแลกเปลี่ยนประจุหรือไอออน 9.2 เซนติโมล/กิโลกรัม ความจุสูงสุดในการอุ้มน้ า 
68.2 เปอร์เซ็นต์ อินทรีย์คาร์บอน 3.735 เปอร์เซ็นต์ ไนโตรเจน 0.322 เปอร์เซ็นต์ ฟอสฟอรัส 475 
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มิลลิกรัม/กิโลกรัม โพแทสเซียม 616 มิลลิกรัม/กิโลกรัม แคลเซียม 5,023 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และ
แมกนีเซียม 216 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู่ในการบ าบัดดินของแบคทีเรียอัดเม็ด (รูปที่ 6.9) แสดงให้เห็นว่า ณ 
วันสุดท้ายของการทดลอง (วันที่  20) ชุด A มีการลดลงของไพรีนจากการระเหยประมาณ 5 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับการลดลงของไพรีนในชุด B ที่เกิดจากการระเหยและการย่อยสลาย
ไพรีนของจุลินทรีย์ท้องถิ่น ในขณะที่พบการลดลงของไพรีนในชุด C ประมาณ 24 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเกิด
จากการดูดซับของวัสดุอัดเม็ดและการย่อยสลายไพรีนของจุลินทรีย์ในวัสดุอัดเม็ด อย่างไรก็ตาม การ
ส่งเสริมการก าจัดไพรีนในดินพบในชุด D-F ที่เติมแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY โดยปริมาณ
แบคทีเรียอัดเม็ดที่เพ่ิมขึ้น ท าให้ประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนในดินเพ่ิมขึ้นตาม กล่าวคือปริมาณ
แบคทีเรียอัดเม็ด 5, 10 และ 15 เปอร์เซ็นต์ สามารถส่งเสริมการก าจัดไพรีนได้ 36, 45 และ 81 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบชุด C และ E ที่มีปริมาณวัสดุอัดเม็ดและแบคทีเรียอัดเม็ด
เท่ากัน พบว่าการลดลงของไพรีนในชุด E เกิดขึ้นอย่างรวดเร็วกว่าชุด C เนื่องจากการมีอยู่ของสาย
พันธุ์ PCY ซึ่งเป็นแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียอัดเม็ดจากสายพันธุ์ PCY มี
ประสิทธิภาพในการส่งเสริมการก าจัดไพรีนในดินได้ดี 

 

   
 

รูปที่ 6.9  ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู่ระหว่างการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีนด้วยแบคทีเรียอัดเม็ด 
 

การตรวจนับจ านวนแบคทีเรียทั้งหมด (รูปที่ 6.10 a) และจ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน 
(รูปที่ 6.10 b) พบว่าจ านวนแบคทีเรียในชุด B และ C มีจ านวนใกล้เคียงกันและมีแนวโน้มการเพ่ิมข้ึน
ของแบคทีเรียย่อยสลายไพรีนเช่นเดียวกัน อย่างไรก็ตาม ชุด B และ C มีประสิทธิภาพการก าจัดไพรีน
แตกต่างกันประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งอาจเกิดจากการมีอยู่ของวัสดุอัดเม็ดประกอบกับการมีอยู่ของ
แบคทีเรียต่างชนิดกัน เมื่อพิจารณาจ านวนแบคทีเรียในชุดที่เติมแบคทีเรียอัดเม็ด (ชุด D-F) พบว่า
จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดจะเพ่ิมขึ้นจากวันที่ 0 ในทุกชุดที่เติมแบคทีเรียอัดเม็ดโดยเฉพาะอย่างยิ่งชุด 
E แต่มีจ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีนใกล้เคียงกันตลอดการทดลอง ซึ่งมีค่ามากกว่าชุด B และ C 
ส่งผลให้ประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนของชุด D-F สูงกว่า นอกจากนี้ เมื่อเปรียบเทียบชุด C และ E ที่
มีปริมาณวัสดุอัดเม็ดและแบคทีเรียอัดเม็ดเท่ากัน แต่มีประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนต่างกัน พบว่า
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จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและจ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีนในชุด E มีค่าสูงกว่าในชุด C ประมาณ 
2 log MPN/กรัมของดิน ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการมีอยู่ของสายพันธุ์ PCY ในชุด E 

ในท านองเดียวกันกับการตรวจนับจ านวนแบคทีเรียทั้งหมด การตรวจนับจ านวนยีน 16S 
rDNA (รูปที่ 6.11 a) พบว่าจ านวนยีน 16S rDNA ในชุด B และ C มีค่าใกล้เคียงกันตลอดการทดลอง 
และมีค่าเพ่ิมขึ้นจากวันที่ 0 ในชุด D-F ที่มีการเติมแบคทีเรียอัดเม็ด อย่างไรก็ตาม การตรวจนับ
จ านวนยีน nidA (รูปที่ 6.11 b) แสดงให้เห็นว่าจ านวนยีน nidA ในชุด D-F มีค่าลดลงอย่างมากเมื่อ
เทียบกับวันที่ 0 จึงเป็นไปได้ว่าเกิดการลดลงของจ านวนสายพันธุ์ PCY ในขณะเดียวกัน พบการ
เพ่ิมขึ้นของยีน nidA ในชุด B และ C ทั้งนี้อาจเนื่องจากแบคทีเรียท้องถิ่นในดินที่มียีน  nidA ถูก
กระตุ้นให้เพ่ิมจ านวนเพ่ือย่อยสลายไพรีนที่ปนเปื้อนในดิน ซึ่งยีน nidA ที่พบในชุด B มีจ านวนน้อย
กว่าชุด C ท าให้การย่อยสลายไพรีนในดินของแบคทีเรียกลุ่มดังกล่าวเกิดขึ้นในอัตราต่ ากว่า นอกจากนี้ 
แม้ว่ายีน nidA ในชุด C จะมีจ านวนใกล้เคียงกับชุด D-F ณ วันสุดท้ายของการทดลอง แต่ยังคงมี
ประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนในดินต่างกันประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ (เปรียบเทียบระหว่างชุด C และ 
E) ซึ่งเป็นผลมาจากการย่อยสลายไพรีนในดินของสายพันธุ์ PCY 

 

  
 

           
 

รูปที่ 6.10  จ านวนแบคทีเรียทั้งหมด (a) และจ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน (b) ระหว่างการ
บ าบัดดินปนเปื้อนไพรีนด้วยแบคทีเรียอัดเม็ด 
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รูปที่ 6.11  จ านวนยีน 16S rDNA (a) และ nidA (b) ระหว่างการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีนด้วย
แบคทีเรียอัดเม็ด 

 
เมื่อเปรียบเทียบจ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน (รูปที่ 6.10 b) และจ านวนยีน nidA (รูปที่ 

6.11 b) ชองชุด D-F ณ วันเดียวกัน พบว่าจ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีนมีค่าเพ่ิมข้ึน แต่จ านวนยีน 
nidA มีค่าลดลง แสดงให้เห็นว่าการก าจัดไพรีนในดินที่เกิดขึ้นไม่ได้มีผลมาจากแบคทีเรียย่อยสลาย
ไพรีนที่มียีน nidA (แบคทีเรียสายพันธุ์ PCY และแบคทีเรียท้องถิ่นที่มียีน nidA) เท่านั้น แต่ยังเป็นผล
มาจากแบคทีเรียท้องถิ่นที่มียีนอื่นๆที่สามารถย่อยสลายไพรีนได้อีกด้วย 

การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียและตรวจติดตามสายพันธุ์ PCY ด้วยวิธี 
DGGE โดยใช้ DNA และ RNA ที่สกัดได้จากดินเป็นแม่แบบ แสดงในรูปที่ 6.12 a และ 6.12 b 
ตามล าดับ พบว่ารูปแบบของประชาคมแบคทีเรียมีลักษณะคล้ายกัน จึงจะขอกล่าวเพียงประชาคม
แบคทีเรียที่มีชีวิตระหว่างการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีน (RNA-based DGGE profile) เท่านั้น 

จากการตรวจสอบประชาคมแบคทีเรียที่มีชีวิตระหว่างการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีน ในรูปที่ 
6.12 b พบว่าสายพันธุ์ PCY มีความเข้มของแถบผลิตภัณฑ์ลดลงจากวันที่ 0 แต่ยังพบแถบผลิตภัณฑ์
ตลอดระยะเวลาการทดลอง แสดงให้เห็นว่าสายพันธุ์ PCY ยังคงมีบทบาทในการก าจัดไพรีนในดินอยู่ 
นอกจากนี้ ยังพบว่าประชาคมแบคทีเรียในชุด B มีรูปแบบเปลี่ยนไปเล็กน้อย ในขณะที่การเติมวัสดุ
อัดเม็ด (ชุด C) และแบคทีเรียอัดเม็ด (ชุด D-F) ส่งผลให้ประชาคมแบคทีเรียเปลี่ยนแปลงไปทั้งจาก
วันที่ 0 และจากชุด B ซึ่งมีลักษณะการเปลี่ยนแปลงประชาคมในรูปแบบที่คล้ายกัน โดยแต่ละแถบ
ผลิตภัณฑ์แสดงถึงแบคทีเรียอย่างน้อย 1 ชนิดในประชาคม และความเข้มที่เพ่ิมข้ึนของแถบผลิตภัณฑ์
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แสดงถึงการเพ่ิมขึ้นของแบคทีเรียนั้นๆระหว่างการบ าบัดดิน ซึ่งสันนิษฐานได้ว่าแถบผลิตภัณฑ์ที่มี
ความเข้มสูงเป็นแบคทีเรียที่มีบทบาทในการก าจัดไพรีนในดิน ดังนั้นจึงตัดแถบผลิตภัณฑ์ที่มีความเข้ม
สูง (แถบเด่น) มาวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ได้แก่ MO1, MO2 และ MO3 

 

  

  

รูปที่ 6.12  ประชาคมแบคทีเรียระหว่างการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีนด้วยแบคทีเรียอัดเม็ด เมื่อใช้ 
DNA (a) และ RNA (b) ที่สกัดจากดินเป็นแม่แบบ 

 
 



156 

 

ตารางท่ี 6.2  ความเหมือนของผลิตภัณฑ์  PCR จากภาพ DGGE เมื่อใช้ RNA เป็นแม่แบบและไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน  16S rDNA ของแบคทีเรียกับฐานข้อมูล 
 

ผลิตภัณฑ์ PCR จาก 
RNA-based DGGE 
profile ของ 

ความเหมือนกับฐานข้อมูล 
ความเหมือน แบคทีเรีย accession 

number 
อ้างอิง 

Clone MO1 
(ขนาด 167 bp) 

99% (166/167) Uncultured actinobacterium clone H196 JF916606 Unpublished 

99% (166/167) Uncultured actinobacterium clone H84 JF916601  

99% (166/167) Uncultured actinobacterium clone H668 JF916587  

99% (166/167) Uncultured actinobacterium clone AlertF10 JF508336 Unpublished 

99% (166/167) Uncultured actinobacterium clone O_2C02 HM480662 Sagova-Mareckova และคณะ, 2011 

Clone MO2 
(ขนาด 191 bp) 

100% (191/191) Pseudomonas taiwanensis NIOT-PL28 KJ371084 Unpublished 

100% (191/191) Pseudomonas sp. FSGRN7 KJ200412 Unpublished 

100% (191/191) Pseudomonas sp. FSBRY15 KJ185008 Unpublished 

 100% (191/191) Pseudomonas putida XY5 KJ174593 Unpublished 

 100% (191/191) Pseudomonas sp. JD30 KJ191414 Unpublished 

Clone MO3 
(ขนาด 177 bp) 

99% (175/177) Pseudomonas putida LUA15.1 KF601300 Unpublished 

99% (175/177) Pseudomonas plecoglossicida 2G KF591119 Unpublished 
Unpublished 
Unpublished 

99% (175/177) Pseudomonas sp. VLB120 CP003961 
99% (175/177) Pseudomonas sp. SR50-1 KF279361 

 99% (175/177) Pseudomonas monteilii KKU-06 KF554300 Unpublished 
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ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในตารางที่ 6.2 แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียท้องถิ่นที่เพ่ิม
จ านวนขึ้นและคาดว่ามีบทบาทในการย่อยสลายไพรีนในดิน คือ แบคทีเรียกลุ่ม Actinobacteria และ
แบคทีเรียจีนัส Pseudomonas ซึ่งแบคทีเรียทั้งสองกลุ่มนั้นถูกรายงานว่ามีประสิทธิภาพสูงในการ
ย่อยสลาย PAHs หลากหลายชนิด กล่าวคือแบคทีเรียกลุ่ม Actinobacteria ถูกรายงานมากมายว่ามี
ความสามารถในการย่อยสลายไพรีนและ PAHs มวลโมเลกุลสู ง โดยเฉพาะอย่างยิ่ งจีนั ส 
Mycobacterium และ Rhodococcus ซึ่งยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลายไพรีนของแบคทีเรียกลุ่มนี้
คือยีน nidA, nidA3 และ pdoA1 (DeBruyn และคณะ, 2012) ในขณะที่มีรายงานมากมายถึง
ความสามารถในการย่อยสลาย PAHs หลากหลายชนิดทั้งมวลโมเลกุลต่ าและสูงของแบคทีเรียจีนัส 
Pseudomonas และยังพบว่ามีความหลากหลายของยีนที่ เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs 
(Obayori และคณะ, 2008) โดยงานวิจัยของ Ma และคณะ (2013) รายงานการพบยีน pydA และ 
pydB ประมวลรหัสหน่วยย่อยแอลฟาและเบตาของเอนไซม์ไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวข้องกับการย่อย
สลายไพรีนของแบคทีเรีย Pseudomonas sp. Jpyr-1 นอกจากนี้ การพบแบคทีเรียทั้งสองกลุ่มนี้
สนับสนุนข้อสันนิษฐานเกี่ยวกับการมีแบคทีเรียท้องถิ่นที่มียีนอ่ืนๆที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายไพรีน
ในการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีนของการทดลองนี้อีกด้วย 

งานวิจัยของ Mishra และคณะ (2001) ประเมินประสิทธิภาพการบ าบัดดินปนเปื้อน
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนเมื่อมีการเติมกลุ่มแบคทีเรียในรูปหัวเชื้อยึดเกาะกับซังข้าวโพดบดละเอียด 
โดยมีปริมาณแบคทีเรีย 1010 CFU/กรัมของวัสดุตรึง พบว่าในระยะเวลา 1 ปี ปริมาณปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอนลดลงและกลุ่มแบคทีเรียที่เติมลงไปยังคงมีอัตราการอยู่รอดสูง แสดงให้เห็นว่ ากลุ่ม
แบคทีเรียที่เติมลงไปในรูปหัวเชื้อยึดเกาะกับวัสดุนั้น สามารถปรับตัวได้ดีต่อสิ่งแวดล้อม และมี
บทบาทส าคัญในการบ าบัดสารในบริเวณที่ทดลอง นอกจากนี้ งานวิจัยมากมายแสดงให้เห็น
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียยึดเกาะบนซังข้าวโพดในการส่งเสริมการบ าบัดดินปนเปื้อนสารพิษ โดย
ความสามารถในการดูดซับสารพิษและจุลินทรีย์ของซังข้าวโพด ท าให้จุลินทรีย์สามารถเข้าถึงสารพิษ
ได้ดียิ่งขึ้นดังรูปที่ 6.13 และยังเป็นการลดการแพร่กระจายของสารพิษในสิ่งแวดล้อม (Chen และ
คณะ, 2012) เช่น งานวิจัยของ Labana และคณะ (2005) ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อนพารา-ไนโตร
ฟีนอลความเข้มข้น 70 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ด้วยแบคทีเรีย Arthrobacter protophormiae RKJ100 
ยึดเกาะบนซังข้าวโพด โดยมีจ านวนเซลล์เริ่มต้น 2 x 106 เซลล์/กรัมของดิน พบว่าสายพันธุ์ RKJ100 
รูปแบบยึดเกาะบนซังข้าวโพดและเซลล์อิสระ สามารถก าจัดไนโตรฟีนอลได้อย่างสมบูรณ์ในเวลา 10 
และ 30 วัน ตามล าดับ ในขณะที่ชุดดินฟ้ืนฟูโดยธรรมชาติมีการก าจัดไนโตรฟีนอล 30 เปอร์เซ็นต์ ใน
เวลา 30 วัน และงานวิจัยของ Raina และคณะ (2008) ประเมินการบ าบัดดินปนเปื้อนเฮกซะคลอโร
ไซโคลเฮกเซนความเข้มข้น 66.5±3.2 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของดิน โดยใช้แบคทีเรีย Sphingobium 
indicum B90A ยึดเกาะบนซังข้าวโพดปริมาณ 108 เซลล์/กรัมของดิน พบว่าชุดดินเติมสายพันธุ์ 
B90A ยึดเกาะบนซังข้าวโพดสามารถก าจัดเฮกซะคลอโรไซโคลเฮกเซนได้ 76 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 8 
วัน ขณะที่เฮกซะคลอโรไซโคลเฮกเซนในชุดดินเติมซังข้าวโพดลดลงเพียง 7 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ 
การตรวจติดตามสายพันธุ์ B90A โดยวิธี PCR ด้วยไพร์เมอร์ที่จ าเพาะกับยีนประมวลรหัสเอนไซม์เฮก
ซะคลอโรไซโคลเฮกเซนดีไฮโดรคลอริเนส (lin) พบว่าสายพันธุ์ B90A มีชีวิตอยู่ตลอดการทดลอง (8 
วัน) 
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รูปที่ 6.13  การส่งเสริมการก าจัดสารพิษในดินของจุลินทรีย์ยึดเกาะบนวัสดุดูดซับ 
(Chen และคณะ, 2012) 

 
นอกจากสมบัติการดูดซับของซังข้าวโพดที่ช่วยส่งเสริมการย่อยสลายสารพิษของจุลินทรีย์ ซัง

ข้าวโพดยังช่วยเพ่ิมรูพรุนของดินและเพ่ิมจ านวนจุลินทรีย์ย่อยสลาย PAHs ในดิน ท าให้ประชาคม
จุลินทรีย์ในดินเปลี่ยนแปลงไป ดังงานวิจัยของ Wu และคณะ (2008) ที่ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อน 
PAHs ด้วยเชื้อรา Monilinia sp. ยึดเกาะบนซังข้าวโพด และพบว่าประชาคมจุลินทรีย์ของชุดดินเติม
ซังข้าวโพด และชุดดินเติมเชื้อรา Monilinia sp. ยึดเกาะบนซังข้าวโพด มีจ านวนจุลินทรีย์ท้องถิ่นใน
ดินเพ่ิมขึ้นเปรียบเทียบกับในชุดดินฟ้ืนฟูโดยธรรมชาติ ซึ่งคาดว่าจ านวนจุลินทรีย์ท้องถิ่นที่เพ่ิมขึ้นนี้
น่าจะมีบทบาทในการก าจัดอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนโดยเพาะอย่างยิ่ง PAHs มวลโมเลกุลสูง 
เนื่องจากการก าจัด PAHs ในดินของชุดดินเติมเชื้อรา Monilinia sp. ยึดเกาะบนซังข้าวโพด (30-40 
เปอร์เซ็นต์) และชุดดินเติมซังข้าวโพด (15-30 เปอร์เซ็นต์) มีประสิทธิภาพสูงกว่าชุดดินฟ้ืนฟูโดย
ธรรมชาติที่มีประสิทธิภาพการก าจัด PAHs มวลโมเลกุลต่ าเพียง 0-20 เปอร์เซ็นต์ และไม่สามารถ
ก าจัด PAHs มวลโมเลกุลสูงได้ 

การตรวจนับจ านวนแบคทีเรียในระหว่างกระบวนการบ าบัดดินปนเปื้อนสารพิษโดยอาศัยการ
เพาะเลี้ยงเชื้อด้วยวิธี MPN สามารถตรวจนับจ านวนแบคทีเรียในดินเบื้องต้นด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
สารพิษเป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งยอมให้แต่แบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายสารพิษนั้นๆเจริญ
ได้ แม้ว่าในตัวอย่างดินจะมีจ านวนและความหลากหลายของแบคทีเรียอ่ืนๆอยู่มากก็ตาม ดังนั้น
เทคนิค MPN จึงนิยมใช้ในการตรวจนับจ านวนแบคทีเรียจากตัวอย่างสิ่งแวดล้อมต่างๆ (Wrenn และ 
Venosa, 1996) อย่างไรก็ตาม ความเข้มข้นของสารพิษที่ใช้ในวิธี MPN ยังเป็นปัจจัยส าคัญที่มีผลต่อ
จ านวนแบคทีเรียย่อยสลายสารพิษที่ตรวจนับได้ หากใช้ความเข้มข้นของสารพิษต่ าเกินไป จ านวน
แบคทีเรียที่นับได้อาจมีค่ามากเกิน เนื่องจากความเข้มข้นของสารพิษไม่สูงพอที่จะคัดเลือกแต่เฉพาะ
แบคทีเรียย่อยสลายสารพิษนั้นๆ ท าให้แบคทีเรียอ่ืนๆสามารถเจริญได้ ในทางกลับกันหากใช้สารพิษ
ความเข้มข้นสูงเกินไป จ านวนแบคทีเรียที่นับได้อาจมีค่าน้อยเกิน เนื่องจากความเข้มข้นของสารพิษสูง
จนท าให้เป็นพิษต่อแบคทีเรีย ส่งผลให้ทั้งแบคทีเรียที่มีและไม่มีความสามารถในการย่อยสลายสารพิษ
นั้นๆตายลงได้ จึงควรเลือกใช้ความเข้มข้นของสารพิษที่เหมาะสมในกระบวนการ MPN นอกจากนี้ 
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จ านวนแบคทีเรียที่ได้จากวิธี MPN เป็นเพียงค่าประมาณ ใช้เวลานานในการเลี้ยงเชื้อ และไม่สามารถ
ตรวจนับจ านวนแบคทีเรียสายพันธุ์ที่เฉพาะเจาะจงได้ ดังนั้นการตรวจนับจ านวนแบคทีเรียในระหว่าง
กระบวนการบ าบัดดินปนเปื้อนสารพิษโดยไม่อาศัยการเพาะเลี้ยงเชื้อด้วยวิธี real time PCR จึงช่วย
ปรับปรุงข้อจ ากัดของวิธี MPN ให้มีความถูกต้อง แม่นย า และรวดเร็วขึ้น อีกทั้งยังสามารถตรวจ
ติดตามแบคทีเรียสายพันธุ์ที่เฉพาะเจาะจงได้โดยอาศัยไพร์เมอร์ที่จ าเพาะกับสายพันธุ์นั้นๆ และยัง
สามารถตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องในกระบวนการบ าบัดสารพิษได้อีกด้วย ซึ่งจะช่วย
ปรับปรุงความเข้าใจเกี่ยวกับแบคทีเรียในกระบวนการบ าบัดสิ่งแวดล้อมตามธรรมชาติ (Smith และ 
Osborn, 2009) 
 

6.6  ต้นทุนการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด 
 

แบคทีเรียอัดเม็ดของ Novosphingobium sp. PCY ที่ผลิตจากอัตราส่วนของซังข้าวโพดต่อ
แป้งข้าวเหนียวเท่ากับ 1:1 เติมซูโครสความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นสารปกป้องเซลล์ และโซเดียม
เบนโซเอตความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นสารป้องกันรา ถูกประเมินต้นทุนการผลิตในระดับ
ห้องปฏิบัติการ แสดงดังตารางที่ 6.3 พบว่าแบคทีเรียอัดเม็ดปริมาณ 1,000 กรัม มีต้นทุนการผลิต
เพียง 282.62 บาท ซึ่งต้นทุนดังกล่าวจะสามารถลดลงได้หากมีการผลิตในปริมาณมากขึ้นต่อครั้ง 
นอกจากนี้ การเปรียบเทียบราคาผลิตภัณฑ์หัวเชื้อพร้อมใช้รูปแบบต่างๆที่มีจ าหน่ายในท้องตลาด 
(ตารางที่ 6.4) แสดงให้เห็นว่าราคาของแต่ละผลิตภัณฑ์แปรผันค่อนข้างมากขึ้นอยู่กับรูปแบบของ
ผลิตภัณฑ์และแหล่งผลิต โดยส่วนใหญ่ผลิตภัณฑ์รูปแบบน้ าจะมีราคาต่ ากว่ารูปแบบเม็ดและผง 
ตามล าดับ และผลิตภัณฑ์ที่ผลิตในประเทศจะมีราคาต่ ากว่าที่ผลิตจากต่างประเทศ 

 
ตารางท่ี 6.3  ต้นทุนการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ดในระดับห้องปฏิบัติการ 
 

รายการ จ านวน (หน่วย) ราคา (บาท/หน่วย) ต้นทุน (บาท) 
การเตรียมหัวเชื้อสายพันธุ์ PCY 
โซเดียมคลอไรด์ 4.2 กรัม 0.22 0.92 
ผงสกัดจากยีสต์ 2.5 กรัม 2 5.00 
ทริปโตน 5.0 กรัม 5.2 26 
ค่าไฟฟ้า (เครื่องเขย่า) 0.76 หน่วย 0.38 1.90 
การผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด 
ซังข้าวโพด 100 กรัม - - 
ค่าบดซังข้าวโพด 100 กรัม 0.18 18 
แป้งข้าวเหนียว 100 กรัม 0.033 3.30 
ซูโครส 10 กรัม 0.1 1.00 
การบรรจุ 
ค่าถุงบรรจุ 10 ใบ 0.04 0.40 

รวม ต้นทุนการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด 200 กรัม 56.52 
 ต้นทุนการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ด 1000 กรัม 282.62 
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ตารางท่ี 6.4  ราคาจ าหน่ายของผลิตภัณฑ์หัวเชื้อพร้อมใช้ต่างๆส าหรับการบ าบัดสารปนเปื้อน 
 

ชื่อผลิตภัณฑ์ แหล่งผลิต ความสามารถการบ าบัด ราคา 
ผลิตภัณฑ์รูปแบบเม็ด 
Green magic ประเทศไทย แหล่งน้ าและน้ าเสียปนเปื้อนสารอินทรีย์และ

อินทรียวัตถุ 
104 บาท/
กิโลกรัม 

Bionic G-002 ประเทศไทย แหล่งน้ าและน้ าเสียปนเปื้อนไขมัน 490 บาท/
กิโลกรัม 

ผลิตภัณฑ์รูปแบบผง 
Bactocel 3001 ประเทศไทย แหล่งน้ าและน้ าเสียปนเปื้อนไขมัน 350 บาท/

กิโลกรัม 
Biodigez ประเทศไทย แหล่งน้ าและน้ าเสียปนเปื้อนสารอินทรีย์และ

ไขมัน 
450 บาท/
กิโลกรัม 

Petro-Clear 
F10 

ประเทศ
แคนาดา 

ดินและแหล่งน้ าปนเปื้อนน้ ามันเบนซิน ดีเซล 
น้ ามันหล่อลื่น BTEX 

1,877 บาท/
กิโลกรัม 

Ana-e plus  ประเทศไทย แหล่งน้ าและน้ าเสียปนเปื้อนไขมัน 2,000 บาท/
กิโลกรัม 

ผลิตภัณฑ์รูปแบบน้ า 
Keeen oil spill 
control 

ประเทศไทย ดินและแหล่งน้ าปนเปื้อนน้ ามัน 74 บาท/ลิตร 

Spill Remed ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

แหล่งน้ าและน้ าเสียปนเปื้อนน้ ามันปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอน 

143 บาท/
ลิตร 

Liquid 
RemediactMT 

ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

ดินและน้ าเสียปนเปื้อนน้ ามันปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอน 

1,311 บาท/
ลิตร 

 
บทสรุป 

 

แบคทีเรียอัดเม็ด Novosphingobium sp. PCY ที่ผลิตจากซังข้าวโพดต่อแป้งข้าวเหนียวใน
อัตราส่วน 1:1 และมีซูโครสเป็นสารปกป้องเซลล์ มีต้นทุนการผลิตต่ า สามารถเก็บรักษาได้นาน  8 
สัปดาห์ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หรือนาน 4 สัปดาห์ที่อุณหภูมิห้อง โดยยังคงมีประสิทธิภาพดีใน
การก าจัดไพรีน นอกจากนี้ ยังสามารถส่งเสริมการก าจัดไพรีน (ความเข้มข้นเริ่มต้น 300 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมของดิน) ในดินได้ประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 20 วัน เมื่อใช้แบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ 
PCY ปริมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ (โดยน้ าหนัก) 
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บทที่ 7 
 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 

บทสรุป 
 

แบคทีเรียอัดเม็ดเป็นหัวเชื้อพร้อมใช้ที่มีข้อดีหลายประการส าหรับการประยุกต์ใช้ในการ
บ าบัดดินปนเปื้อน เนื่องจากการมีอยู่ของวัสดุทางการเกษตรให้แบคทีเรียสามารถยึดเกาะ เพิ่มจ านวน
และอยู่รอดได้ในสิ่งแวดล้อม อีกท้ังวัสดุทางการเกษตรยังสามารถดูดซับสารปนเปื้อนต่างๆในดินท าให้
แบคทีเรียเข้าถึงสารปนเปื้อนได้ดียิ่งขึ้น และช่วยเพ่ิมรูพรุนในดินท าให้อากาศสามารถถ่ายเทลงไปใน
ดิน  ส่งผลดีต่อกิจกรรมการย่อยสลายสารปนเปื้อนแบบใช้ออกซิเจนของแบคทีเรีย การพัฒนาหัวเชื้อ
พร้อมใช้รูปแบบแบคทีเรียอัดเม็ดจึงเริ่มจากการค้นหาแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
สารพิษจากสิ่งแวดล้อม แล้วศึกษาสมบัติที่เกี่ยวข้องกับประสิทธิภาพการย่อยสลายสารพิษและสมบัติ
ที่จะน าไปสู่การพัฒนาเป็นแบคทีเรียอัดเม็ด โดยงานวิจัยนี้สนใจแบคทีเรียอัดเม็ดส าหรับการบ าบัดดิน
ปนเปื้อน PAHs จึงคัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย PAHs จากดินตะกอนป่าชาย
เลน ศึกษาลักษณะสมบัติของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ แล้วคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพสูงมา
พัฒนาต่อเป็นแบคทีเรียอัดเม็ด จากนั้นศึกษาการเพิ่มอัตราการอยู่รอดของแบคทีเรียในรูปแบบอัดเม็ด 
สภาวะการเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ด และประสิทธิภาพการก าจัด PAHs ของแบคทีเรียอัดเม็ดใน
อาหารเหลวและในดิน 

ดินตะกอนป่าชายเลนเป็นสิ่งแวดล้อมตามธรรมชาติที่สามารถพบแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs 
และยีนประมวลรหัสเอนไซม์ไดออกซิจีเนสที่มีความหลากหลายสูง ตัวอย่างดินตะกอนป่าชายเลนที่ใช้
ในงานวิจัยนี้มาจากบริเวณอ่าวไทยตอนบน ซึ่งเป็นแหล่งรองรับมลพิษจากน้ าจืดของแม่น้ าสายหลักที่
มีความส าคัญต่อการด ารงชีวิต เศรษฐกิจ และการคมนาคมของประเทศไทยทั้ง 4 สาย ได้แก่ แม่กลอง 
ท่าจีน เจ้าพระยา และบางปะกง ชนิดของแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs ที่คัดแยกได้จากดินตะกอนป่า
ชายเลนบริเวณดังกล่าวจัดอยู่ในสองไฟลัมที่มีบทบาทในการย่อยสลาย PAHs เมื่อมีการปนเปื้อนใน
สิ่งแวดล้อม คือ แบคทีเรียแกรมลบไฟลัม Proteobacteria (alpha-, beta-, gamma-) 10 สายพันธุ์ 
และแบคทีเรียแกรมบวกไฟลัม Actinobacteria 1 สายพันธุ์ ซึ่งประกอบด้วยแบคทีเรียย่อยสลายอะ
ซีแนพธีน Alcaligenes sp. FA4 แบคทีเรียย่อยสลายฟีแนนทรีน Ralstonia sp. BPH, Alcaligenes 
sp . S S K 1 B , Achromobacter sp . S S K 4 , Dyella sp . F P 0 , Burkholderia sp . F 2 -1 , 
Luteibacter s p .  F 2 -2 ,  Burkholderia s p .  F P 8  แ ล ะ แ บ ค ที เ รี ย ย่ อ ย ส ล า ย ไพ รี น 
Novosphingobium sp. PCY, Microbacterium sp. BPW, Ochrobactrum sp. FPY8 

นอกจากนี้ แบคทีเรียที่คัดแยกได้ 5 สายพันธุ์ ได้แก่ Ralstonia sp. BPH, Alcaligenes sp. 
SSK1B, Achromobacter sp. SSK4, Novosphingobium sp. PCY และ Microbacterium sp. 
BPW ถูกน ามาศึกษาประสิทธิภาพและยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย  PAHs และแนวโน้มการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการย่อยสลาย PAHs กับแบคทีเรียที่คัดแยก
ได้จากงานวิจัยก่อนหน้าพบว่า แบคทีเรียที่คัดแยกได้ในงานวิจัยนี้มีความสามารถค่อนข้างสูงในการ
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ย่อยสลาย PAHs ขนาด 3-4 วงอะโรมาติก โดยเฉพาะอย่างยิ่งฟีแนนทรีนและไพรีน ความเข้มข้น
เริ่มต้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ในอาหารเหลว โดยสามารถย่อยสลาย PAHs ความเข้มข้นเริ่มต้นที่สูงกว่า 
และ/หรือใช้เวลาในการย่อยสลายที่สั้นกว่า และมีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เมื่อมีสารที่ไม่ชอบน้ าเป็นสารตั้งต้น เช่น PAHs และน้ ามันหล่อลื่น เป็นต้น ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่ดีในการ
ส่งเสริมการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียเอง อีกทั้งยังพบว่าสามารถเจริญได้ดีในสภาวะที่
สอดคล้องกับสภาพแวดล้อมของแหล่งที่มา ได้แก่ อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ด่าง 
6.5-7.0 และปริมาณโซเดียมคลอไรด์ 0-3.5 เปอร์เซ็นต์ อย่างไรก็ตาม ยังไม่สามารถตรวจพบยีน
ประมวลรหัสหน่วยย่อยแอลฟาของเอนไซม์ไดออกซิจีเนสในแบคทีเรียย่อยสลายฟีแนนทรีน 
Ralstonia sp. BPH, Alcaligenes sp. SSK1B และ Achromobacter sp. SSK4 ซึ่งอาจเกิดจาก
ข้อจ ากัดของไพร์เมอร์ที่ยังไม่จ าเพาะต่อยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียทั้งสาม
ชนิดนี้ ในขณะที่ยีนประมวลรหัสหน่วยย่อยแอลฟาของเอนไซม์ไดออกซิจีเนสที่พบในแบคทีเรียย่อย
สลายไพรีน Novosphingobium sp. PCY และ Microbacterium sp. BPW คือยีนไพรีนไดออกซิ
จีเนส (nidA) ที่ถูกรายงานว่ามีบทบาทส าคัญในการย่อยสลายไพรีนและ PAHs มวลโมเลกุลสูงของ
แบคทีเรียแกรมบวกจีนัส Mycobacterium 

จากข้อมูลเบื้องต้น แบคทีเรีย Novosphingobium sp. PCY เป็นสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพ
ดีในการย่อยสลาย PAHs ได้แก่ ไพรีน ฟีแนนทรีน ฟลูออรีน ฟลูออแรนทีน และแอนทราซีน และมี
แนวโน้มการผลิตสารลดแรงตึงผิวได้ดีเปรียบเทียบกับแบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้ง 5  สายพันธุ์และ
แบคทีเรียในจีนัสเดียวกัน อีกทั้งยังมียีน nidA ซึ่งไม่เคยมีรายงานการพบยีนดังกล่าวในแบคทีเรียจีนัส 
Novosphingobium มาก่อน ความน่าสนใจดังกล่าวและการไม่มีรายงานการเป็นเชื้อก่อโรคของ
แบคทีเรียจีนัส Novosphingobium ท าให้สายพันธุ์ PCY เป็นตัวเลือกที่ดีที่จะน าไปพัฒนาต่อเป็นหัว
เชื้อพร้อมใช้ จึงเลือกมาศึกษาลักษณะสมบัติเบื้องต้น โดยพบว่าสายพันธุ์ PCY มีรูปแบบการเจริญ
และการย่อยสลายไพรีนในระยะเวลาสั้นกว่าฟีแนนทรีน ซึ่งสอดคล้องกับความจ าเพาะต่อ PAHs ของ
ยีน nidA ที่พบ นอกจากนี้ยังพบยีนประมวลรหัสหน่วยย่อยเบตาของเอนไซม์ไดออกซิจีเนสของ
แบคทีเรียแกรมบวกจีนัส Mycobacterium (nidB) และยีนประมวลรหัสเอนไซม์ไดออกซิจีเนสอื่นๆที่
พบในแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs กลุ่ม Sphigomonads ได้แก่ เฟอร์รีดอกซิน (bphA3) เฟอร์รีดอก 
ซินรีดักเทส (bphA4) และเอกซ์ตราไดออลไดออกซิจีเนส (bphC) ในขณะที่ไม่พบยีนประมวลรหัส
หน่วยย่อยแอลฟาของเอนไซม์ไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียย่อยสลาย PAHs กลุ่ม Sphigomonads 
(bphA1f) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียกลุ่มดังกล่าว การที่สายพันธุ์ PCY มียีน
ประมวลรหั สระบบเอนไซม์ ไดออกซิจี เนสที่ แตกต่ างออกไปจากแบคที เรีย อ่ืนๆในก ลุ่ ม 
Sphigomonads นั้น สันนิษฐานว่ามีความเป็นไปได้ที่เกิดจากการได้รับยีนดังกล่าวจากสิ่งแวดล้อมใน
ธรรมชาติ (horizontal gene transfer) สู่สายพันธุ์ PCY ท าให้เกิดวิวัฒนาการทางพันธุกรรมของ
แบคทีเรีย จึงตรวจสอบต าแหน่งของยีน nidA ด้วยวิธี PCR และ PFGE-เซาท์เทิร์นไฮบริไดเซชัน 
พบว่ายีน nidA อยู่บนเมกะพลาสมิดที่มีขนาดใหญ่กว่า DNA (DNA ของสายพันธุ์ PCY มีขนาด
ประมาณ 3 เมกะเบสหรือมากกว่า) นอกจากนี้เมกะพลาสมิดของสายพันธุ ์ PCY มีเปอร์เซ็นต์การ
หายไปมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ภายหลังจากการเลี้ยงเชื้อต่อเนื่องบนอาหารที่มีสารอาหารอุดม
สมบูรณ์เป็นเวลามากกว่า 3 ครั้ง ในขณะเดียวกันกับความสามารถในการย่อยสลายไพรีนและยีน 
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nidA ที่หายไปเช่นกัน ซึ่งผลของ RT-PCR ยังยืนยันบทบาทของยีน nidA ในการย่อยสลายไพรีนของ
สายพันธุ์ PCY อีกด้วย จากความเสถียรต่ าของเมกะพลาสมิดและยีน nidA ประกอบกับยังไม่เคยมี
รายงานการพบยีน  nidA ในแบคที เรียจีนัส  Novosphingobium หรือแม้แต่แบคที เรียกลุ่ ม 
Sphingomonads มาก่อน จึงมีความเป็นไปได้ว่าความสามารถในการย่อยสลายไพรีน  ของสายพันธุ์ 
PCY อาจเกิดจากการได้รับยีน nidA จากแบคทีเรียชนิดอ่ืนหรือจากสิ่งแวดล้อมที่อาศัยอยู่ เพ่ือ
ปรับตัวให้อยู่รอดจากสภาวะปนเปื้อน PAHs 

นอกจากความสามารถในการย่อยสลาย  PAHs หลายชนิด สายพันธุ์ PCY สามารถย่อย
สลายอัลเคนขนาดกลางที่เป็นองค์ประกอบหลักในน้ ามันเชื้อเพลิงที่ใช้ในชีวิตประจ าวันของมนุษย์  
ได้แก่ เตตระเดกเคน และเฮกซะเดกเคน ความเข้มข้นเริ่มต้น 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ในอาหารเหลว 
และยังสามารถย่อยสลายสารผสมของไพรีนและอัลเคนขนาดกลางได้โดยไม่มีผลยับยั้งการย่อยสลาย
ซึ่งกันและกัน จึงเป็นสมบัติที่ดีในการพัฒนาต่อเป็นหัวเชื้อพร้อมใช้ส าหรับการบ าบัดสิ่งแวดล้อม
ปนเปื้อน เนื่องจากสภาวะการปนเปื้อน PAHs ในธรรมชาติ มักมีสาเหตุจากการปนเปื้อนน้ ามันหรือ
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน ซึ่งมีองค์ประกอบอ่ืนๆอีกโดยเฉพาะอย่างยิ่งอัลเคน ยิ่งกว่านั้นยังพบยีนอัล
เคนโมโนออกซิจีเนส (alkB) ที่มีความจ าเพาะต่ออัลเคนขนาดเล็กถึงกลาง (จ านวนคาร์บอน 5-16 
อะตอม) ซึ่งน่าจะเก่ียวข้องกับความสามารถในการย่อยสลายอัลเคนของสายพันธุ์ PCY อีกด้วย  

ในการพัฒนาสายพันธุ์ PCY เป็นหัวเชื้อพร้อมใช้เพ่ือการบ าบัดดินปนเปื้อน รูปแบบของหัว
เชื้อพร้อมใช้ที่น่าสนใจคือแบคทีเรียอัดเม็ด เนื่องจากมีน้ าหนักเบา ขนส่งสะดวก เก็บรักษาและใช้งาน
ง่าย การผลิตแบคทีเรียอัดเม็ดในงานวิจัยนี้ เลือกใช้ซังข้าวโพดบดเป็นวัสดุให้แบคทีเรียยึดเกาะ ผสม
กับแป้งข้าวเหนียวในอัตราส่วน 1:1 และมีซูโครสความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นสารปกป้องเซลล์ 
แบคทีเรียอัดเม็ดของสายพันธุ์ PCY ที่ได้มีความแข็งแรงและไม่ร่วนซุย มีต้นทุนการผลิตประมาณ 283 
บาท/กิโลกรัม ซึ่งถือว่ามีต้นทุนต่ าเมื่อเทียบกับราคาผลิตภัณฑ์หัวเชื้อบ าบัดสิ่งแวดล้อมที่มีจ าหน่ายใน
ท้องตลาด สามารถเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ได้นาน 8 สัปดาห์ หรือที่อุณหภูมิห้องได้
นาน 4 สัปดาห์ โดยยังคงมีประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนในอาหารเหลวมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ เมื่อ
น าไปประยุกต์ใช้ในระบบจ าลองดินปนเปื้อนไพรีน ความเข้มข้นเริ่มต้น 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของ
ดิน พบว่าแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY ปริมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ (โดยน้ าหนัก) สามารถก าจัดไพรีน
ในดินได้ 80 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 20 วัน ซึ่งสูงกว่าการฟ้ืนฟูตามธรรมชาติและการเติมวัสดุอัดเม็ด 
ดังนั้นการส่งเสริมการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีนของแบคทีเรียอัดเม็ดในงานวิจัยนี้  เป็นผลมาจากการ
ย่อยสลายไพรีนของสายพันธุ์ PCY ที่เติมลงไป ร่วมกับการมีอยู่ของซังข้าวโพด ซึ่งมีคุณสมบัติดูดซับ
สารต่างๆ ท าให้แบคทีเรียสามารถสัมผัสกับสารได้ดียิ่งขึ้น คุณสมบัติเพ่ิมรูพรุนในดินของซังข้าวโพดยัง
ท าให้อากาศสามารถถ่ายเทลงไปในดินได้ดียิ่งขึ้น ปริมาณออกซิเจนในดินก็จะเพ่ิมตามด้วย ส่งผลดีต่อ
กิจกรรมการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรีย รวมถึงการกระตุ้นจ านวนจุลินทรีย์ท้องถิ่นที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายไพรีนให้เพ่ิมจ านวนขึ้นด้วย แม้ว่าแบคทีเรียอัดเม็ดของสายพันธุ์ PCY 
จะยังคงสามารถก าจัดไพรีนในดินได้ดี แต่สายพันธุ์ PCY ยังคงมีการปรับตัวต่อสภาวะในดินต่ า จึงพบ
การลดลงของจ านวนสายพันธุ์ PCY จากผลการทดลองการนับจ านวนยีน nidA ด้วยวิธี real time 
PCR และการตรวจประชาคมแบคทีเรียด้วยวิธี DGGE ซึ่งเป็นสิ่งที่ควรพัฒนาต่อไป นอกจากนี้ การ
ประยุกต์ใช้งานในแหล่งดินปนเปื้อนจริงนั้น อาจท าได้โดยการเติมแบคทีเรียอัดเม็ดลงไปในดินแล้วไถ
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กลบหรือพรวนดิน เพื่อให้เกิดความสม่ าเสมอของหัวเชื้อที่เติมลงไปและยังเป็นการเพ่ิมปริมาณอากาศ
ในดินอีกด้วย 

โดยสรุปงานวิจัยนี้สามารถพัฒนาผลิตภัณฑ์หัวเชื้อพร้อมใช้รูปแบบแบคทีเรียอัดเม็ดจาก
แบคทีเรียย่อยสลาย PAHs และอัลเคน Novosphingobium sp. PCY ที่มีประสิทธิภาพในการก าจัด
ไพรีนในอาหารเหลวและในดิน ทราบวิธีการใช้งาน รวมถึงวิธีและระยะเวลาการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์
แบคทีเรียอัดเม็ดที่พัฒนาขึ้นอีกด้วย นอกจากนี้ ยังทราบลักษณะสมบัติของสายพันธุ์ PCY เกี่ยวกับ
ความสามารถในการย่อยสลายสารพิษเพ่ือใช้ประเมินความเป็นไปได้ในการน าไปบ าบัดสิ่งแวดล้อม 
และยีนที่ตอบสนองการย่อยสลายสารพิษเพ่ือใช้ตรวจติดตามสายพันธุ์ PCY ระหว่างการบ าบัด
สิ่งแวดล้อม 

 
ข้อเสนอแนะ 
 

เนื่องจากแบคทีเรีย Novosphingobium sp. PCY เป็นสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพดีในการ
ย่อยสลาย PAHs และอัลเคน รวมถึงการมียีนประมวลรหัสเอนไซม์ไดออกซิจีเนสและอัลเคนโมโนออก
ซิจีเนสที่แตกต่างไปจากแบคทีเรียในกลุ่ม Sphingomonads จึงมีความน่าสนใจในการศึกษาเชิงลึก
เกี่ยวกับการย่อยสลาย PAHs ของสายพันธุ์นี้ โดยอาศัยการวิเคราะห์ล าดับเบสทั้งหมด (whole 
genome sequencing) ร่วมกับองค์ความรู้ของการศึกษาทางด้านจีโนมทั้งหมด (genomics) ด้าน 
RNA ทั้งหมด (transcriptomics) ด้านโปรตีนทั้งหมด (proteomics) และด้านวิถึเมตาบอลิซึม
ทั้งหมด (metabolomics) เพ่ือความเข้าใจกลไกการปรับตัวของแบคทีเรียในการย่อยสลายสารพิษ
และการอยู่รอดในสิ่งแวดล้อม และใช้เป็นข้อมูลในการพัฒนาส าหรับการประยุกต์ใช้อย่างมี
ประสิทธิภาพสูงสุด เช่น การตรวจสอบบทบาทและความเกี่ยวข้องของยีนต่างๆในการย่อยสลาย 
PAHs การวิเคราะห์วิถีการย่อยสลาย PAHs กลไกการตอบสนองต่อปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม รวมถึงการ
ตรวจสอบการมีอยู่ของยีนที่สามารถเคลื่อนที่ได้บริเวณรอบยีน nidA เช่น อินทีเกรส ทรานโพเซส เป็น
ต้น และการตรวจสอบการถ่ายเทของเมกะพลาสมิดหรือยีน nidA ไปสู่แบคทีเรียอ่ืน เพ่ือพิสูจน์ข้อ
สันนิษฐานของสายพันธุ์ PCY ว่าได้รับยีนดังกล่าวจากสิ่งแวดล้อมและสามารถถ่ายเทไปสู่แบคทีเรียอื่น 
เพ่ือส่งเสริมการย่อยสลายสารพิษในสิ่งแวดล้อมได้ นอกจากนี้การวิเคราะห์ขนาดของเมกะพลาสมิดใน
งานวิจัยนี้ยังไม่ประสบผลส าเร็จ เนื่องจากพลาสมิดมีขนาดใหญ่จนไม่สามารถประเมินได้จาก DNA 
มาตรฐานที่ใช้เปรียบเทียบขนาด วิธีการแก้ไขอาจท าได้โดยใช้ DNA มาตรฐานขนาดใหญ่ขึ้น หรือการ
ตัดเมกะพลาสมดิด้วยเอนไซม์ S1 nuclease ก่อนการท า PFGE (Mallick และคณะ, 2007) ต่อไป 

ในการประยุกต์ใช้แบคทีเรียอัดเม็ดส าหรับการบ าบัดสิ่งแวดล้อมปนเปื้อน ยังพบว่าสายพันธุ์ 
PCY มีอัตราการอยู่รอดในดินต่ า ดังนั้นจึงควรพัฒนาการผลิตแบคทีเรียอัดเม็ดต่อ เพ่ือปรับปรุงการ
รอดชีวิตของสายพันธุ์ PCY ซึ่งอาจท าได้โดยกระตุ้นการสร้างไบโอฟิล์มของสายพันธุ์ PCY (Singh 
และคณะ, 2006) แล้วพัฒนาต่อยอดจากความรู้ความเข้าใจเรื่องกลไกการอยู่รอดของสายพันธุ์  PCY 
และการตอบสนองต่อปัจจัยต่างๆของสิ่งแวดล้อมต่อไป เป็นต้น 
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ภาคผนวก ก  สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อปราศจากแหล่งคาร์บอน (Carbon Free Mineral Medium; CFMM) 
 สารละลายส่วนที่ 1   
 แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) 3 กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 2.2 กรัม 
 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4

.12H2O) 0.8 กรัม 
ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่น ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 5 โม

ลาร์ จนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 
15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง เตรียมโดยละลายแบคโตอะการ์ 15 กรัม ในอาหารเหลว 1,000 
มิลลิลิตร ก่อนน าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
 สารละลายส่วนที่ 2   
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4

.7H2O) 0.1 กรัม/มิลลิลิตร 
 เฟอริกคลอไรด์ (FeCl3.6H2O) 0.05 กรัม/มิลลิลิตร 
 แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2.2H2O) 0.05 กรัม/มิลลิลิตร 

ก าจัดเชื้อโดยกรองสารละลายแต่ละชนิดผ่านชุดกรองส าเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตท (CA) ขนาด
รูกรอง 0.22 ไมโครเมตร แล้วเติมสารละลายส่วนที่ 2 ชนิดละ 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายส่วนที่ 1 
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani (LB) 
 ทริปโตน (Tryptone)   10 กรัม 
 ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) 5 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 5 กรัม 

ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่น ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 5 โม
ลาร์ จนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 
15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง เตรียมโดยละลายผงวุ้น 15 กรัม ในอาหารเหลว 1,000 มิลลิลิตร ก่อน
น าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani เจือจาง 4 เท่า (0.25X LB) 

ผสมอาหารเหลว LB ปริมาตร 250 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น ปริมาตร 750 มิลลิลิตร น าไปนึ่ง
ฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
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อาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับแบคทีเรียผลิตสารลดแรงตึงผิว 
 พอลิเปปโทน (Polypeptone) 10 กรัม 
 ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) 2 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4

.7H2O) 1 กรัม 
ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่น ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 5 โม

ลาร์ จนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 
15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง เตรียมโดยละลายผงวุ้น 15 กรัม ในอาหารเหลว 1,000 มิลลิลิตร ก่อน
น าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Ψb 
 ทริปโตน (Tryptone) 20 กรัม 
 ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)  5 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4

.7H2O) 5 กรัม 
ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่น ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 5 โม

ลาร์ จนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 
15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง เตรียมโดยละลายแบคโตอะการ์ 15 กรัม ในอาหารเหลว 1,000 
มิลลิลิตร ก่อนน าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ SOC 
 สารละลายส่วนที่ 1   
 ทริปโตน (Tryptone) 20 กรัม 
 ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)  5 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 2.46 กรัม 
 แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) 2 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 0.58 กรัม 
 โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) 0.18 กรัม 

ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่น ปริมาตร 980 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 สารละลายส่วนที่ 2   
 กลูโคส (C6H12O6) 3.6 กรัม 

ละลายสารในน้ ากลั่น ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ก าจัดเชื้อโดยกรองสารละลายแต่ละชนิดผ่านชุด
กรองส าเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตท (CA) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร แล้วผสมสารละลายส่วนที่ 2 
ลงในสารละลายส่วนที่ 1  เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข  สูตรและวิธีการเตรียมสารเคมี 
 
สารละลาย PAH เข้มข้น 10,000 มิลลิกรัม/ลิตร (ส าหรับเติมในอาหารเหลว CFMM) 
 PAH 500 มิลลิกรัม 
 ไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (Dimethylformamide) 50 มิลลิลิตร 

ละลายสารในไดเมทิลฟอร์มาไมด์จนสมบูรณ์ ก าจัดเชื้อโดยกรองสารละลายผ่านชุดกรอง
ส าเร็จรูปพอลิเตตระฟลูออโรเอทิลีน (PTFE) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส 
    
สารละลาย PAH เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (ส าหรับส าหรับพ่นทับจานอาหารแข็ง CFMM) 
 PAH 200 มิลลิกรัม 
 ไดเอทิลอีเธอร์ (Diethylether) 10 มิลลิลิตร 
    
สารละลายไพรีนเข้มข้น 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ส าหรับวิธี MPN) 
 ไพรีน 100 มิลลิกรัม 
 เฮกเซน (Hexane) 20 มิลลิลิตร 

ละลายสารในเฮกเซนจนสมบูรณ์ ก าจัดเชื้อโดยกรองสารละลายผ่านชุดกรองส าเร็จรูปพอลิเต
ตระฟลูออโรเอทิลีน (PTFE) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
    
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 5 โมลาร์ 
 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 20 กรัม 
 น้ าปลอดประจุ 100 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิดการ
ละลายสมบูรณ์ รอให้เย็นลง แล้วปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร 
    
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 8.5 กรัม 
 น้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ ากลั่น น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
 โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) 10 กรัม 
 น้ าปลอดประจุปราศจากเชื้อ 100 มิลลิลิตร 
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สารละลาย Tris เข้มข้น 1 โมลาร์ pH 8.0 
 Tris (tris[hydroxymethyl]aminomethane) 12.11 กรัม 
 น้ าปลอดประจุ 100 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิดการ
ละลายสมบูรณ์ ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริดจนมีค่าเท่ากับ 8 และปรับปริมาตร
สุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0 
 EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt) 16.81 กรัม 
 น้ าปลอดประจุ 100 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 50 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก ปรับความเป็น
กรด-ด่างด้วยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์ จนมีค่าเท่ากับ 8 กวนจนสารเกิดการละลายสมบูรณ์ และ
ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
สารละลาย Tris-EDTA (Tris-ethylenediaminetetraacetic acid; TE) 
 สารละลาย Tris เข้มข้น 1 โมลาร์ pH 8.0 1.0 มิลลิลิตร 
 สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0 0.2 มิลลิลิตร 
 น้ าปลอดประจุ 98.8 มิลลิลิตร 

ผสมสารทั้งหมดเข้าด้วยกัน น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
สารละลายไลโซไซม์ เข้มข้น 06 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 ไลโซไซม์ (lysozyme) 60 มิลลิกรัม 
 สารละลาย TE 1 มิลลิลิตร 
 
สารละลายโปรตีนเนสเค เข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 โปรตีนเนสเค (proteinase K) 10 มิลลิกรัม 
 น้ าปลอดประจุปราศจากเชื้อ 1 มิลลิลิตร 
 
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ เข้มข้น 5 โมลาร์ 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 29.22 กรัม 
 น้ าปลอดประจุ 100 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี



203 

 

สารละลายเซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ในโซเดียมคลอไรด์ (CTAB/NaCl) 
 เซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (CTAB) 10 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 4.1 กรัม 
 น้ าปลอดประจุ 100 มิลลิลิตร 

ละลายโซเดียมคลอไรด์ในน้ าปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก ให้
ความร้อนพออุ่น แล้วค่อยๆละลาย CTAB ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อ
ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
    
คลอโรฟอร์ม:ไอโซเอมิลแอลกอฮอลล์ อัตราส่วน 24:1 
 คลอโรฟอร์ม 96 มิลลิลิตร 
 ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 4 มิลลิลิตร 
    
ฟีนอล:คลอโรฟอร์ม อัตราส่วน 1:1 
 ฟีนอล 50 มิลลิลิตร 
 คลอโรฟอร์ม 50 มิลลิลิตร 
    
เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ 
 เอทานอล 99 เปอร์เซ็นต ์ 70 มิลลิลิตร 
 น้ าปลอดประจุ 30 มิลลิลิตร 
    
บัฟเฟอร์ Tris-acetate-EDTA เข้มข้น 50 เท่า (50X TAE) 
 Tris (tris[hydroxymethyl]aminomethane) 242 กรัม 
 กรดอะซิติก (glacial acetic acid) 57.1 มิลลิลิตร 
 สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0 100 มิลลิลิตร 
 น้ าปลอดประจุ 1,000 มิลลิลิตร 

ละลาย Tris ในน้ าปลอดประจุ 600 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิด
การละลายสมบูรณ์ เติมกรดอะซิติกและสารละลาย EDTA ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
บัฟเฟอร์ Tris-acetate-EDTA เข้มข้น 1 เท่า (1X TAE) 
 บัฟเฟอร์ 50X TAE 20 มิลลิลิตร 
 น้ ากลั่น 980 มิลลิลิตร 
    
สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร 
 เอธิเดียมโบรไมด์ เข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 10 ไมโครลิตร 
 น้ ากลั่น 200 มิลลิลิตร 
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สารละลาย TfbI 
 โพแทสเซียมอะซิเตท (CH3COOK) 0.296 กรัม 
 รูบิเดียมคลอไรด )RbCl( 1.21 กรัม 
 แคลเซียมคลอไรด )CaCl2.2H2O( 0.148 กรัม 
 แมงกานีสคลอไรด์ )MnCl(2 0.99 กรัม 
 กลีเซอรอล 15 มิลลิลิตร 
 น้ าปลอดประจุ 100 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 50 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิดการ
ละลายสมบูรณ์ ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยกรดอะซิติกจนมีค่าเท่ากับ 5.8 และปรับปริมาตรสุดท้าย
เป็น 100 มิลลิลิตร ก าจัดเชื้อโดยกรองผ่านชุดกรองส าเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตท  (CA) ขนาดรูกรอง 
0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
    
สารละลาย TfbII 
 MES (2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid) 0.29 กรัม 
 รูบิเดียมคลอไรด (RbCl) 0.121 กรัม 
 แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O) 1.103 กรัม 
 กลีเซอรอล 15 มิลลิลิตร 
 น้ าปลอดประจุ 100 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 50 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิดการ
ละลายสมบูรณ์ ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์จนมีค่าเท่ากับ 6.5 และปรับ
ปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร ก าจัดเชื้อโดยกรองผ่านชุดกรองส าเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตท (CA) 
ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
    
สารละลายแอมพิซิลิน เข้มข้น 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 แอมพิซิลิน (ampicillin) 100 มิลลิกรัม 
 น้ าปลอดประจุ 1 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ ก าจัดเชื้อโดยกรองสารละลายผ่านชุดกรองส าเร็จรูป
เซลลูโลสอะซีเตท (CA) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
    
สารละลาย X-gal เขมขน 80 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) 80 มิลลิกรัม 
 ไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide) 1 มิลลิลิตร 

ละลายสารในไดเมทิลฟอร์มาไมด์ ก าจัดเชื้อโดยกรองสารละลายผ่านชุดกรองส าเร็จรูปพอลิ
เตตระฟลูออโรเอทิลีน (PTFE) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
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สารละลาย IPTG เขมขน 0.5 โมลาร 
 IPTG (isopropyl thio-β-D-galactoside) 119 มิลลิกรัม 
 น้ าปลอดประจุ 1 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ ก าจัดเชื้อโดยกรองสารละลายผ่าน ชุดกรองส าเร็จรูป
เซลลูโลสอะซีเตท (CA) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
    
บัฟเฟอร์ PUM (phosphate-urea-magnesium sulfate) 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 16.9 กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 7.3 กรัม 
 ยูเรีย (CH4N2O) 1.8 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 0.2 กรัม 
 น้ ากลั่น 1,000  มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ ากลั่น น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
    
สารละลาย TritonX-166 เข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ 
 TritonX-100 15 มิลลิลิตร 
 น้ ากลั่น 85 มิลลิลิตร 
    
สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.2 โมลาร์ pH 8.0 
 สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0 400 ไมโครลิตร 
 น้ าปลอดประจุปราศจากเชื้อ 600 ไมโครลิตร 
    
สารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เข้มข้น 0.2 โมลาร์ 
 กรดไฮโดรคลอริก เข้มข้น 1 โมลาร์ 20 มิลลิลิตร 
 น้ าปลอดประจุ 80 มิลลิลิตร 
    
สารละลาย 06 เท่า SSC (06X SSC) pH 7.0 
 ไตรโซเดียมซิเตรท (Na3C6H5O7) 77.418 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 175.32 กรัม 
 น้ าปลอดประจุ 1,000 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 600 มิลลิลิตร จนสารเกิดการละลายสมบูรณ์ ปรับความเป็น 
กรด-ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริกจนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไป
นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
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บัฟเฟอร์ denaturation pH 13.0 
 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 20 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 87.66 กรัม 
 น้ าปลอดประจุ 1,000 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 600 มิลลิลิตร จนสารเกิดการละลายสมบูรณ์ ปรับปริมาตร
สุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องได้นาน 3 เดือน 
    
บัฟเฟอร์ neutralization pH 7.0 
 Tris (tris[hydroxymethyl]aminomethane) 60.57 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 175.32 กรัม 
 น้ าปลอดประจุ 1,000 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 600 มิลลิลิตร จนสารเกิดการละลายสมบูรณ์ ปรับความเป็น
กรด-ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริกจนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร เก็บ
รักษาที่อุณหภูมิห้องได้นาน 3 เดือน 
    
บัฟเฟอร์ hybridization (5X SSC/SDS) 
 สารละลาย 20X SSC 250 มิลลิลิตร 
 สารละลาย SDS เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต ์ 2 มิลลิลิตร 
 สารละลาย Blocking solution 100 มิลลิลิตร 
 ลอโรอิลซาโคซีน (N-lauroylsarcosine) 1 กรัม 
 น้ าปลอดประจุ 1,000 มิลลิลิตร 

ละลายลอโรอิลซาโคซีนในน้ าปลอดประจุ 600 มิลลิลิตร จนสารเกิดการละลายสมบูรณ์ เติม
สารละลายอีก 3 ชนิด ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
 
สารละลาย 1X SSC/SDS 
 สารละลาย 20X SSC 5 มิลลิลิตร 
 สารละลาย SDS เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต ์ 1 มิลลิลิตร 
 น้ าปลอดประจุ 94 มิลลิลิตร 
    
สารละลาย 6.1X SSC/SDS 
 สารละลาย 20X SSC 0.5 มิลลิลิตร 
 สารละลาย SDS เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต ์ 1 มิลลิลิตร 
 น้ าปลอดประจุ 98.5 มิลลิลิตร 
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สารละลาย NaOH/SDS 
 สารละลาย NaOH เข้มข้น 5 โมลาร์ 1 มิลลิลิตร 
 สารละลาย SDS เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต ์ 1 มิลลิลิตร 
 น้ าปลอดประจุ 98 มิลลิลิตร 
    
บัฟเฟอร์ SHB1 (maleic acid buffer) pH 7.5 
 กรดมาเลอิก (C4H4O4)  11.607 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 8.766  กรัม 
 น้ าปลอดประจุ 1,000 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร จนสารเกิดการละลายสมบูรณ์ ปรับความเป็น
กรด-ด่างด้วยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์จนมีค่าเท่ากับ 7.5 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 
มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาท ี
 
บัฟเฟอร์ SHB2 (blocking solution) 
 บัฟเฟอร์ SHB1 45 มิลลิลิตร 
 สารละลาย blocking solution 5 มิลลิลิตร 
    
บัฟเฟอร์ SHB3 (detection buffer) pH 9.5 
 Tris (tris[hydroxymethyl]aminomethane) 12.114 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 5.844 กรัม 
 น้ าปลอดประจุ 1,000 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร จนสารเกิดการละลายสมบูรณ์ ปรับความเป็น
กรด-ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริก เข้มข้น 1 โมลาร์ จนมีค่าเท่ากับ 9.5 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 
1,000 มิลลิลิตร ก าจัดเชื้อด้วยการกรอง เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
สารละลาย blocking solution 
 Blocking reagent 100 กรัม 
 บัฟเฟอร์ SHB1 1,000 มิลลิลิตร 
    
สารละลาย antibody solution 
 บัฟเฟอร์ SHB1 45 มิลลิลิตร 
 สารละลาย blocking solution 5 มิลลิลิตร 
 Anti-Digoxigenin AP, Fab fragments 10 ไมโครลิตร 
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สารละลาย antibody wash solution 
 บัฟเฟอร์ SHB1 300 มิลลิลิตร 
 ทวีน 20 (tween20) 900 ไมโครลิตร 
 
สารละลาย color substrate solution 
 บัฟเฟอร์ SHB3 20 มิลลิลิตร 
 NBT/BCIP stock solution 200 ไมโครลิตร 
    
บัฟเฟอร์ Tris-Borate-EDTA เข้มข้น 10 เท่า (10X TBE) 
 Tris (tris[hydroxymethyl]aminomethane) 60.55 กรัม 
 กรดบอริก (H3BO3) 30 กรัม 
 สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0 40 มิลลิลิตร 
 น้ าปลอดประจุ 1,000 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 600 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิดการ
ละลายสมบูรณ์ เติมสารละลาย EDTA ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วย
ความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
    
บัฟเฟอร์ Tris-Borate-EDTA เข้มข้น 0.5 เท่า (0.5X TBE) 
 บัฟเฟอร์ 10X TBE 50 มิลลิลิตร 
 น้ ากลั่น 950 มิลลิลิตร 
 
น้ าปลอดประจุปราศจาก RNase (DEPC-treated water) 
 สารละลายไดเอทิลไพโรคาร์บอเนต (DEPC) 1 มิลลิลิตร 
 น้ าปลอดประจุ 1000 มิลลิลิตร 

ผสมสารละลายไดเอทิลไพโรคาร์บอเนตในน้ าปลอดประจุ ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลาข้ามคืน น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
สารละลายยูเรีย (urea) เข้มข้น 7 โมลาร์ 
 ยูเรีย (CH4N2O) 42.042 กรัม 
 น้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร 
    
สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (APS) เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
 แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต ((NH4)2S2O8) 0.1 กรัม 
 น้ าปลอดประจุ 1 มิลลิลิตร 
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สารละลายไอโอโดไนโตรเตตระโซเลียมคลอไรด์ (INT) เข้มข้น 15 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 INT (iodonitrotetrazolium chloride) 150 มิลลิกรัม 
 ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (dimethyl sulfoxide; DMSO) 10 มิลลิลิตร 

ละลายสารในไดเมทิลซัลฟอกไซด์จนสมบูรณ์ ก าจัดเชื้อโดยกรองสารละลายผ่านชุดกรอง
ส าเร็จรูปพอลิเตตระฟลูออโรเอทิลีน (PTFE) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
 
บัฟเฟอร์ MOPS เข้มข้น 10 เท่า (10X MOPS) 
 กรดมอร์ฟอลิโนโพรเพนซัลโฟนิก 41.85 กรัม 
 โซเดียมอะซิเตท (CH3COONa.3H2O) 5 กรัม 
 EDTA 2.92 กรัม 
 น้ าปลอดประจุ 1000 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 600 มิลลิลิตร ในขวดสีชาที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิดการ
ละลายสมบูรณ์ ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 5 โมลาร์ จนมีค่าเท่ากับ 7 
และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
บัฟเฟอร์ MOPS เข้มข้น 1 เท่า (1X MOPS) 
 บัฟเฟอร์ 10X MOPS 100 มิลลิลิตร 
 น้ ากลั่น 900 มิลลิลิตร 
 
บัฟเฟอร์ running MOPS 
 สารละลายโบรโมฟีนอลบลูเข้มข้น 16 ไมโครลิตร 
 สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0 80 ไมโครลิตร 
 ฟอร์มัลดีไฮด์ 720 ไมโครลิตร 
 กลีเซอรอล 100 เปอร์เซ็นต ์ 2 มิลลิลิตร 
 ฟอร์มาไมด์ 3.084 มิลลิลิตร 
 บัฟเฟอร์ 10X MOPS 4 มิลลิลิตร 
 น้ าปลอดประจุปราศจาก RNase 100 ไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ค  ข้อมูลดิบต่างๆในการทดลองของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
 
ค-1  ประสิทธิภาพการย่อยสลาย PAHs ชนิดต่างๆของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

 

ตารางที่ ค-1  ข้อมูลดิบของประสิทธิภาพการย่อยสลาย PAHs ชนิดต่างๆของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
วิเคราะห์โดย HPLC 
 

PAHs ประสิทธิภาพการย่อยสลาย PAHs ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ (%) 
PCY BPH BPW SSK1B SSK4 

แนฟธาลีนa 20.56±0.46 5.04±0.59 0.30±0.42 2.09±0.56 4.67±0.88 
อะซีแนพธีนa 18.79±6.87 19.57±5.12 16.32±3.07 8.31±1.52 16.79±2.98 
ฟลูออรีนb 49.22±6.08 21.51±4.53 22.61±1.86 4.68±1.00 15.38±0.01 
แอนทราซีนb 42.73±6.29 32.44±4.96 27.29±3.97 10.49±0.78 12.17±1.09 
ฟีแนนทรีนb 75.68±3.75 63.76±0.85 70.77±0.39 49.70±0.96 58.69±1.12 
ฟลูออแรนทีนb 46.22±9.33 28.60±4.34 15.38±2.18 4.16±1.74 7.39±1.27 
ไพรีนb 97.70±1.68 2.39±0.76 71.13±11.74 2.41±0.60 3.65±0.91 
เบนโซ[เอ]ไพรีนc 11.08±0.91 0.60±0.42 10.03±4.49 0 1.21±1.01 
 

a, b, c: ความเข้มข้นเริ่มต้น 1000, 100, 50 มิลลิกรัม/ลิตร ตามล าดับ; PCY: Novosphingobium sp. PCY; BPH: 
Ralstonia sp. BPH; BPW: Microbacterium sp. BPW; SSK1B: Alcaligenes sp. SSK1B; SSK4: 
Achromobacter sp. SSK4 

 
ค-2  รูปแบบการเจริญและการย่อยสลายฟีแนนทรีนและไพรีนของสายพันธุ์ PCY 
 

ตารางที่ ค-2  ข้อมูลดิบของรูปแบบการเจริญและการย่อยสลายฟีแนนทรีนของสายพันธุ์ PCY 
วิเคราะห์โดย HPLC 
 

วันที่ จ านวนแบคทีเรีย (log CFU/มล.) ปริมาณฟีแนนทรีนที่เหลืออยู่ (%) 
CFMM+PCY CFMM+pyrene+PCY CFMM+pyrene CFMM+pyrene+PCY 

0 6.35±0.09 6.40±0.03 99.97±7.12 99.97±7.12 
3 6.38±0.06 6.38±0.12 100.00±2.26 89.90±2.40 
6 6.24±0.10 6.29±0.08 100.00±1.70 92.75±2.47 
9 6.30±0.08 6.45±0.08 97.70±0.99 88.00±0.00 
12 6.10±0.07 6.56±0.10 98.90±3.39 88.00±1.41 
15 5.74±0.12 7.34±0.04 99.00±0.42 26.55±20.01 
18 5.69±0.10 7.15±0.02 75.10±0.00 4.90±1.05 
21 5.83±0.05 7.29±0.10 89.70±4.81 0.47±0.32 
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ตารางที่ ค-3  ข้อมูลดิบของรูปแบบการเจริญและการย่อยสลายไพรีนของสายพันธุ์ PCY วิเคราะห์
โดย HPLC 
 

วันที่ จ านวนแบคทีเรีย (log CFU/มล.) ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู่ (%) 
CFMM+PCY CFMM+pyrene+PCY CFMM+pyrene CFMM+pyrene+PCY 

0 6.35±0.08 6.42±0.03 100.00±3.97 100.00±3.97 
3 6.38±0.06 6.48±0.12 100.03±7.20 98.40±1.84 
6 6.24±0.10 6.58±0.08 99.97±2.74 81.07±10.57 
9 6.30±0.07 7.14±0.08 92.65±0.78 14.83±3.01 
12 6.10±0.05 7.23±0.10 99.97±2.29 8.20±0.46 
15 5.74±0.12 7.08±0.04 99.95±0.78 1.83±0.49 
18 5.69±0.10 6.98±0.02 97.70±4.10 0.41±0.01 
21 5.83±0.05 7.03±0.10 89.85±5.73 0.28±0.17 

 
ค-3  ประสิทธิภาพการย่อยสลายสารผสมของไพรีนและอะลิฟาติกของสายพันธุ์ PCY 
 

 
 

           
 

รูปที่ ค-1  กราฟมาตรฐานของสารละลายไพรีน (a) เตตระเดกเคน (b) และเฮกซะเดกเคน (c) 
วิเคราะห์โดย GC-FID (OIL method) 
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ตารางท่ี ค-4  การค านวณการน ากลับของสารจากอาหารเหลว วิเคราะห์โดย GC-FID 
 

สาร ความเข้มข้นเริ่มต้น 
(มก./ล.) 

พ้ืนที่ใต้กราฟ ความเข้มข้นที่
น ากลับ (มก./ล.) 

การน ากลับของ
สาร (%) 

ไพรีน 100 175.498655 96.19 92.6 ± 7.9 
152.436975 83.55 
178.728020 97.96 

เตตระเดกเคน 1,000 26287.85688 934.48 84.3 ± 8.0 
22772.32581 809.51 
22113.21648 786.08 

เฮกซะเดกเคน 1,000 22623.01572 941.88 89.5 ± 5.4 
21789.31622 907.17 
20093.57483 836.57 

 

 
 

รูปที่ ค-2  โครมาโทแกรมของการย่อยสลายเตตระเดกเคนของสายพันธุ์ PCY วิเคราะห์โดย GC-FID 
(OIL method) 
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รูปที่ ค-3  โครมาโทแกรมของการย่อยสลายเฮกซะเดกเคนของสายพันธุ์ PCY วิเคราะห์โดย GC-FID 
(OIL method) 

 

 
 

รูปที่ ค-4  โครมาโทแกรมของการย่อยสลายไพรีนของสายพันธุ์ PCY วิเคราะห์โดย GC-FID (OIL 
method) 
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รูปที่ ค-5  โครมาโทแกรมของการย่อยสลายสารผสมของไพรีนและเตตระเดกเคนของสายพันธุ์ PCY 
วิเคราะห์โดย GC-FID (OIL method) 
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รูปที่ ค-6  โครมาโทแกรมของการย่อยสลายสารผสมของไพรีนและเฮกซะเดกเคนของสายพันธุ์ PCY 
วิเคราะห์โดย GC-FID (OIL method) 
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ภาคผนวก ง  ข้อมูลดิบต่างๆในการทดลองของแบคทีเรียอัดเม็ด 
 
ง-1  ประสิทธิภาพการก าจัดไพรีนของแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY 
 

ตารางท่ี ง-1  ข้อมูลดิบของจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดในแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY  
 

สูตรอัดเม็ด จ านวนแบคทีเรียทั้งหมด (log MPN/ก.) 
GM GB 

กากถั่วเหลือง:แป้งข้าวเหนียว   
1:1 6.88±0.20 7.24±0.44 
3:1 6.38±0.00 7.28±0.24 
ซังข้าวโพด:แป้งข้าวเหนียว   
1:1 4.95±0.46 7.45±0.24 
3:1 3.75±0.45 5.66±0.26 
 

GM: วัสดุอัดเม็ด (ไม่เติมสายพันธ์ุ PCY); GB: แบคทีเรียอัดเม็ด (เตมิสายพันธ์ุ PCY) 
 
ตารางที่ ง-2  ข้อมูลดิบปริมาณไพรีนที่เหลืออยู่ในการก าจัดไพรีนของแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY 
วิเคราะห์โดย GC-FID 
 

สูตรอัดเม็ด 
ซังข้าวโพด:แป้งข้าวเหนียว 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู่ในอาหารเหลว (%) 
abiotic sterile GM GM GB 

1:1 100.0±0.8 86.9±8.1 54.4±2.2 12.5±0.0 
3:1 100.0±0.8 86.7±6.0 55.6±3.1 24.0±0.4 

 
ง-2  สารปกป้องเซลล์ส าหรับแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY 
 

ตารางที่ ง-3  ข้อมูลดิบของจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและจ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีนใน
แบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY ที่ผลิตโดยแปรผันชนิดของสารปกป้องเซลล์ 
 

สารปกป้องเซลล์ เวลา 
(สัปดาห์) 

จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดใน GB 
(log MPN/ก.) 

จ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน
ใน GB (log MPN/ก.) 

กลูโคส 5% 0 10.18±0.12 7.18±0.30 
1 8.86±0.07 5.86±0.02 
2 8.10±0.07 5.10±0.15 

กลูโคส 10% 0 9.89±0.19 7.39±0.59 
1 8.99±0.20 5.99±0.28 
2 8.39±0.20 5.39±0.15 
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ตารางท่ี ง-3  (ต่อ) 
 

สารปกป้องเซลล์ เวลา 
(สัปดาห์) 

จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดใน GB 
(log MPN/ก.) 

จ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน
ใน GB (log MPN/ก.) 

ซูโครส 5% 0 9.89±0.23 7.89±0.03 
1 8.89±0.30 6.89±0.34 
2 8.73±0.21 6.73±0.02 

ซูโครส 10% 0 9.59±0.56 7.89±0.48 
1 9.15±0.20 7.15±0.02 
2 8.94±0.07 6.94±0.06 

ทรีฮาโลส 5% 0 9.82±0.05 7.82±0.10 
1 8.48±0.11 6.48±0.03 
2 7.95±0.14 5.95±0.02 

ทรีฮาโลส 10% 0 9.99±0.13 7.99±0.07 
1 8.40±0.25 7.40±0.21 
2 8.12±0.37 6.12±0.06 

กลีเซอรอล 5% 0 10.01±0.25 8.01±0.06 
1 7.82±0.11 5.82±0.31 
2 7.29±0.16 5.29±0.02 

กลีเซอรอล 10% 0 9.68±0.36 7.68±0.11 
1 7.19±0.24 6.39±0.12 
2 6.75±0.25 5.75±0.10 

นมผงขาดมันเนย 
5% 

0 9.96±0.17 7.96±0.25 
1 7.55±0.07 5.55±0.06 
2 6.62±0.13 3.62±0.05 

นมผงขาดมันเนย 
10% 

0 9.58±0.00 7.58±0.25 
1 7.82±0.07 4.82±0.17 
2 5.99±0.11 3.99±0.10 

ไม่เติมสารปกป้อง
เซลล์ 

0 9.93±0.07 7.93±0.56 
1 6.20±0.00 4.20±0.07 
2 5.48±0.04 1.48±0.08 
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ง-3  การเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY 
 

ตารางท่ี ง-4  ข้อมูลดิบของจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและการก าจัดไพรีนของแบคทีเรียอัดเม็ดสาย
พันธุ์ PCY ระหว่างการเก็บรักษาระยะสั้น (ไม่เติมสารปกป้องเซลล์) 
 

เวลา 
(สัปดาห์) 

ชนิดของเม็ด จ านวนแบคทีเรียทั้งหมด (MPN/ก.) การก าจัดไพรีน (%) 

0 GM  1.74x 107 25.61±3.23 
GB 3.00 x 107 97.41±8.13 

4 GM-4-air 4.20 x 103 23.39±3.11 
GB-4-air 1.32 x 104 37.88±6.01 
GM-RT-air 3.45 x 103 21.53±2.86 
GB-RT-air 2.15 x 103 46.28±4.17 

 
ตารางที่ ง-5  ข้อมูลดิบของจ านวนแบคทีเรียและการก าจัดไพรีนของแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY 
ระหว่างการเก็บรักษาระยะยาว (เติมสารปกป้องเซลล์) 
 

เวลา 
(สัปดาห์) 

ชนิดของเม็ด จ านวนแบคทีเรีย
ทั้งหมด (MPN/ก.) 

จ านวนแบคทีเรียย่อย
สลายไพรีน (MPN/ก.) 

การก าจัดไพรีน 
(%) 

0 GM 3.86±0.19 1.08±0.06 33.59±1.99 
 GB 6.36±0.00 5.88±0.08 87.77±0.27 
1 GM-4-air 3.59±0.40 0.90±0.06 32.39±7.22 
 GB-4-air 6.36±0.00 6.33±0.23 88.86±0.35 
 GM-4-no air 3.63±0.00 1.15±0.17 34.71±3.72 
 GB-4-no air 6.37±0.03 6.08±0.17 89.35±0.40 
 GM-RT-air 4.81±0.16 1.33±0.23 36.56±3.92 
 GB-RT-air 6.54±0.17 6.39±0.07 89.18±0.22 
 GM-RT-no air 4.07±0.17 1.25±0.13 34.54±2.88 
 GB-RT-no air 6.10±0.12 5.88±0.08 89.29±0.35 
2 GM-4-air 4.24±0.24 1.13±0.08 36.42±5.50 
 GB-4-air 6.61±0.26 6.13±0.08 89.39±0.50 
 GM-4-no air 4.07±0.17 1.04±0.00 39.01±5.49 
 GB-4-no air 6.13±0.16 6.03±0.02 89.57±0.45 
 GM-RT-air 4.93±0.27 1.37±0.16 32.02±1.61 
 GB-RT-air 6.51±0.38 5.87±0.18 87.49±0.85 
 GM-RT-no air 3.94±0.05 1.22±0.08 37.39±2.41 
 GB-RT-no air 6.09±0.22 5.38±0.19 87.50±0.96 



219 

 

ตารางท่ี ง-5  (ต่อ) 
 

เวลา 
(สัปดาห์) 

ชนิดของเม็ด จ านวนแบคทีเรีย
ทั้งหมด (MPN/ก.) 

จ านวนแบคทีเรียย่อย
สลายไพรีน (MPN/ก.) 

การก าจัดไพรีน 
(%) 

4 GM-4-air 4.22±0.08 1.08±0.06 36.41±5.09 
 GB-4-air 6.28±0.16 5.17±0.20 73.16±0.89 
 GM-4-no air 4.37±0.16 1.05±0.02 38.08±3.39 
 GB-4-no air 6.03±0.06 5.18±0.14 73.96±0.39 
 GM-RT-air 5.13±0.08 1.33±0.03 35.98±3.08 
 GB-RT-air 6.32±0.08 4.65±0.14 56.23±1.19 
 GM-RT-no air 4.04±0.00 1.27±0.06 33.06±3.39 
 GB-RT-no air 5.86±0.09 4.38±0.06 48.12±2.63 
6 GM-4-air 4.12±0.07 0.97±0.01 37.38±4.65 
 GB-4-air 5.24±0.07 4.04±0.06 56.39±1.07 
 GM-4-no air 3.97±0.01 0.97±0.00 35.46±5.64 
 GB-4-no air 5.15±0.06 4.15±0.07 66.18±2.43 
 GM-RT-air 4.02±0.04 0.79±0.00 26.09±5.20 
 GB-RT-air 4.28±0.06 3.40±0.07 39.24±1.45 
 GM-RT-no air 3.85±0.04 0.81±0.04 38.10±2.01 
 GB-RT-no air 4.48±0.05 3.27±0.08 38.60±2.69 
8 GM-4-air 3.62±0.04 0.87±0.01 36.51±4.99 
 GB-4-air 5.21±0.08 3.83±0.04 55.64±2.64 
 GM-4-no air 3.56±0.02 0.90±0.05 32.77±3.74 
 GB-4-no air 5.08±0.06 3.96±0.08 66.01±1.16 
 GM-RT-air 3.64±0.02 0.59±0.06 26.68±1.61 
 GB-RT-air 3.28±0.06 1.05±0.09 29.40±0.99 
 GM-RT-no air 3.48±0.00 0.53±0.04 34.14±1.42 
 GB-RT-no air 3.48±0.05 1.17±0.03 34.54±2.62 
10 GM-4-air 3.17±0.03 0.84±0.04 26.51±3.39 
 GB-4-air 4.90±0.06 3.52±0.05 43.33±1.59 
 GM-4-no air 3.18±0.02 0.89±0.06 30.01±8.68 
 GB-4-no air 4.97±0.00 3.61±0.06 44.63±4.75 
 GM-RT-air 3.15±0.07 0.53±0.04 24.39±1.78 
 GB-RT-air 3.09±0.08 0.90±0.05 27.29±2.93 
 GM-RT-no air 3.15±0.06 0.48±0.00 31.42±1.83 
 GB-RT-no air 3.25±0.09 1.01±0.04 27.05±2.00 
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ตารางท่ี ง-5  (ต่อ) 
 

เวลา 
(สัปดาห์) 

ชนิดของเม็ด จ านวนแบคทีเรีย
ทั้งหมด (MPN/ก.) 

จ านวนแบคทีเรียย่อย
สลายไพรีน (MPN/ก.) 

การก าจัดไพรีน 
(%) 

12 GM-4-air 3.05±0.02 0.79±0.00 25.66±3.26 
 GB-4-air 3.50±0.04 1.93±0.06 34.61±0.95 
 GM-4-no air 3.04±0.00 0.82±0.04 26.81±2.94 
 GB-4-no air 3.84±0.04 2.10±0.07 33.79±3.25 
 GM-RT-air 2.81±0.04 0.48±0.00 26.06±7.11 
 GB-RT-air 2.87±0.08 0.86±0.01 29.69±2.40 
 GM-RT-no air 3.07±0.02 0.48±0.00 26.44±4.41 
 GB-RT-no air 3.14±0.09 0.97±0.01 29.27±5.16 

 
ง-4  การประยุกต์ใช้แบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY ในการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีน 
 

 
 

รูปที่ ง-1  กราฟมาตรฐานของสารละลายไพรีนวิเคราะห์โดย GC-FID (PAH method) 
 
ตารางท่ี ง-6  การค านวณการน ากลับของไพรีนจากดิน วิเคราะห์โดย GC-FID 
 

ชนิดดิน ความเข้มข้นเริ่มต้น 
(มก./ล.) 

พ้ืนที่ใต้กราฟ ความเข้มข้นที่
น ากลับ (มก./ล.) 

การน ากลับของ
สาร (%) 

ดินไม่ปนเปื้อน 1,000 1635.7 896.52 77.9±11.8 
  1427.1 782.19  
  1203.3 659.52  
ดินปนเปื้อน 1,000 1981.6 1,086.11 97.0±10.3 

1700.3 931.93 
1625.1 890.71 
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รูปที่ ง-2  โครมาโทแกรมของ PAHs วิเคราะห์โดย GC-FID (PAH method) 
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ตารางที่ ง-7  ข้อมูลดิบปริมาณไพรีนที่เหลืออยู่ในการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีนด้วยแบคทีเรียอัดเม็ด
สายพันธุ์ PCY วิเคราะห์โดย GC-FID 
 

เวลา 
(วัน) 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู่ในดิน (%) 
A B C D E F 

0 100.0±12.2 100.0±12.2 100.0±12.2 100.0±12.2 100.0±12.2 100.0±12.2 
10 103.0±6.9 98.5±0.0 87.8±13.7 80.6±4.7 81.4±1.3 59.2±7.8 
20 95.0±3.7 94.9±3.3 76.4±4.8 63.6±12.1 54.9±0.1 19.2±2.6 
 

A: abiotic; B: natural attenuation; C: 10% GM addition; D: 5% GB addition; E: 10% GB addition; F: 
15% GB addition 
 

 
 

 
 

รูปที่ ง-3  โครมาโทแกรมของการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีนด้วยแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY 
วิเคราะห์โดย GC-FID (PAH method) 
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ตารางท่ี ง-8  ข้อมูลดิบของจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและแบคทีเรียย่อยสลายไพรีนในการบ าบัดดิน
ปนเปื้อนไพรีนด้วยแบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY วิเคราะห์โดย MPN 
 

เวลา (วัน) จ านวนแบคทีเรียทั้งหมด (log MPN/ก.) 
B C D E F 

0 4.80±0.24 4.92±0.07 5.30±0.36 5.66±0.00 6.13±0.07 
10 4.51±0.46 4.10±0.23 4.86±0.19 6.41±0.19 6.04±0.00 
20 5.03±0.20 4.54±0.16 5.54±0.16 6.99±0.37 6.79±0.22 
เวลา (วัน) จ านวนแบคทีเรียย่อยสลายไพรีน (log MPN/ก.) 

B C D E F 
0 2.36±0.00 2.63±0.00 5.07±0.15 5.25±0.10 5.39±0.10 
10 2.97±0.10 3.23±0.06 4.95±0.20 5.06±0.11 4.93±0.13 
20 3.50±0.14 3.50±0.04 5.06±0.11 5.39±0.19 5.43±0.11 
 

 
 

รูปที่ ง-4  กราฟมาตรฐานของยีน 16S rDNA (a) และ nidA (b) วิเคราะห์โดย real-time PCR 
 

ตารางที่ ง-9  ข้อมูลดิบของจ านวนยีน 16S rDNA และ nidA ในการบ าบัดดินปนเปื้อนไพรีนด้วย
แบคทีเรียอัดเม็ดสายพันธุ์ PCY วิเคราะห์โดย real-time PCR 
 

เวลา (วัน) จ านวนยีน 16S rDNA (log copies/ก.) 
B C D E F 

0 5.24±0.07 5.56±0.11 5.31±0.10 5.47±0.22 6.17±0.03 
10 5.51±0.11 5.31±0.05 5.21±0.03 6.05±0.41 6.15±0.09 
20 5.61±0.06 5.64±0.03 6.22±0.15 6.65±0.05 6.75±0.02 
เวลา (วัน) จ านวนยีน nidA (log copies/ก.) 

B C D E F 
0 0.48±0.05 1.21±0.39 3.58±0.44 4.14±0.09 4.55±0.08 
10 1.42±0.33 1.70±0.29 1.86±0.04 2.26±0.13 2.35±0.20 
20 1.86±0.15 2.57±0.16 2.46±0.02 2.61±0.49 2.50±0.04 
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ล าดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ RT-PCR-DGGE 
 

Clone MO1 
>ACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTGGCCGCACCTTCTTCTACAGGTACCGTCATTTTCTTCCCT
GCTGAAAGCGGTTTACAACCCTAGGGCCTTCTTCCCGCACGCGGCGTTGCTGCATCAGGCTTGC
GCCCATTGTGCAAGATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGA 
 

Clone MO2 
>ATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCA
AGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACA
CACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGT 
 

Clone MO3 
>ATTACCGCGACTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCA
AGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACA
CACGCGGCATGGCTGGGTCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCA 
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ภาคผนวก จ  รูปภาพเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

 

 
 

รูปที่ จ-1  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ RHDα-GN ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 5 สายพันธุ์ 
 

 
 

รูปที่ จ-2  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ RHDα-GP ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 5 สายพันธุ์ 

 

 
 

รูปที่ จ-3  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ As1-F, Ts2-R ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 5 สายพันธุ์ 
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รูปที่ จ-4  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ Am1-F, Tm1-R ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 5 สายพันธุ์ 

 

 
 

รูปที่ จ-5  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ Af2-F, Tf1-R ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 5 สายพันธุ์ 

 

 
 

รูปที่ จ-6  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ Ap1-F, Tp1-R ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 5 สายพันธุ์ 
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รูปที่ จ-7  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ bphA1f-F, bphA1f-R ของ Novosphingobium sp. PCY 
 

 
 

รูปที่ จ-8  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ bphA3-F, bphA3-R ของ Novosphingobium sp. PCY 
 

 
 

รูปที่ จ-9  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ bphA4-F, bphA4-R ของ Novosphingobium sp. PCY 
 

 
 

รูปที่ จ-10  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ bphC-F, bphC-R ของ Novosphingobium sp. PCY 
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รูปที่ จ-11  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ nidA-F, nidA-R ของ Novosphingobium sp. PCY 
 

 
 

รูปที่ จ-12  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ nidB-F, nidB-R ของ Novosphingobium sp. PCY 

 

 
 

รูปที่ จ-13  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ phtAc-F, phtAc-R และ phtAd-F, phtAd-R ของ 
Novosphingobium sp. PCY 
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รูปที่ จ-14  การทดลองแปรผันสภาวะของ PFGE เปรียบเทียบกับขนาด DNA มาตรฐาน 
 

 
 

รูปที่ จ-15  ภาพเซาท์เทิร์นไฮบริไดเซชันด้วย 16S rDNA probe ของอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบธรรมดา 
 

 
 

รูปที่ จ-16  อิเล็กโทรโฟรีซิสของ RNA ที่สกัดได้จาก Novosphingobium sp. PCY เมื่อเลี้ยงใน
อาหารที่มีไพรีนหรือซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียว 
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รูปที่ จ-17  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน 16S rRNA (a) และ nidA (b) ของ 
Novosphingobium sp. PCY ด้วยวิธี RT-PCR เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีไพรีนและซูโครสเป็นแหล่ง

คาร์บอนเพียงแหล่งเดียว 

 

 
 

 
 

รูปที่ จ-18  ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีนย่อยสลายอัลเคนของ Novosphingobium 
sp. PCY 
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