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หลัก: รศ. ดร.อรฤทัย ภิญญาคง{, 156 หน้า. 

จากเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลที่เกิดขึ นในอ่าวไทยบริเวณนอกชายฝั่งของเกาะเสม็ดเมื่อเดือน
กรกฎาคม พ.ศ. 2556 ซึ่งเหตุการณ์ในครั งนี ถือได้ว่าเป็นหนึ่งเหตุการณ์ที่ส่งผลกระทบร้ายแรงต่อ
สิ่งแวดล้อมในประเทศไทยโดยเฉพาะอย่างยิ่งบริเวณชายฝั่งของอ่าวพร้าว เกาะเสม็ด ดังนั นงานวิจัยนี 
จึงมีจุดประสงค์เพื่อคัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบ  และทดสอบ
ประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินทรายปนเปื้อนน ้ามันดิบของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ โดยตัวอย่างดินและ
ดินตะกอนที่ใช้ในงานวิจัยนี ถูกเก็บมาจาก 12 บริเวณใกล้กับชายหาดของอ่าวพร้าว ซึ่งเก็บภายหลัง
เหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลประมาณ 1 สัปดาห ์และ 1 เดือน พบว่าสามารถเพ่ิมจ้านวนของกลุ่มแบคทีเรีย
ที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบโดยใช้น ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) เป็นแหล่ง
พลังงาน แต่เนื่องจากการน้ากลุ่มแบคทีเรียไปใช้ในการบ้าบัดอาจมีข้อจ้ากัดจึงคัดแยกแบคทีเรียสาย
พันธุ์บริสุทธิ์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบจากกลุ่มแบคทีเรียและระบุชนิดโดยการ
วิเคราะห์ล้าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA พบว่า Exiguobacterium sp. AO-11 มีประสิทธิภาพ
ในการย่อยสลายน ้ามันดิบที่ดีที่สุดในงานวิจัยนี โดยมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% 
(ปริมาตร/ปริมาตร) เท่ากับประมาณ 90% ในระยะเวลา 10 วัน และเนื่องจากการมีลักษณะสมบัติที่
ส่งเสริมต่อการย่อยสลายน ้ามันดิบและยังไม่มีรายงานการก่อโรคจึงเลือกใช้  Exiguobacterium sp. 
AO-11 ในการบ้าบัดดินทรายที่ปนเปื้อนน ้ามันดิบ  4% (มวล/มวล) จากผลการวิเคราะห์ 16S 
Metagenomic analysis พบว่าสามารถตรวจพบ Exiguobacterium sp. AO-11 ที่เติมลงไปได้ใน
วันที่ 20 เท่านั น ซึ่งคาดว่าแบคทีเรียสายพันธุ์นี น่าจะเข้ามามีบทบาทในการย่อยสลาย อัลเคนสายยาว
และอัลเคนสายกลางในช่วงแรก จึงอาจส่งผลให้แบคทีเรียสายพันธุ์อื่นที่สามารถย่อยสลายน ้ามันดิบ
เพิ่มจ้านวนมากขึ น อย่างไรก็ตามจากผลการทดลองพบว่าการเติม Exiguobacterium sp. AO-11 
ธาตุอาหาร และสารกระจายน ้ามันต่างช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบ ดังนั นการ
ใช้ทั ง 3 วิธีร่วมกันคือการเติมแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ การเติมธาตุอาหาร และการเติมสารกระจาย
น ้ามัน จึงถือเป็นวิธีที่เหมาะสมและเป็นแนวทางในการบ้าบัดดินทรายปนเปื้อนน ้ามันดิบต่อไป 
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The oil spill in the Gulf of Thailand, off the coast of Samet Island in July 2013 
is regarded as one of the serious environmental disasters in Thailand, especially in Ao 
Phrao, Samet Island. The aim of this study is to isolate crude oil-degrading bacteria and 
examine its ability to remediate crude oil-contaminated sandy soil. Soil and sediment 
samples used in this study were collected approximately one week and one month 
after the oil spill incident. These samples were collected from twelve locations near 
Ao Phrao beach. Indigenous crude oil-degrading bacterial consortia can be enriched by 
using 0.25% (v/v) crude oil as the sole carbon source. Due to the limitation of consortia, 
individual bacterial strains showing crude oil degradation ability were isolated from the 
consortia and identified by 16S rDNA sequence analysis. As a result, Exiguobacterium 
sp. AO-11 capable of degrading 91.6% of 0.25% (v/v) crude oil within 10 days was the 
most efficient strain in this study. Because of its characteristics that enhanced capable 
of degrading crude oil and non-pathogenicity, Exiguobacterium sp. AO-11 could be the 
potential candidate for remediation of 4% (w/w) crude oil-contaminated sandy soil.The 
results of 16S Metagenomic analysis indicated that Exiguobacterium sp. AO-11 was 
detected only at days 20. As this strain plays the role in degradation of long-chain 
alkane and medium-chain alkane, this characteristic could enhance the growth of other 
crude oil-degrading bacterial strains. Nevertheless, the result indicated that the 
addition of Exiguobacterium sp. AO-11, nutrient and dispersant could increase the 
crude oil degradation efficiency. Therefore, the combination of three 
treatments, Bioaugmentation Biostimulation and Dispersant, was appropriate approach 
for the remediation of crude oil contaminated sandy soil. 
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บทที ่1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

น ้ามันดิบถือเป็นทรัพยากรธรรมชาติที่มีความส้าคัญ เนื่องจากเป็นวัตถุดิบหลักที่ใช้ในการ
แปรรูปเพื่อให้ได้เป็นผลิตภัณฑ์น ้ามันชนิดต่างๆ เช่น น ้ามันเบนซีน น ้ามันดีเซล น ้ามันหล่อลื่น เป็นต้น 
ซึ่งเป็นพลังงานเชื อเพลิงที่มีการน้ามาใช้อย่างกว้างขวางหรือใช้ในภาคอุตสาหกรรมโดยเฉพาะ
อุตสาหกรรมปิโตรเคมีภัณฑ์ต่างๆ โดยจากรายงานสรุปการจัดหาและการจัดจ้าหน่ายน ้ามันเชื อเพลิง
ในปี พ.ศ. 2557 พบว่าความต้องการใช้น ้ามันดิบภายในประเทศคือ  7,754 ล้านลิตร (133,627 
บาร์เรล/วัน) (กรมธุรกิจพลังงาน กระทรวงพลังงาน, 2557) แสดงถึงการน้าน ้ามันดิบมาใช้ประโยชน์
ในปริมาณที่มาก จึงเป็นการเพ่ิมโอกาสในการเกิดเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลสู่สิ่งแวดล้อมสูงขึ นเช่นกัน ซึ่ง
หากเกิดหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลขึ นแล้วก็ย่อมส่งผลกระทบโดยตรงต่อทรัพยากรธรรมชาติและ
สิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะอย่างยิ่งทรัพยากรทางทะเล  

ในประวัติศาสตร์โลกได้เกิดเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลสู่สิ่งแวดล้อมหลายครั ง เช่น เหตุการณ์
น ้ามันดิบรั่วไหลจากอุบัติเหตุของเรือบรรทุกน ้ามัน Exxon Valdez หรือเหตุการณ์แท่นขุดเจาะน ้ามัน 
Deepwater Horizon ระเบิด เป็นต้น ประเทศไทยเองก็มีเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลเกิดขึ นเช่นกัน             
โดยจากสถิติของกรมเจ้าท่า ในระหว่างปีพ.ศ. 2540-2558 พบว่าเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลส่วนใหญ่
มักจะเกิดขึ นในบริเวณจังหวัดระยองและจังหวัดชลบุรี เนื่องจากในบริเวณนี มีนิคมอุตสาหกรรมต่างๆ 
ประกอบกับมีอุตสาหกรรมปิโตรเคมีรวมทั งมีกิจกรรมการท่องเที่ ยว จึงเป็นสาเหตุให้ในบริเวณ
ดังกล่าวมีเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลเกิดขึ นอยู่บ่อยครั งและเมื่อวันที่ 27 กรกฎาคม พ.ศ. 2556 ได้เกิด
เหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลขึ นจากท่ออ่อนส่งน ้ามันดิบขนาด 16 นิ ว ของบริษัท พีทีที โกลบอล เคมีคอล 
จ้ากัด (มหาชน) ท้าให้มีน ้ามันดิบประมาณ 50,000 ลิตร รั่วไหลลงสู่ทะเล ห่างจากชายฝั่งมาบตาพุต
ไปทางทิศตะวันออกเฉียงใต้ประมาณ 20 กิโลเมตร ท้าให้มีการเคลื่อนตัวของน ้ามันไปสะสมที่บริเวณ
อ่าวพร้าวและชายฝั่งด้านเหนือของเกาะเสม็ดรวมทั งอ่าวเพ  

จากเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลที่เกิดขึ นซึ่งเป็นปัญหาที่ส่งผลกระทบต่อทั งสิ่งมีชีวิตและ
สิ่งแวดล้อมโดยเฉพาะอย่างยิ่งผลกระทบต่อระบบนิเวศชายฝั่ง ได้แก่ ระบบนิเวศหาดทราย ระบบ
นิเวศหาดหิน และระบบนิเวศแนวปะการัง จึงน้ามาสู่กระบวนการบ้าบัดพื นที่บริเวณชายฝั่งที่ได้รับ
การปนเปื้อน ซึ่งวิธีหนึ่งที่มีประสิทธิภาพและใช้ต้นทุนต่้ารวมทั งมีความเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมคือการ
บ้าบัดภายในพื นที่ที่ได้รับการปนเปื้อนโดยใช้วิธีการทางชีวภาพ (Bioremediation) เป็นกระบวนการ
ที่อาศัยการเจริญของสิ่งมีชีวิต เช่น แบคทีเรีย รา ยีสต์ พืช เป็นต้น ในการเปลี่ยนรูปแบบของสารพิษ
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ให้มีความเป็นพิษลดลงหรือหมดไป ซึ่งการใช้จุลินทรีย์โดยเฉพาะแบคทีเรียในการบ้าบัดก็เป็นวิธีที่
นิยมใช้เนื่องจากแบคทีเรียถือได้ว่าเป็นจุลินทรีย์ชนิดที่มีความสามารถและท้าหน้าที่ในการย่อยสลาย
น ้ามันในล้าดับแรกภายหลังจากที่มีการรั่วไหลของน ้ามันสู่สิ่งแวดล้อม (Brooijmans และคณะ, 2009) 
โดยวิธีการในการบ้าบัดพื นที่ที่ได้รับการปนเปื้อนน ้ามันโดยใช้แบคทีเรียมีวิธีการหลักอยู่ 2 วิธี ได้แก่ 
การเติมแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย (Bioaugmentation) คือการเติมแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันลงไปในบริเวณที่มีการปนเปื้อนเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของ
กระบวนการย่อยสลายในพื นที่นั น รวมทั งแบคทีเรียดังกล่าวยังสามารถน้าไปพัฒนาต่อเป็นนวัตกรรม
พร้อมใช้เพื่อความสะดวกในการบ้าบัดในพื นที่ปนเปื้อนอื่นๆ ได้อีกด้วย และการกระตุ้นการเจริญของ
แบคทีเรีย (Biostimualation) คือการเติมสารอาหารหรือสารใดๆ ที่ช่วยในการปรับสภาวะให้
เหมาะสมและกระตุ้นกิจกรรมการย่อยสลายของแบคทีเรียดั งเดิมที่อยู่ในบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อน
เพื่อให้แบคทีเรียในบริเวณดังกล่าวมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายมากขึ น โดยอัตราส่วนธาตุอาหาร
คาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อออกซิเจนที่เหมาะสมคือ 100:10:1 (Almeida และคณะ, 2013) 
 เนื่องจากแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายมักจะสามารถคัดแยกได้จากบริเวณที่มี
ประวัติการปนเป้ือน ตัวอย่างเช่นงานวิจัยของ Hassanshahian และคณะ (2014) คัดแยกแบคทีเรียที่
มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบจากตัวอย่างดินตะกอนและน ้าทะเลบริเวณอ่าวเปอร์เซียที่
เคยมีประวัติการปนเปื้อนน ้ามันดิบ พบว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
น ้ามันดิบได้ทั งหมด 15 สายพันธุ์ โดย Corynebacterium variabile PG-Z มีประสิทธิภาพสูงสุดใน
การย่อยสลายน ้ามันดิบ 1% (ปริมาตร/ปริมาตร) ได้ 82% ภายในระยะเวลา 7 วัน ซึ่งการที่แบคทีเรีย
จะสามารถย่อยสลายน ้ามันดิบได้อย่างมีประสิทธิภาพนั น จะขึ นอยู่กับลักษณะสมบัติของแบคทีเรียที่
ส่งเสริมต่อการย่อยสลายน ้ามันด้วย ได้แก่ การมียีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารประกอบ
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในน ้ามันดิบ เช่น ยีน alkB alkB1 alkB2 เป็นต้น ซึ่งเป็นยีนที่ประมวลรหัส
เอนไซม์ที่แตกต่างกัน ท้าให้มีความจ้าเพาะต่อการย่อยสลายสายอัลเคนที่เป็นองค์ประกอบส่วนใหญ่
ในน ้ามันดิบได้แตกต่างกัน ส่งผลให้สามารถประเมินการมีอยู่ของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการ
ย่อยสลายอัลเคนได้เมื่อตรวจพบยีนดังกล่าว (Jurelevicius และคณะ, 2013) และการสร้างสาร            
ลดแรงตึงผิวชีวภาพและสมบัติความไม่ชอบน ้าของเซลล์ ซึ่งจะช่วยเพิ่มการละลายและสภาพพร้อมใช้
ทางชีวภาพของน ้ามันได ้
 นอกจากนี ก่อนการน้าไปพัฒนาเพื่อใช้บ้าบัดในพื นที่ปนเปื้อนจริง การทดสอบประสิทธิภาพ
ในระดับห้องปฏิบัติการก็เป็นอีกหนึ่งวิธีที่จะช่วยประเมินประสิทธิภาพในการย่อยสลายของแบคทีเรีย
ที่คัดแยกได้ ตัวอย่างเช่นงานวิจัยของ Zhao และคณะ (2011) ได้ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อย
สลายน ้ามันดิบด้วยวิธีการเติมกลุ่มแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย (Bioaugmentation) 
ที่ได้จากการคัดแยก และวิธีการกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรีย (Biostimualation) ด้วยการเติม
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สารอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในระบบนิเวศจ้าลองดิน พบว่าวิธี Bioaugmentation สามารถ
เพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบได้มากกว่า 50% ดังนั นจะเห็นได้ว่าวิธีการเติมแบคทีเรียที่
มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย (Bioaugmentation) ก็เป็นวิธีหนึ่งที่ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการ
ย่อยสลายให้ดีขึ น นอกจากนี ในระหว่างการบ้าบัดสามารถตรวจติดตามการอยู่รอดของแบคทีเรียที่เติม
ลงไป และติดตามการเปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียในสิ่งแวดล้อมโดยอาศัยเทคนิคทาง
ชีววิทยาโมเลกุลคือวิธี 16S Metagenomic analysis ซึ่งเป็นวิธีการศึกษาที่ครอบคลุมจุลินทรีย์ที่   ไม่
สามารถเพาะเลี ยงได้ (unculturable microbes) ซึ่งพบว่ามีมากถึงร้อยละ 99 ของจุลินทรีย์ทั งหมด 
และสามารถศึกษาประชาคมจุลินทรีย์ทั งหมดที่มีอยู่ในตัวอย่างในสิ่งแวดล้อม เช่น ดิน ดินตะกอน น ้า
ทะเล เป็นต้น 
 อย่างไรก็ตามเนื่องจากการทดสอบประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินตัวอย่างที่ได้รับการปนเปื้อน
โดยใช้วิธีที่หลากหลายทั งการเติมแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ การปรับธาตุอาหารให้มีความเหมาะสม 
และการเติมสารกระจายน ้ามันยังมีการศึกษาไม่มากนัก และจากเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลครั งใหญ่ ใน
ทะเลจังหวัดระยอง ซึ่งบริเวณอ่าวพร้าว เกาะเสม็ด เป็นจุดที่ได้รับผลกระทบจากเหตุการณ์ที่เกิดขึ น
มากที่สุด จึงเป็นที่น่าสนใจที่จะหาวิธีที่เหมาะสมในการบ้าบัดดินทรายบริเวณชายฝั่ง เพื่อเป็นต้นแบบ
ในการจัดการปัญหาการปนเปื้อนน ้ามันบริเวณชายฝั่งต่อไป จึงน้ามาสู่งานวิ จัยนี ซึ่งจะคัดแยก
แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบจากตัวอย่างดินชายฝั่งและดินตะกอนบริเวณ      
อ่าวพร้าว เกาะเสม็ด จังหวัดระยอง เพื่อให้ได้แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 1 ชนิด และศึกษา
ลักษณะสมบัติของแบคทีเรียดังกล่าว รวมทั งน้าไปทดสอบประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินทราย
ปนเปื้อนน ้ามันดิบ เพื่อประเมินประสิทธิภาพการย่อยสลายและตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงของ
ประชาคมแบคทีเรียในระหว่างการบ้าบัด ซึ่งผลที่ได้จากงานวิจัยนี อาจเป็นประโยชน์ในการเป็น
แนวทางเพื่อน้าแบคทีเรียที่คัดแยกได้นี ไปพัฒนาต่อยอดเป็นนวัตกรรมพร้อมใช้ส้าหรับการบ้าบัดดิน
ทรายปนเปื้อนน ้ามันดิบต่อไป  
 
1.2 วัตถุประสงคข์องงานวจิัย 

1) คัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบจากตัวอย่างดินชายฝั่งและ
ดินตะกอนบริเวณอ่าวพร้าว เกาะเสม็ด จังหวัดระยอง 

2) ศึกษาลักษณะสมบัติของแบคทีเรียที่คัดแยกได้โดยตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อย
สลายน ้ามันดิบ และศึกษาแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื องต้นและความไม่ชอบน ้า
ของเซลล์ 

3) ทดสอบประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินทรายปนเปื้อนน ้ามันดิบของแบคทีเรียที่คัดแยกได ้
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1.3 สมมติฐานของงานวิจัย 

 แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดินชายฝั่งและ
ดินตะกอน บริเวณอ่าวพร้าว เกาะเสม็ด มีลักษณะสมบัติที่ส่งเสริมต่อการย่อยสลายน ้ามันดิบและ            
มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบในดินทรายที่ได้รับการปนเปื้อน 
 
1.4 ขอบเขตของงานวิจัย 

 1.4.1 ตัวอย่างดินชายฝั่งและดินตะกอนทีใ่ช้ในงานวิจัย  

  ตัวอย่างดินชายฝั่งและดินตะกอนที่ใช้ในงานวิจัยนี ได้มาจากบริเวณอ่าวพร้าว เกาะ
เสม็ด จังหวัดระยอง ซึ่งเป็นตัวอย่างดินบริเวณชายฝั่ง ดินตะกอนแนวปะการัง และดินตะกอนในทะเล
ซึ่งมาจากบริเวณที่ได้รับและไม่ได้รับการปนเปื้อนจากเหตุการณ์น ้ามันดิบรั่วไหล โดยเก็บตัวอย่าง
ภายหลังเหตุการณ์ ประมาณ 1 สัปดาห์ และ 1 เดือน และเก็บรักษาตัวอย่างที่อุณหภูมิ 4                    
องศาเซลเซียส 

1.4.2 เพิ่มจ านวนและทดสอบประสิทธิภาพของกลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถในการ
ย่อยสลายน  ามันดิบจากตัวอย่างดินชายฝั่งและดินตะกอนบริเวณอ่าวพร้าว เกาะเสม็ด จังหวัด
ระยอง 

 งานวิจัยในขั นตอนนี เป็นการวิเคราะห์จ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบจาก
ตัวอย่างดินชายฝั่งและดินตะกอนโดยใช้วิธี Most Probable Number (MPN) และตรวจสอบยีนที่
เกี่ยวข้องในการย่อยสลายน ้ามันดิบ จากนั นจึงเพิ่มจ้านวนกลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อย
สลายน ้ามันดิบโดยวิธีเอนริชเมนท์ (Enrichment) และทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
น ้ามันดิบของกลุ่มแบคทีเรีย โดยใช้เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี (Gas Chromatography) และเครื่อง
ตรวจวัดชนิด Flame Ionization Detector (FID) เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
น ้ามันดิบของกลุ่มแบคทีเรียที่คัดแยกได้ รวมทั งตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 
 1.4.3 คัดแยกและศึกษาลักษณะสมบัติของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ ์

 งานวิจัยในขั นนี เป็นการคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์จากกลุ่มแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบทั งหมดโดยใช้วิธี cross streak plate บนอาหารแข็ง 100% 
Luria-Bertani (LB) ตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วยวิธีการย้อมแกรม (Gram staining) และระบุชนิดของ
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ จากนั นทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบ โดยใช้เครื่อง Gas 
Chromatography (GC-FID) เพื่อให้ได้แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 1 ชนิดและ
น้าไปตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลายน ้ามันดิบ รวมทั งทดสอบความไม่ชอบน ้าของเซลล์และ
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ศึกษาแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ได้แก่ การวัดค่าแรงตึงผิว (Surface tension) การ
วัดค่าดรรชนีของอิมัลชัน (Emulsion Index, E24) และการวัดค่าการกระจายน ้ ามัน (Oil 
displacement)   
 1.4.4 ทดสอบประสิทธิภาพในการบ าบัดดินทรายปนเปื้อนน  ามนัดิบ 

  งานวิจัยในขั นนี เป็นการทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบของ
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 1 ชนิดโดยใช้ดินทรายชายฝั่งจากบริเวณที่ได้รับการ
ปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน (CT1-M1) จากอ่าวพร้าว เกาะเสม็ด โดยมีทั งหมด 
6 ชุดการทดลอง ได้แก่ ชุด Abiotic control หรือชุดควบคุม ชุด Natural attenuation เพื่อทดสอบ
การย่อยสลายน ้ามันดิบโดยจุลินทรีย์ประจ้าถิ่น ชุด Bioaugmentation เพื่อทดสอบประสิทธิภาพใน
การย่อยสลายน ้ ามันดิบของแบคที เ รี ยสายพันธุ์ บริ สุทธิ์ ที่ มี ประสิทธิภาพสู งสุ ด  1 ชนิด                           
ชุด Biostimulation เพื่อทดสอบการย่อยสลายน ้ามันดิบด้วยการกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียโดย
การเติมธาตุอาหารที่ปรับให้มีอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัสเท่ากับ 100:10:1                
ชุด Dispersant เพื่อทดสอบการย่อยสลายน ้ามันดิบภายหลังจากการเติมสารกระจายน ้ามัน 
(dispersant) และชุด Bioaugmentation + Biostimulation + Dispersant เพื่อทดสอบการย่อย
สลายน ้ามันดิบจากผลของการเติมแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 1 ชนิด การเติม
ธาตุอาหาร และการเติมสาร dispersant โดยทุกชุดการทดลองจะบ่มบนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิห้อง
และเก็บตัวอย่างในวันที่ 0 20 40 60 80 และ 100 วิเคราะห์ปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่โดยเครื่อง 
Gas Chromatography (GC-FID) และเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบของ            
แต่ละชุดการทดลองโดยใช้การวิเคราะห์ทางสถิติ รวมทั งตรวจติดตามแบคทีเรียสายพันธุ์ที่เติมลงไป 
และการเปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียในระบบโดยใช้วิธี 16S Metagenomic analysis 
  
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบที่คัดแยกได้นี สามารถน้าไปพัฒนาเป็น
นวัตกรรมพร้อมใช้ส้าหรับการบ้าบัดดินทรายที่ได้รับการปนเปื้อนน ้ามันดิบต่อไป
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ภาพรวมงานวจิัย  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ส่ วนที่  1 เ พิ่ ม จ านวนและทดสอบ
ประสิทธิภาพของกลุ่มแบคทีเรีย 

ส่วนที่ 2 ศึกษาลักษณะสมบัติของ
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ 

ส่วนที่ 3 ทดสอบประสิทธิภาพใน
การบ าบัดดินทรายที่ปนเปื้อน
น  ามันดิบ 

ตั วอย่ า งดิ นชายฝั่ ง /ดิ นตะกอน  12 
ตัวอย่าง จากอ่าวพร้าว เกาะเสม็ด 

วิเคราะห์จ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลาย
น ้ามันดิบโดยวิธี MPN  

เ พิ่ ม จ้ า น ว น ก ลุ่ ม แ บ ค ที เ รี ย ที่ มี
ค ว ามส ามารถ ในการย่ อ ยสลาย
น ้ามันดิบโดยวิธีเอนริชเมนท ์

กลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อย
สลายน ้ามันดิบ 

ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
น ้ามันดิบโดย GC-FID 

ตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อย
สลายน ้ามันดิบของกลุ่มแบคทีเรีย  

กลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถในการ
ย่อยสลายน ้ามันดิบ 

คัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มี
ค ว ามสามารถ ในการย่ อยสลาย
น ้ามันดิบ 
 

ทดสอบประสิทธิภาพในการ
บ้ าบัดดินทรายที่ปนเปื้ อน
น ้ามันดิบ 

ระบุ ชนิ ดของแบคที เ รี ย       
สายพันธุ์บริสุทธิ ์ 

ทดสอบประสิทธิภาพในการ
ย่ อ ย ส ล า ย น ้ า มั น ดิ บ โ ด ย            
GC-FID 

 

แบคที เ รี ยสายพันธุ์ บ ริ สุ ทธิ์ ที่ มี
ประสิทธิภาพสูงสุด 1 ชนิด 

ตรวจสอบยีนที่ เกี่ยวข้องใน
การย่อยสลายน ้ามันดิบ  

ศึกษาแนวโน้มในการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื องต้น
และความไม่ชอบน ้าของเซลล์ 

แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มี
ประสิทธิภาพสูงสุด 1 ชนิด 

6 ชุดการทดลอง ได้แก่ 
- ชุด A Abiotic control  
- ชุด B Natural attenuation 
- ชุด C Bioaugmentation 
- ชุด D Biostimulation 
- ชุด E Dispersant 
- ชุ ด  F Bioaugmentation+ 
Biostimulation+Dispersant 

ตรวจติดตามแบคทีเรีย
สายพั น ธุ์ บ ริ สุ ท ธิ์ แ ละ
ประชาคมแบคทีเรียด้วย
วิ ธี  16S Metagenomic 
analysis 

วิ เ ค ร า ะ ห์ ป ริ ม า ณ
น ้ามันดิบที่เหลืออยู่โดย 
GC-FID 

ตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อย
สลายน ้ามันดิบของตัวอย่าง  



 
 

 

บทที ่2 

ทบทวนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 องค์ประกอบและความส าคัญของน  ามันดิบ 

เนื่องจากจ้านวนประชากรที่เพิ่มสูงขึ นจึงท้าให้ความต้องการในการใช้พลังงานมีเพิ่มมากขึ น
เช่นกัน ซึ่งพลังงานเชื อเพลิงถือเป็นพลังงานรูปแบบหนึ่งที่มีการน้ามาใช้อย่างกว้างขวาง โดยพลังงาน
รูปแบบดังกล่าวได้มาจากการน้าน ้ามันดิบมาใช้ประโยชน ์ซึ่งน ้ามันดิบเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน
และสารเคมีอื่นๆ เช่น ไนโตรเจน ออกซิเจน ก้ามะถัน เป็นต้น เกิดมาจากการทับถมของซากพืชซาก
สัตว์โบราณ (fossil) อยู่ในชั นหินหรือชั นดินเป็นเวลานานและมีองค์ประกอบหลักที่ส้าคัญดังรูปที่ 2.1 
ได้แก่  

รูปที่ 2.1 องค์ประกอบหลักของน ้ามันดิบ  
ที่มา: McGenity (2014) 

 
1) ไฮโดรคาร์บอนประเภทอิ่มตัว (Saturated hydrocarbon) 

   เป็นสารที่ประกอบด้วยไฮโดรเจนและคาร์บอน โดยมีพันธะเดี่ยวเชื่อมต่อ
ระหว่างคาร์บอนกับคาร์บอน มีคุณสมบัติคือเป็นสารชนิดที่ไม่มีขั ว ตัวอย่างเช่น อัลเคน (alkane)   
เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนชนิดโซ่ตรง และไซโคลอัลเคน (cycloalkanes) หรือไซคลิกอัลเคน 
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(cyclic alkanes) เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่ประกอบเป็นวง 1 วง หรือมากกว่า 1 วงขึ นไป 
เป็นต้น (Hyne, 2011) 

2) อะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Aromatic hydrocarbon) 
   เป็นสารไฮโดรคาร์บอนชนิดที่ไม่อิ่มตัว มีโครงสร้างหลักเป็นวงเบนซีนที่
ประกอบด้วยพันธะคู่สลับกับพันธะเดี่ยวและมีคาร์บอน 6 อะตอม ตัวอย่างของอนุพันธ์เบนซีน เช่น 
สารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs) ซึ่งมี
โครงสร้างประกอบด้วยวงเบนซีนตั งแต่ 2 วงขึ นไป เช่น ไพรีน ฟีแนนทรีน แอนทราซีน เป็นต้น
(Haritash และ  Kaushik, 2009) 
  3) เรซิน (Resins) 
   เป็นสารไฮโดรคาร์บอนที่ประกอบด้วยออกซิเจน ก้ามะถันและไนโตรเจน 
จึงท้าให้เป็นสารชนิดที่มีขั ว และมีน ้าหนักมวลโมเลกุลต่้ากว่าเมื่อเปรียบเทียบกับแอสฟาลทีน            
แต่สูงกว่าไฮโดรคาร์บอนประเภทอิ่มตัวและอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน และมีความซับซ้อนน้อยกว่า
โครงสร้างของอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนที่มี 2-4 วงรวมกัน (Merola และคณะ, 2016) 
  4) แอสฟาลทีน (Asphaltenes) 
   เป็นสารที่ประกอบด้วยคาร์บอน ไฮโดรเจน ไนโตรเจน ออกซิเจน ซัลเฟอร์                      
วานาเดียม และนิกเกิล เป็นสารชนิดที่มีขั วและมีอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไฮโดรเจนประมาณ 1:1.2 
ทั งนี ขึ นอยู่กับแหล่งที่มา (Boukir และคณะ, 2001) 
 ดังที่กล่าวข้างต้นว่าน ้ามันดิบสามารถน้ามาใช้ประโยชน์ในรูปแบบของพลังงานเชื อเพลิง           
ซึ่งท้าได้โดยการน้าน ้ามันดิบมาผ่านกระบวนการกลั่นล้าดับส่วน ท้าให้ได้เป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ ได้แก่ 

 1) ก๊าซปิโตรเลียมเหลว หรือก๊าซหุงต้ม (Liquefied Petroleum Gas, LPG) จะมี
สภาพเป็นก๊าซในอุณหภูมิและความดันบรรยากาศ จึงสามารถน้าไปใช้เป็นเชื อเพลิงส้าหรับหุงต้ม หรือ
เป็นเชื อเพลิงส้าหรับเครื่องยนต์และรถยนต์ 
  2) น ้ามันเบนซิน (Gasoline) ใช้เป็นเชื อเพลิงส้าหรับเครื่องยนต์เบนซิน 
  3) น ้ามันเชื อเพลิงเครื่องบินใบพัด (Aviation Gasoline) ใช้ส้าหรับเครื่องบินใบพัด 
เนื่องจากมีการปรับปรุงคุณภาพให้มีค่าออกเทนสูง เหมาะส้าหรับเครื่องยนต์ของเครื่องบิน                
  4) น ้ามันเชื อเพลิงเครื่องบินไอพ่น (Jet Fuel) ส่วนใหญ่ใช้เป็นเชื อเพลิงไอพ่นของ               
สายการบินพาณิชย์  

 5) น ้ามันก๊าด (Kerosene) สามารถน้าไปใช้ประโยชน์ เช่น เป็นส่วนผสมส้าหรับ            
ยาฆ่าแมลง สีทาน ้ามันชักเงา เป็นต้น 

 6) น ้ามันดีเซล (Diesel Fuel) ใช้เป็นเชื อเพลิงส้าหรับเครื่องยนต์ดีเซล 
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  7) น ้ามันเตา (Fuel Oil) ใช้เป็นเชื อเพลิง เช่น ใช้กับเครื่องยนต์เรือเดินสมุทร หรือใช้
ส้าหรับเตาเผาหรือเตาหลอมในโรงงานอุตสาหกรรมต่างๆ  
  8) ยางมะตอย (Asphalt) สามารถน้ายางมะตอยมาใช้ประโยชน์โดยการน้าไปผ่าน
กระบวนการปรับปรุงคุณภาพเพื่อให้มีสมบัติที่ดีขึ น เช่น มีความต้านทานต่อสภาพอากาศและแรง
กระแทกกระเทือน มีความเหนียวและยืดหยุ่นตัวต่ออุณหภูมิระดับต่าง ๆ เป็นต้น (แผนกวิชา
เทคโนโลยียางและพอลิเมอร์ วิทยาลัยเทคนิคจันทบุร,ี 2558) 
 นอกจากนี น ้ามันดิบยังมีความส้าคัญต่อภาคอุตสาหกรรมโดยเฉพาะอุตสาหกรรมปิโตรเคมี
ต่างๆ เนื่องจากเป็นการน้าสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่ได้จากการกลั่นน ้ามันดิบหรือจากการแยก
แก๊สธรรมชาติมาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเคมีภัณฑ์ต่างๆ ซึ่งสามารถแบ่งได้เป็น 3 ขั นตอน ได้แก ่ 
   1) อุตสาหกรรมปิโตรเคมีขั นต้น (Upstream Petrochemical Industry) 
เป็นการผลิตผลิตภัณฑ์ปิโตรเคมีล้าดับแรกที่ใช้เป็นวัตถุดิบส้าหรับการผลิตขั นต่อเนื่องต่อไป  ได้แก่ 
กลุ่มอัลเคน กลุ่มโอเลฟินส์ และกลุ่มอะโรมาติก  

  2)  อุตสาหกรรมปิโตรเคมีขั นกลาง ( Intermediate Petrochemical 
Industry) เป็นอุตสาหกรรมที่น้าผลิตภัณฑ์ปิโตรเคมีขั นต้นมาเป็นวัตถุดิบในการผลิต  ได้แก่ 
ผลิตภัณฑ์ปิโตรเคมีขั นกลางสายอัลเคน ผลิตภัณฑ์ปิโตรเคมีขั นกลางสายโอเลฟินส์ และผลิตภัณฑ์ 
ปิโตรเคมีขั นกลางสายอะโรมาติก  

  3)  อุตสาหกรรมปิ โตรเคมีขั นปลาย (Downstream Petrochemical 
Industry) เป็นอุตสาหกรรมที่น้าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมีขั นต้นและขั นกลางมาใช้
เป็นวัตถุดิบเพื่อผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ขั นสุดท้ายก่อนที่จะน้าไปแปรรูปในอุตสาหกรรมต่อเนื่อง โดย
สามารถแบ่งเป็นกลุ่มหลักๆ ตามลักษณะของผลิตภัณฑ์ที่ ได้แก่ กลุ่มพลาสติก กลุ่มเส้นใยสังเคราะห์ 
กลุ่มยางสังเคราะห์ และกลุ่มสารเคลือบผิวและผลิตภัณฑ์กาว (ส้านักงานนโยบายและแผนพลังงาน, 
2553) 

ดังนั นจะเห็นได้ว่าน ้ามันดิบเป็นทรัพยากรธรรมชาติที่มีความส้าคัญ เนื่ องจากการน้ามาใช้
ประโยชน์ทั งในด้านของการน้ามาแปรรูปเพื่อให้ได้เป็นพลังงานเชื อเพลิงและการน้ามาใช้เป็นวัตถุดิบ
ในอุตสาหกรรมต่างๆ ซึ่งเป็นส่วนหน่ึงในการขับเคลื่อนเศรษฐกิจของประเทศด้วย  
 
2.2 สาเหตุของน  ามันที่ปนเปื้อนสู่สิ่งแวดล้อม  

 2.2.1 สาเหตุเกิดจากการซึมของน  ามันตามธรรมชาติ (Natural oil seepage) 

  เนื่องจากสารไฮโดรคาร์บอนในรูปของเหลวและแก๊สสามารถซึมผ่านขึ นมาสู่ผิวดินใต้
ทะเลจากแอ่งสะสมน ้ามันใต้ดินตามธรรมชาติได้ จึงท้าให้เกิดการรั่วไหลของน ้ามันสู่ทะเลหรือ
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มหาสมุทร โดยจากการประมาณการปริมาณน ้ามันที่รั่วไหลจากวิธีนี พบว่ามีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ประมาณ 
600,000 ตันต่อป ี(Kvenvolden และ  Cooper, 2003)  
 2.2.2 สาเหตเุกิดจากกิจกรรมของมนุษย ์

  2.2.2.1 การส ารวจและขุดเจาะน  ามัน 

   ในระหว่างการขุดเจาะน ้ามันดิบขึ นมาจากใต้ดิน น ้าใต้ดินที่อยู่ในบริเวณนั น
จะถูกสูบขึ นมาด้วย ซึ่งน ้าส่วนนี จะถูกสูบกลับคืนสู่แอ่งน ้าใต้ดินดังเดิม หรือทิ งออกจากแท่นขุดเจาะ
ภายหลังจากผ่านกระบวนการเพื่อแยกน ้ามันดิบออก อย่างไรก็ตามอาจพบว่ายังคงมีน ้ามันหลงเหลือ
อยู่ในน ้าส่วนนี  แต่ส่วนใหญ่มักจะละลาย (Disperse) ในน ้าจึงส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมน้อยกว่า
เมื่อเปรียบเทียบกับน ้ามันที่รั่วไหลซึ่งเกิดขึ นจากอุบัติเหตุต่างๆ  

2.2.2.2 การรั่วไหลของน  ามนัจากการขนส่ง 

   - การขนส่งทางเรือบรรทุกน ้ามัน 
    การขนส่งน ้ามันดิบหรือน ้ามันชนิดอื่นๆ ในปริมาณมากจ้าเป็นที่
จะต้องอาศัยการขนส่งโดยเรือบรรทุกน ้ามัน ดังนั นหากเกิดอุบัติเหตุขึ นในระหว่างการขนส่งจะท้าให้
เกิดการรั่วไหลของน ้ามันในปริมาณที่มากและอาจส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมหรือสิ่งมีชีวิตเป็น           
วงกว้างได้ 
   - การขนส่งผ่านท่อส่งน ้ามัน  
    ในการขนส่งน ้ามันจ้าเป็นต้องอาศัยระบบท่อส่งน ้ามันซึ่งรวมถึงท่อ
รวบรวม ท่อส่ง ถังพัก สถานีสูบ และถังเก็บน ้ามันทั งที่อยู่บนดินและใต้ดิน ดังนั นหากเกิดการรั่วไหล
ของน ้ามันขึ น จะท้าให้ลักษณะการรั่วไหลแตกต่างกันออกไป เช่น หากเกิดการรั่วไหลที่ท่อส่งน ้ามันใต้
ทะเลก็จะท้าให้น ้ามันที่รั่วไหลมีลักษณะคล้ายกับการั่วไหลที่เกิดจากเรือบรรทุกน ้ามันคือจะมีน ้ามัน
ปนเป้ือนสู่ทะเลโดยตรง  
   นอกจากนี ยังอาจเกิดจากการขนส่งน ้ามันทางรถไฟหรือทางถนน แต่ถือเป็น
สัดส่วนที่ต่้าเมื่อเทียบกับการขนส่งทางเรือหรือทางท่อส่งน ้ามัน  
  2.2.2.3 การปนเปื้อนจากการน าน  ามนัมาใช้ 

   เนื่องจากน ้ามันชนิดต่างๆ ที่ผ่านการกลั่นแยกแล้วมีความส้าคัญในการ
น้ามาใช้เป็นเชื อเพลิงส้าหรับเครื่องยนต์ทั งเรือและรถยนต์ หรือส้าหรับเครื่องจักรในโร งงาน
อุตสาหกรรมต่างๆ ท้าให้อาจเกิดการปนเปื้อนของน ้ามันสู่สิ่งแวดล้อมได้ (พิสุทธิ์ เพียรมนกุล และ  
ณัฐวิญญ์ ชวเลิศพรศิยา, 2556) 
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2.3 เหตุการณ์น  ามันรั่วไหลสูส่ิ่งแวดล้อม 

2.3.1 ตัวอย่างเหตุการณ์น  ามันรั่วไหลสู่สิ่งแวดล้อมที่เกิดขึ นในประวัติศาสตร์โลก 

  2.3.1.1 เหตุการณ์น  ามันรั่วไหลจากอุบัติเหตุของเรือบรรทุกน  ามัน Exxon 
Valdez 

  ในวันที่ 24 มีนาคม ค.ศ. 1989 เรือบรรทุกน ้ามัน Exxon Valdez ภายหลัง
ออกจากท่าเรือ Valdez รัฐอลาสก้า ได้ประสบอุบัติเหตุชนกับแนวปะการัง ท้าให้น ้ามันดิบประมาณ 4 
ล้านลิตร รั่วไหลลงสู่อ่าว Prince William Sound นอกชายฝั่งของรัฐอลาสก้า ซึ่งถือเป็นเหตุการณ์
น ้ามันรั่วไหลจากเรือบรรทุกน ้ามันที่ใหญ่ที่สุดในประเทศสหรัฐอเมริกาและถือเป็นเหตุการณ์ที่สร้าง
ความเสียหายให้กับสิ่งแวดล้อมที่ส้าคัญเหตุการณ์หนึ่งในประวัติศาสตร์ของประเทศสหรัฐอเมริกา 
(Carson และคณะ, 2003) 
  2.3.1.2 เหตุการณ์สงครามอา่วเปอร์เซีย 

  ในระหว่าง ค.ศ. 1991 เกิดเหตุการณ์สงครามอ่าวเปอร์เซีย น ้ามันดิบ
ประมาณ 1.7 พันล้านลิตร ได้ถูกปล่อยลงสู่คาบสมุทรอาหรับ และส่งผลกระทบต่อชายฝั่งของประเทศ
ซาอุดิอาระเบียเป็นระยะทางกว่า 800 กิโลเมตร ซึ่งจากการศึกษาภายหลังเกิดเหตุการณ์ 1 ปี พบว่ามี
การปนเปื้อนของน ้ามันอยู่ในบริเวณที่มีน ้าขึ น-น ้าลง และมีน ้ามันประมาณ 75-100% ปกคลุมอยู่ที่
บริเวณหาดเลนกว้างประมาณ 2 กิโลเมตร (Bejarano และ  Michel, 2010) 
  2.3.1.3 เหตุการณ์เรือบรรทกุน  ามัน Prestige จมลงบริเวณนอกชายฝั่งประเทศ
สเปน 

  ในเดือนพฤศจิกายน ค.ศ. 2002 เรือบรรทุกน ้ามัน Prestige ได้จมลง
บริเวณนอกชายฝั่งของประเทศสเปน ท้าให้มีน ้ามันดิบประมาณ 15 ล้านลิตร รั่วไหลลงสู่ทะเล และ
ส่งผลให้เกิดตะกอนน ้ามันตามแนวชายฝั่งเป็นระยะทางหลายร้อยกิโลเมตร  (Medina-Bellver และ
คณะ, 2005)  
  2.3.1.4 เหตุการณ์แท่นขุดเจาะน  ามัน Deepwater Horizon ระเบิด 

   ในวันที่ 20 เมษายน ค.ศ. 2010 แท่นขุดเจาะน ้ามัน Deepwater Horizon 
ของบริษัท บริติช ปิโตรเลียม (British Petroleum, BP) ได้เกิดระเบิดขึ น โดยแท่นขุดเจาะน ้ามัน         
แห่งนี อยู่ห่างจากชายฝั่งรัฐหลุยส์เซียนา ประเทศสหรัฐอเมริกาไปทางทิศตะวันออกเฉียงใต้ประมาณ 
66 กิโลเมตร ในอ่าวแม็กซิโก ซึ่งส่งผลกระทบร้ายแรงต่อสิ่งแวดล้อมเป็นอย่างมาก โดยคราบน ้ามันได้
ลอยอยู่เหนือผิวน ้าทะเลจนถึงวันที่ 15 กรกฎาคม ค.ศ. 2010 จึงสามารถก้าจัดได้หมด ซึ่งพบว่า
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น ้ามันดิบที่รั่วไหลลงสู่ทะเลตั งแต่วันเกิดเหตุจนถึงวันที่ 15 กรกฎาคม มีประมาณ 600 ล้านลิตร 
(Allan และคณะ, 2012) 
 2.3.2 เหตุการณ์น  ามนัรั่วไหลในประเทศไทย 

  จากสถิติของกรมเจ้าท่าระหว่างปี พ.ศ. 2540-2558 พบว่ามีเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล
เกิดขึ นหลายเหตุการณ์ด้วยกัน ดังแสดงในตารางที่ 2.1 โดยสถานที่เกิดเหตุมีทั งในทะเลและบริเวณ
ชายฝั่งรวมทั งท่าเทียบเรือ เนื่องจากอุบัติเหตุระหว่างการขนถ่ายน ้ามันบริเวณท่าเทียบและอุบัติเหตุ
อื่นๆ 
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ตารางที่ 2.1 สรุปตัวอย่างเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลที่เกิดขึ นในประเทศไทย ระหว่างปีพ.ศ. 2540-2558 
ล าดับที ่ วัน/เดือน/ป ี ชนิด

ของ
น  ามัน 

สาเหต ุ สถานที ่ ปริมาณ 

1 22 พฤษภาคม 2544 น ้ามันดิบ Brakeaway 
Coupling ที่
ก้าลังขนถ่ายจาก
เรือ หลุดออก
จากกัน  

ท่าเรือมาบตาพุด  
จ.ระยอง 

30,000 
ลิตร 

2 15 มกราคม 2545 น ้ามัน
เตา 

เรือชนกับหิน
ฉลาม 

นอกฝั่ง อ.สัตหีบ              
จ.ชลบุร ี

234,000 
ลิตร 

3 17 ธันวาคม 2545 น ้ามัน
เตา 

เรือชนกัน              ทางเข้าท่าเรือ
แหลม-ฉบัง  
จ.ชลบุร ี

210,000 
ลิตร 

4 20 พฤศจิกายน 2548 น ้ามันดิบ ท่อเชื่อมต่อหลุด 
ขณะส่งถ่าย
น ้ามัน 

บริเวณทุ่นผูกเรือ           
อ.ศรีราชา  
จ.ชลบุร ี

20,000 
ลิตร 

5 4 พฤษภาคม 2549 น ้ามัน
เตา 

รั่วไหลจากรอย
รั่วที่ระวางของ
เรือบรรทุกน ้ามัน 

บริเวณท่าเทียบ
เรือ อ.มาบตาพุต                 
จ.ระยอง 

20,000 
ลิตร 

6 6 ตุลาคม 2550 Saraline 
185V 

รั่วไหลจากถังเก็บ
น ้ามัน 

บริเวณแท่นขุด
เจาะน ้ามัน 

34,000 
ลิตร 

7 9 ธันวาคม 2550 น ้ามัน
ดีเซล
และ

น ้ามัน
เตา 

เรือบรรทุกแกส๊
อับปาง 

ในทะเลห่าง
ชายฝั่ง  
อ.สทิงพระ  
จ.สงขลา 
ประมาณ 6 ไมล์
ทะเล 

20,000 
ลิตร 
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ตารางที่ 2.1 (ต่อ)       
             

ล าดับที ่
วัน/เดือน/ป ี ชนิดของ

น  ามัน 
สาเหต ุ สถานที ่ ปริมาณ 

8 15 มิถุนายน 2551 น ้ามันเตา รั่วไหลจากเรือ
บรรทุกสินค้า 

บริเวณอู่เรือ                     
อ.พระสมุทรเจดีย์             
จ.สมุทรปราการ 

40,000 
ลิตร 

9 4 กันยายน 2554 น ้ามันดีเซล 
(B5) 

เรือบรรทุก
น ้ามันอับปาง 

ห่างจากเกาะ
ราชา-ใหญ่ ทาง
ตะวันออก 
ประมาณ 4 ไมล์
ทะเล จ.ภูเก็ต 

40,000 
ลิตร 

10 27 กรกฎาคม 2556 น ้ามันดิบ รั่วไหลจากท่อ
รับน ้ามันดิบ  

บริเวณทุ่นรับ
น ้ามันกลางทะเล 
จ.ระยอง 

50,000 
ลิตร 

11 26 มีนาคม 2557 น ้ามันเตา ไม่ทราบ ในเขตท่าเรือศรี
ราชา จ.ชลบุร ี

ไม่ทราบ 

12 7 เมษายน 2557 น ้ามันเครื่อง 

ใช้แล้ว 

กากน ้ามัน
เตา 

น ้าท้องเรือ 

เรือช่ือ 
“นภสินธ์ุ”จม 

ใกล้ปากแม่น ้าท่า
จีน อ.เมือง จ.
สมุทรสาคร 

10,000 
ลิตร 
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ตารางที่ 2.1 (ต่อ) 
ล าดับที ่ วัน/เดือน/ป ี ชนิดของ

น  ามัน 
สาเหต ุ สถานที ่ ปริมาณ 

13 8 ตุลาคม 2558 น ้ามันเตา ท่อระบาย
อากาศของเรือ 
HEIKE P ที่
เชื่อมผ่านไปยัง
ถังน ้ามัน
แตกหัก 

ท่าเทียบเรือ
แหลมฉบัง C1 

5,000 
ลิตร 

14 29 พฤศจิกายน 
2558 

ก้อนน ้ามันสี
ด้า                    

(Tar ball) 

ไม่ทราบ ชายหาดบริเวณ
ปากน ้าหลังสวน
หาดบางมะพร้าว 
จ.ชุมพร 

ไม่ทราบ 
(เป็นแนว

ยาว
ประมาณ 

10 
กิโลเมตร) 

15 17 ธันวาคม 2558 ก้อนน ้ามัน 
สีด้า                 

(Tar ball) 

ไม่ทราบ ชายหาดบริเวณ
หมู่ 9                         
ต.เกาะเพชร             
อ.หัวไทร จ.
นครศรีธรรมราช 

ไม่ทราบ 
(เป็นแนว

ยาว
ประมาณ 

3 
กิโลเมตร) 

ที่มา: (กรมเจ้าท่า, 2558) 
 

 จากตารางสรุปตัวอย่างเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลในประเทศไทยพบว่าเหตุการณ์ส่วน
ใหญ่มักเกิดขึ นในภาคตะวันออกของประเทศไทย โดยเฉพาะจังหวัดระยองและจังหวัดชลบุรี เนื่องจาก
ในบริเวณนี มีนิคมอุตสาหกรรมต่างๆ ประกอบกับมีอุตสาหกรรมปิโตรเคมี รวมทั งมีกิจกรรมการ
ท่องเที่ยว จึงเป็นสาเหตุให้ในบริเวณดังกล่าวมีเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลเกิดขึ นอยู่บ่อยครั ง และในปี   
พ.ศ. 2556 ได้เกิดเหตุการณ์น ้ามันดิบรั่วไหลครั งใหญ่ในทะเล จังหวัดระยอง ซึ่งถือเป็นเหตุการณ์
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น ้ามันรั่วไหลครั งส้าคัญที่เกิดขึ นในประเทศไทย เนื่องจากน ้ามันที่รั่วไหลได้ส่งผลกระทบโดยตรงต่อ
เกาะเสม็ด จังหวัดระยอง ซึ่งเป็นสถานที่ท่องเที่ยวที่สวยงามแห่งหนึ่งของประเทศ โดยมีล้าดับ
เหตุการณ์และการด้าเนินการต่อสถานการณ์น ้ามันดิบรั่วไหลดังนี  

 วันที่ 27 กรกฎาคม พ.ศ. 2556 เวลาประมาณ 06.50 น. ขณะที่เรือบรรทุกน ้ามัน 
Malan Plato สัญชาติกรีซ ก้าลังถ่ายน ้ามันดิบผ่านทุ่นรับน ้ามันดิบมายังโรงกลั่นน ้ามันของบริษัท             
พีทีที โกลบอล เคมิคอล จ้ากัด มหาชน (PTTGC) ได้เกิดเหตุท่อรับน ้ามันดิบขนาด 16 นิ ว รั่วที่บริเวณ
ทุ่นรับน ้ามันดิบ (Single Point Mooring) ซึ่งอยู่ห่างจากชายฝั่งท่าเรือมาบตาพุดไปทางทิศตะวันออก
เฉียงใต้ประมาณ 20 กิโลเมตร  ท้าให้มีน ้ามันดิบรั่วไหลลงสู่ทะเลประมาณ 50,000 ลิตร โดยภายหลัง
เกิดเหตุระบบได้ตัดการส่งน ้ามันทันที และใช้เรือขจัดคราบน ้ามันจ้านวน 4 ล้า พร้อมใช้ทุ่นลอย           
(Oil Boom) เพื่อจ้ากัดวงการกระจายตัวของคราบน ้ามันร่วมกับการใช้เครื่องมือเก็บคราบน ้ามัน               
(Oil skimmer) โดยภาพถ่ายจากดาวเทียมเมื่อเวลา 18.31 น. ของวันที่ 27 กรกฎาคม แสดงให้เห็น
ถึงคราบน ้ามันที่ผิวหน้าทะเล มีความกว้างยาวประมาณ 1.5 x 8.3 ตารางกิโลเมตร โดยส่วนหัวของ
คราบน ้ามันมีการเคลื่อนตัวห่างจากจุดรั่วไหลประมาณ 15 กิโลเมตร และมีทิศทางเคลื่อนที่ไปทาง             
ทิศตะวันออกเฉียงเหนือเข้าหาฝั่ง (กรมเจ้าท่า, 2556; บริษัท ปตท.จ้ากัด (มหาชน), 2556) ดังรูปที่ 
2.2 

 

 
รูปที่ 2.2 ภาพถ่ายจากดาวเทียมเมื่อเวลา 18.31 น. ของวันที่ 27 กรกฎาคม 2556 

ที่มา:  บริษัท ปตท.จ้ากัด (มหาชน) (2556)
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  วันที่ 28 กรกฎาคม พ.ศ. 2556 เวลา 22.00 น. น ้ามันดิบได้ถูกซัดเข้าสู่อ่าวพร้าว                      
ทางทิศตะวันตกค่อนไปทางเหนือของเกาะเสม็ด จังหวัดระยอง โดยคราบน ้ามันบริเวณชายหาดของ
อ่าวพร้าว มีระยะทางประมาณ 400 เมตร (กรมเจ้าท่า, 2556; บริษัท ปตท.จ้ากัด (มหาชน), 2556) 
  วันที่ 29 กรกฎาคม พ.ศ. 2556 เวลา 15.00 น. บริษัทพีทีที โกลบอล เคมิคอล 
จ้ากัด มหาชน (PTTGC) จัดส่งเรือและเจ้าหน้าที่ไปวางทุ่นดักน ้ามัน ห่างจากชายฝั่งของเกาะเสม็ด 
ประมาณ 1,000 เมตร และสามารถเก็บคราบน ้ามันบริเวณชายหาดไปได้ประมาณ 5 ,000 ลิตร 
คาดการณ์ว่าปริมาณน ้ามันที่อ่าวพร้าว ยังเหลืออยู่อีกประมาณ 5,000 ลิตร ดังรูปที่ 2.3  
 

 
รูปที่ 2.3 การด้าเนินการก้าจัดคราบน ้ามันบริเวณอ่าวพร้าวในวันที่ 29 กรกฎาคม 2556  

ที่มา:  กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม (2556) 
 
  วันที่ 30 กรกฎาคม พ.ศ. 2556 มีการแบ่งพื นที่ด้าเนินการขจัดคราบน ้ามัน ออกเป็น 
3 ส่วน ได้แก่ 1) ขจัดคราบน ้ามันที่สะสมอยู่บริเวณชายหาด 2) เก็บรวบรวมคราบน ้ามันบริเวณ
ชายหาด 3) บริเวณพื นที่ชายหาดที่ได้รับผลกระทบไม่มากจะด้าเนินการภายหลังจากที่ด้าเนินการส่วน
ที่ 1 แล้วเสร็จ และวันที่ 31 กรกฎาคม พ.ศ. 2556 ด้าเนินการเก็บคราบน ้ามันในทะเลและบริเวณ
ชายหาดอย่างต่อเนื่อง (กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม, 2556) ดังรูปที่ 2.4-25  
 

 
รูปที่ 2.4 การด้าเนินการก้าจัดคราบน ้ามันและแก้ไขปัญหาเบื องต้นบริเวณอ่าวพร้าว 

ในวันที่ 30 กรกฎาคม 2556 
ที่มา: กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม (2556)
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รูปที่ 2.5 การด้าเนินการก้าจัดคราบน ้ามันและแก้ไขปัญหาเบื องต้นบริเวณอ่าวพร้าว 

ในวันที่ 31 กรกฎาคม 2556 
ที่มา: กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม (2556) 

 
2.4 ผลกระทบต่อระบบนเิวศชายฝั่ง  

 เนื่องจากเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลครั งใหญ่ที่เกิดขึ นในทะเลจังหวัดระยอง ส่งผลกระทบ
โดยตรงต่อระบบนิเวศชายฝั่งโดยเฉพาะบริเวณอ่าวพร้าว เกาะเสม็ด ซึ่งระบบนิเวศที่ได้รับผลกระทบ
หลักๆ ได้แก่  

1) ระบบนิเวศหาดทราย เนื่องจากหาดทรายเป็นบริเวณที่มีการใช้ประโยชน์เพื่อ
กิจกรรมต่างๆ เช่น การประมง การท่องเที่ยว รวมทั งเป็นแหล่งที่อยู่อาศัยของสิ่งมีชีวิตในบริเวณนั น 
เช่น ปู หอยไส้เดือนทะเล เป็นต้น ซึ่งการที่น ้ามันถูกพัดพามาสะสมตัวอยู่บริเวณชายหาดจะส่งผล
กระทบคือท้าให้บริเวณดังกล่าวไม่เหมาะสมต่อการท่องเที่ยวหรือการประมง และส่งผลกระทบต่อ
เศรษฐกิจของประเทศได้ นอกจากนี น ้ามันจะเป็นตัวขัดขวางการถ่ายเทระหว่างอากาศกับน ้า           
ท้าให้ปริมาณออกซิเจนที่สิ่งมีชีวิตได้รับน้อยลง  

2) ระบบนิเวศหาดหิน เป็นบริเวณชายหาดที่ประกอบด้วยหินชนิดต่างๆ ในบริเวณ
เขตน ้าขึ นน ้าลง และจากการผุพังหรือการกัดเซาะของน ้าทะเล ท้าให้เกิดเป็นซอกหินส่งผลให้มี
สิ่งมีชีวิตไปอาศัยอยู่ เช่น หอยชนิดต่างๆ เพรียง และปู โดยน ้ามันที่ตกค้างอยู่บริเวณโขดหินอาจส่งผล
กระทบต่อการเจริญหรือการสืบพันธ์ุของสิ่งมีชีวิตได ้ 

3) ระบบนิเวศแนวปะการัง เนื่องจากปะการังเป็นแหล่งที่อยู่อาศัยของสิ่งมีชีวิตใน
ทะเล ดังนั นเมื่อมีคราบน ้ามันตกลงบนปะการัง ท้าให้น ้ามันเข้าไปอุดช่องโครงสร้างของปะการัง           
ซึ่งอาจท้าให้ปะการังฟอกขาวหรือตายได้ รวมทั งยังส่งผลกระทบต่อระบบนิเวศของสัตว์น ้าในบริเวณ
แหล่งปะการังอีกด้วย  
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2.5 กระบวนการบ าบดัพื นที่บริเวณชายฝั่ง 

 เนื่องจากผลกระทบของน ้ามันรั่วไหลที่มีต่อระบบนิเวศชายฝั่งถือเป็นผลกระทบในวงกว้าง
และหากใช้วิธีการที่ไม่เหมาะสมหรือด้าเนินการล่าช้าก็จะยิ่งส่งผลกระทบรุนแรงต่อทั งสิ่งมีชีวิตและ
สิ่งแวดล้อมได้ ซึ่งวิธีการในการบ้าบัดพื นที่บริเวณชายฝั่งที่ได้รับการปนเปื้อนจากน ้ามันมีอยู่หลายวิธี
ด้วยกัน ทั งนี การเลือกใช้วิธีที่เหมาะสมจึงขึ นอยู่กับประเภทของชายฝั่ง รวมทั งลักษณะและปริมาณ
ของน ้ามันที่ปนเป้ือน โดยมีวิธีการต่างๆ ดังนี  
 2.5.1 การฟื้นฟูโดยธรรมชาติ  

เป็นวิธีที่อาศัยกระบวนการธรรมชาติ เช่น ผลของคลื่นลมและการย่อยสลายทาง
ชีวภาพในการก้าจัดน ้ามัน  
 2.5.2 การก าจัดน  ามันโดยวธิีทางกายภาพและเคมี  

  เป็นวิธีที่เกี่ยวข้องกับการน้าน ้ามันกลับมาใช้และการก้าจัดน ้ามัน เช่น การฉีดล้าง
น ้ามันร่วมกับการน้าน ้ามันกลับมาใช้ด้วยเครื่องตักเก็บน ้ามัน โดยจะฉีดล้างบริเวณที่มีการปนเปื้อน
น ้ามันเพื่อให้น ้ามันไหลมารวมกันและควบคุมน ้ามันที่ถูกชะล้างด้วยทุ่นลอยน ้า (Boom) แล้วตักเก็บ
น ้ามัน นอกจากนี อาจใช้สารชะล้างพื นผิว (surface washing agent) ในการช่วยปลดปล่อยน ้ามันที่
ยึดเกาะอยู่  

2.5.3 การบ าบัดภายในพื นที่ที่ได้รับการปนเปื้อน 

  เป็นวิธีการบ้าบัดหรือฟื้นฟู ณ พื นที่ที่ได้รับการปนเปื้อน ซึ่งวิธีนี เป็นวิธีที่สามารถ
ช่วยลดของเสียที่จะเกิดขึ น รวมทั งขั นตอนในการขนส่งและการก้าจัดของเสียด้วย โดยวิธีที่ใช้ในการ
บ้าบัดพื นที่ที่ได้รับการปนเปื้อน เช่น การกวนผสมหรือการเติมอากาศ ซึ่งมีอยู่ 2 แบบคือการกวนผสม
แบบแห้งและแบบเปียก โดยการกวนผสมแบบแห้งจะมีจุดประสงค์เพื่อเร่งผลการบ้าบัดโดยธรรมชาติ
และท้าให้การย่อยสลายเกิดดีขึ น ซึ่งเหมาะส้าหรับอนุภาคน ้ามันที่มีขนาดเล็ก ส่วนการกวนผสม        
แบบเปียก มีจุดประสงค์เพื่อท้าให้น ้ามันถูกปล่อยจากชั นตะกอนและสามารถน้ากลับน ้ามันที่บริเวณ
ผิวน ้าได้ นอกจากนี อาจใช้การเคลื่อนย้ายตะกอน การเผาไหม้ การใช้สารเคมีเพื่อช่วยเพิ่มการ  
กระจายตัวของคราบน ้ามันหรือท้าความสะอาดชายฝั่ง และการบ้าบัดโดยใช้วิธีการทางชีวภาพ 
(Bioremediation) (พิสุทธิ์ เพียรมนกุล, 2556) 
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2.6 การบ าบดัภายในพื นทีท่ี่ไดร้ับการปนเปื้อนโดยวธิีทางชีวภาพ 

 การบ้าบัดโดยวิธีทางชีวภาพ (Bioremediation) เป็นกระบวนการที่อาศัยการเจริญของ
สิ่งมีชีวิต เช่น แบคทีเรีย รา ยีสต์ พืช เป็นต้น ในการเปลี่ยนรูปแบบของสารพิษให้มีความเป็นพิษ
ลดลงหรือหมดไป หรืออาจเปลี่ ยนรูปของสารจากสารอินทรีย์ เป็นสารอนินทรีย์  เช่น 
คาร์บอนไดออกไซด์และน ้า โดยอาศัยกระบวนการที่ เรียกว่า mineralization ซึ่งกระบวนการนี 
สามารถเกิดขึ นได้ทั งสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน (Das และ  Chandran, 2011; Vidali, 
2001) นอกจากนี การบ้าบัดโดยวิธีทางชีวภาพยังเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพ เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมและ
ใช้ต้นทุนต่้าในการบ้าบัด ซึ่งในการบ้าบัดพื นที่ที่ปนเปื้อนน ้ามันวิธีหนึ่งที่มีความน่าสนใจคือการใช้
จุลินทรีย์โดยเฉพาะแบคทีเรีย เนื่องจากแบคทีเรียถือได้ว่าเป็นจุลินทรีย์ชนิดที่มีความสามารถและท้า
หน้าที่ในการย่อยสลายน ้ามันในล้าดับแรกภายหลังจากที่มีการรั่วไหลของน ้ามันสู่สิ่งแวดล้อม 
(Brooijmans และคณะ, 2009) จึงท้าให้มีรายงานเกี่ยวกับแบคทีเรียหลายสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพ
ในการย่อยสลายน ้ามัน ดังตารางที่ 2.2 โดยวิธีการในการบ้าบัดพื นที่ที่ได้รับการปนเปื้อนน ้ามันโดยใช้
แบคทีเรียมีวิธีการหลักอยู่  2 วิธี ได้แก่ การเติมแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย 
(Bioaugmentation) และการกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรีย (Biostimualation) 



 

 

21 

ตารางที่ 2.2 ตัวอย่างแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 

 
2.6.1 การเติมแบคทีเรียที่มปีระสิทธิภาพในการย่อยสลาย (Bioaugmentation)  

  คือการเติมแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันลงไปในบริเวณที่มีการ
ปนเปื้อนเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของกระบวนการย่อยสลายในพื นที่นั น โดยแบคทีเรียที่เติมลงไปอาจ
เป็นแบคทีเรียสายพันธุ์ที่มีในพื นที่นั น ( indigenous) หรืออาจเป็นแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างถิ่น 

ชนิดของแบคทีเรีย ที่มาของ
ตัวอย่าง 

ปริมาณ
น  ามันดิบ
เริ่มต้น 

การย่อย

สลาย (%) 

ระยะ

เวลา 
อ้างอิง 

Pseudomonas 

putida DB1 

ดิน 2% 

(ปริมาตร/

ปริมาตร) 

65 7 วัน Vinothini 

(2015) 

Bacillus cereus DB2 ดิน 2% 
(ปริมาตร/
ปริมาตร) 

40 7 วัน 

Acinetobacter sp.  

LS-1 

ดิน 1.5% 

(ปริมาตร/

ปริมาตร) 

70 7 วัน Liu และคณะ 

(2014) 

Corynebacterium 

variabile PZ-G 

ดิน

ตะกอน 

และ 

น ้าทะเล 

1% 

(ปริมาตร/

ปริมาตร) 

82 7 วัน Hassanshahian 

และคณะ 

(2014) 

Pseudomonas 

putida WL2 

ดิน 1% 

(ปริมาตร/

ปริมาตร) 

70 6 วัน Obayori และ

คณะ (2009) 

Pseudomonas 

aeruginosa MVL1 

ดิน 1% 

(ปริมาตร/

ปริมาตร) 

70 6 วัน 
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(exogenous) ก็ได้ ซึ่งแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพนี ยังสามารถน้าไปพัฒนาต่อเป็นนวัตกรรมพร้อมใช้
เพื่อความสะดวกในการบ้าบัดในพื นที่ปนเปื้อนต่างๆ ได้อีกด้วย โดยแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการ
ย่อยสลายนี ส่วนใหญ่มักจะคัดแยกได้จากตัวอย่างที่ ได้รับการปนเปื้อน เช่น งานวิจัยของ 
Hassanshahian และคณะ (2014) คัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบจาก
ตัวอย่างดินตะกอนและน ้าทะเลบริเวณอ่าวเปอร์เซียที่เคยมีประวัติการปนเปื้อนน ้ามันดิบ พบว่า
สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบได้ทั งหมด 15 สายพันธุ์ โดย 
Corynebacterium variabile PG-Z มีประสิทธิภาพสูงสุดในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 1% (ปริมาตร/
ปริมาตร) ได้ 82% ภายในระยะเวลา 7 วัน และงานวิจัยของ ปิยะนุช อยู่คล ้า (2558) คัดแยกกลุ่ม
แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบจากตัวอย่างดินตะกอนบริเวณอ่าวไทย พบว่า
กลุ่มแบคทีเรีย G11 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.5% (ปริมาตร/ปริมาตร) ได้ 
80% ภายในระยะเวลา 5 วัน โดยแบคทีเรียเด่นที่คาดว่าน่าจะมีบทบาทส้าคัญในการย่อยสลายใน
กลุ่ม G11 คือ Pseudomonas aeruginosa และ Achromobacter xylosoxidans  และตัวอย่าง
งานวิจัยของ Zhao และคณะ (2011) ที่น้าวิธี Bioaugmentation ไปประยุกต์ใช้เพื่อทดสอบ
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ในระบบนิเวศจ้าลองดิน (microcosm) และเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพกับวิธีการกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรีย (Biostimulation) ด้วยการเติมสารอาหาร
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส พบว่าวิธี Biostimulation สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
น ้ามันให้มากขึ น 8-13% ส่วนวิธี Bioaugmentation สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
น ้ามันได้มากกว่า 50%   
  นอกจากนี การน้าแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายมาใช้ในการบ้าบัด        
ส่วนใหญ่มีอยู่ 2 รูปแบบหลัก ได้แก่การใช้ในรูปของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ และกลุ่มแบคทีเรีย 
ตัวอย่างเช่นงานวิจัยของ Gentile และคณะ (2016) ที่ศึกษาประสิทธิภาพในการย่อยสลายด้วยวิธี
ทางชีวภาพของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่ชอบอุณหภูมิต่้า (psychrophilic) Oleispira antarctica 
RB-8T โดยใช้แหล่งคาร์บอน 6 ชนิด ได้แก่ น ้ามันดีเซล commercial oil engine น ้ามันเครื่องบิน 
(Jet Fuel) น ้ามันดิบ และ saline oily wastes และเก็บตัวอย่างในวันที่ 22 โดยทดสอบที่อุณหภูมิ 4 
และ 15 องศาเซลเซียส พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์นี มีการเพิ่มจ้านวนในช่วง 18 วันแรกของการทดลอง 
ในทั ง 2 สภาวะ และมีอัตราการย่อยสลายสารไฮโดรคาร์บอนทุกชนิด ยกเว้นน ้ามันดีเซลที่อุณหภูมิ 
15 องศาเซลเซียสสูงกว่าที่ 4 องศาเซลเซียส ซึ่งแบคทีเรียสายพันธุ์นี อาจเป็นประโยชน์ในการน้าไปใช้
ส้าหรับการบ้าบัดพื นที่ปนเปื้อนที่มีอุณหภูมิต่้าได้ และงานวิจัยของ Sawadogo และคณะ (2016) 
ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากน ้าเสียในการย่อยสลายไฮโดรคาร์บอนโดยใช้น ้ามัน
ดีเซลและน ้ามันใช้แล้ว (SAE40 และ SAE50) พบว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรีย Acinetobacter sp. 
S2 และ Pseudomonas sp. S7 ได้ จากนั นน้าไปทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายทั งในรูปของ
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แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์และกลุ่มแบคทีเรีย รวมทั งการเติมสารอาหาร (yeast extract peptone 
หรือ trace elements) และสาร surfactant (tween 80 หรือ Sodium Dodecyl Sulfate: SDS) 
และเก็บตัวอย่างในวันที่  14 28 42 และ 56 วัน พบว่าการเติมสารอาหาร และการเติมสาร 
surfactant สามารถเพิ่มอัตราการย่อยสลายน ้ามันใช้แล้ว (SAE40 และ SAE50) ได ้แต่ไม่ได้เพ่ิมอัตรา
การย่อยสลายน ้ามันดีเซล และพบว่าการใช้ในรูปของกลุ่มแบคทีเรียมีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
น ้ามันทั ง 2 ชนิดได้ดีกว่าการใช้ในรูปของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ และตัวอย่างงานวิจัยของ 
Sathishkumar และคณะ (2008) คัดแยกแบคทีเรียจากดินที่ได้รับการปนเปื้อนน ้ามัน โดยสามารถ
คัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบได้ทั งหมด 4 สายพันธุ์ 
และทดสอบประสิทธิภาพทั งในรูปแบบของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์และกลุ่มแบคทีเรีย โดยใช้            
หัวเชื อเริ่มต้นที่  102 CFU/กรัม และน ้ามันดิบความเข้มข้น 1% พบว่า Bacillus sp. IOS1-7 
Corynebacterium sp. BPS2-6 Pseudomonas sp. HPS2-5 และ Pseudomonas sp. BPS1-8 
มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบเท่ากับ 64% 43% 45% และ 67% ตามล้าดับในระยะเวลา 
25 วัน และแบบกลุ่มแบคทีเรียสามารถย่อยสลายน ้ามันดิบได้ 76% ในระยะเวลา 25 วัน ดังนั นจะ
เห็นได้ว่าประสิทธิภาพในการย่อยสลายของกลุ่มแบคทีเรียจะสูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรีย  
สายพันธุ์บริสุทธิ์ อย่างไรก็ตามการน้ากลุ่มแบคทีเรียมาใช้ในการบ้าบัดอาจยังมีข้อจ้ากัดในเรื่องของ
การเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียในระหว่างการบ้าบัด และประชากรในกลุ่มแบคทีเรียอาจแข่งขัน
หรือเป็นปฏิปักษ์กัน ซึ่งส่งผลกระทบต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายได้   

2.6.2 การกระตุน้การเจริญของแบคทีเรีย (Biostimulation)  

  คือการเติมธาตุอาหารหรือสารใดๆ ที่ช่วยในการปรับสภาวะให้เหมาะสมและกระตุ้น
กิจกรรมการย่อยสลายของแบคทีเรียดั งเดิมที่อยู่ในบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนเพื่อให้แบคทีเรียใน
บริเวณนั นมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายมากขึ น โดยอัตราส่วนธาตุอาหารคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อ
ฟอสฟอรัสที่เหมาะสมคือ 100:10:1 ตัวอย่างเช่นงานวิจัยของ Wu และคณะ (2016) ได้ศึกษาผลของ
วิธี Bioaugmentation และวิธี Biostimulation ที่มีต่อการย่อยสลายสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน
จากตัวอย่างดินที่ได้รับการปนเปื้อน โดยการทดลองในระบบนิเวศจ้าลองดิน (microcosm) ซึ่งชุดการ
ทดลอง Bioaugmentation เป็นชุดที่เติม Acinetobacter SZ-1 strain KF453955 คัดแยกมาจาก
ดินที่ได้รับการปนเปื้อนปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน ส่วนชุดการทดลอง Biostimulation เป็นชุดที่เติม
ธาตุอาหารโดยใช้ (NH4)2SO4 และ KH2PO4 ในการปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัส
ให้เท่ากับ 100:10:1 บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 10 สัปดาห์ พบว่าวิธี Bioaugmentation และ
วิธี Biostimulation สามารถเพิ่มการย่อยสลายสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได้ 34% และ 60% 
ตามล้าดับ ภายหลัง 6 สัปดาห์ของการบ่ม     
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 ดังนั นจะเห็นได้ว่าการบ้าบัดพื นที่ที่ได้รับการปนเปื้อนน ้ามันทั งวิธีการเติมแบคทีเรีย                              
ที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย (Bioaugmentation) และวิธีการกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรีย 
(Biostimualation)  ต่างมีศักยภาพในการช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยสลายให้สูงขึ น                
อย่างไรก็ตามการน้าวิธีการทางชีวภาพมาใช้ในการบ้าบัดพื นที่ที่ได้รับการปนเปื้อนก็ยังมีข้อจ้ากัดบาง
ประการ ดังแสดงในตารางที่ 2.3  
 
ตารางที่ 2.3 เปรียบเทียบข้อดีและข้อจ้ากัดในการใช้วิธีทางชีวภาพในการบ้าบัดพื นที่ปนเป้ือน  

ที่มา: อัจฉราพร ข้าโสภา (2556) 
 
2.7 การย่อยสลายน  ามันดิบโดยแบคทีเรยีในสภาวะที่ใชอ้อกซิเจน 

เนื่องจากน ้ามันดิบมักจะเป็นน ้ามันชนิดที่มีการรั่วไหลสู่สิ่งแวดล้อมโดยเฉพาะทะเลในปริมาณ
มากและแบคทีเรียก็ถือเป็นจุลินทรีย์ที่เข้ามามีบทบาทส้าคัญที่ท้าหน้าที่ในการย่อยสลาย ซึ่งส่วนใหญ่
คือแบคทีเรียที่ใช้อากาศ ดังนั นออกซิเจนจึงถือเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีความส้าคัญในวิถีการย่อยสลาย
น ้ามันดิบหรือสารมลพิษอินทรีย์ต่างๆ ซึ่งมีขั นตอนที่ส้าคัญดังนี   

ข้อด ี ข้อจ ากัด 
1) เป็นกระบวนการที่เกิดขึ นเองตามธรรมชาติ 1) กระบวนการในการย่อยสลายสารไม่สามารถ

เกิดขึ นได้กับสารทุกชนิด 
2) สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ได้ในการย่อย
สลายทั งสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ 

2) สารที่เกิดขึ นในระหว่างการย่อยสลาย อาจมี
ความเป็นพิษต่อแบคทีเรียได้ 

3) กระบวนการในการย่อยสลายเกิดขึ นอย่าง
สมบูรณ์ จึงเป็นวิธีที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม 
เนื่องจากไม่มีสารตกค้าง 

3) ต้องมีสภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการย่อย
สลาย จึงจะท้าให้การย่อยสลายมีประสิทธิภาพสูง 

4) สามารถฟื้นฟูในพื นที่ปนเปื้อนจริงได้ 4) อาจต้องใช้ร่วมกับการบ้าบัดด้วยวิธีอื่นๆ 
เนื่องจากหากสารที่ปนเปื้อนมีความเป็นพิษสูง 
อาจส่งผลต่อเซลล์ของแบคที เรียและท้าให้
แบคทีเรียตายได ้

5) มีค่าใช้จ่ายในการด้าเนินการต่้ากว่าการ
บ้าบัดด้วยวิธีอื่นๆ และเป็นวิธีที่ ได้รับการ
ยอมรับจากสาธารณชน 

5) ใช้ระยะเวลาในการบ้าบัดนาน 
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1) การเกิดกระบวนการออกซิเดชัน ซึ่งท้าให้เกิดการรวมตัวกันของสารอินทรีย์มลพิษเริ่มต้น
และออกซิเจนโดยอาศัยการท้างานของเอนไซม์ออกซิจิเนส 

2) จากนั นเข้าสู่กระบวนการย่อยสลายตามวิถีที่จ้าเพาะกับสารอินทรีย์มลพิษนั นๆ เพื่อ
เปลี่ยนรูปของสารและเกิดเป็นสารมัธยันตร์ (intermediate) ของกระบวนการเมทาบอลิซึมหลัก เช่น 
tricarboxylic acid (TCA) cycle  

3) เกิดกระบวนการสังเคราะห์ทางชีวภาพของเซลล์ (Biosynthesis) จากวิถีเมทาบอลิซึม
หลัก เช่น Acetyl-CoA, Succinate, Pyruvate เป็นต้น ส่งผลให้มีการเพิ่มมวลชีวภาพและการเติบโต
ของเซลล์ (Fritsche และ  Hofrichter, 2008) ดังรูปที่ 2.6 
 ในการย่อยสลายน ้ามันดิบซึ่งประกอบด้วยสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนหลากหลายชนิด 
ดังนั นจึงจ้าเป็นต้องอาศัยวิถีในการย่อยสลายที่แตกต่างกันซึ่งจ้าเพาะต่อโครงสร้างของปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอนชนิดนั นๆ โดยวิถีหลักในการย่อยสลาย ได้แก่ วิถีการย่อยสลายอะลิฟาติก
ไฮโดรคาร์บอนในการย่อยสลายอัลเคน และวิถีการย่อยสลายอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 
 

 
รูปที่ 2.6 การย่อยสลายสารประกอบปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในสภาวะที่มีออกซิเจน 

ที่มา: Fritsche และ Hofrichter (2008) 
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2.7.1 วิถีการย่อยสารประกอบปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในน  ามันดิบ 

2.7.1.1 วิถีการย่อยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคารบ์อน 

   สารตั งต้นที่เป็นอัลเคนสามารถเกิดวิถีการย่อยสลายได้ 2 ทาง คือ  
  1) การย่อยสลายที่ต้าแหน่งปลาย (Terminal oxidation) จะเริ่มต้นจาก   

อัลเคนถูกออกซิไดซ์ได้ผลิตภัณฑ์เป็นแอลกฮอล์ จากนั นจะถูกเปลี่ยนเป็นแอลดีไฮด์ และสุดท้ายจะถูก

เปลี่ยนเป็นกรดไขมัน แล้วเข้าสู่วัฏจักรเบต้าออกซิเดชัน (β-oxidation cycle) ต่อไป 
  2) การย่อยสลายที่ต้าแหน่งถัดจากปลาย (Subterminal oxidation) จะ

เริ่มต้นโดยอัลเคนถูกออกซิไดซ์ได้ เป็นแอลกฮอล์ทุติยภูมิ  ( secondary alcohol) จากนั นจะ
เปลี่ยนเป็นเมทิลคีโตน (methylketone) และอะซิทิลเอสเทอร์ ตามล้าดับ และจะถูกไฮโดรไลซ์ได้
เป็นสาร 2 ตัว คือแอลกฮอล์ปฐมภูมิ (primary alcohol) และอะซีเตต (acetate) แล้วเข้าสู่วัฏจักร

เบต้าออกซิเดชัน (β-oxidation cycle) ต่อไป (Fritsche และ  Hofrichter, 2008) ดังรูปที่ 2.7 
 

 
รูปที่ 2.7 วิถีการย่อยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอนในสภาวะที่มีออกซิเจน 

ที่มา: Rojo (2010)  
 

2.7.1.2 วิถีการย่อยสลายอะโรมาติกไฮโดรคารบ์อน 

  วิถีในการย่อยสลายอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนมีขั นตอนต่างๆ ดังนี   
  1) การเติมออกซิเจนให้แก่คาร์บอนอะตอมในวงเบนซีนโดยเอนไซม์                       

ไดออกซิจิเนส (dioxygenase) ได้เป็นซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-dihydrodiol) 
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2) เอนไซม์ดีไฮโดรจีเนส (dehydrogenase) ท้าให้เกิดการย่อยสลายสาร                         
ซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-dihydrodiol) ได้เป็นสารคาทีคอล (catechol) 

3) สารคาทีคอล (catechol) จะเกิดการแตกวงอะโรมาติก ซึ่งเกิดขึ นได้                   
2 วิถีคือ วิถีเมตา (meta pathway) และวิถีออโธ (ortho pathway) แล้วเข้าสู่ TCA-cycle ต่อไป 
(Juhasz และ  Naidu, 2000) ดังรูปที่ 2.8 
 

 
รูปที่ 2.8 วิถีการย่อยสลายอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในสภาวะที่มีออกซิเจน 

ที่มา: Leja และ Lewandowicz (2010)  
 

2.7.2 ลักษณะสมบัติของแบคทีเรียทีส่่งเสริมต่อการย่อยสลายน  ามันดิบ 

  ลักษณะสมบัติของแบคทีเรียเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่มีความส้าคัญและส่งเสริมการย่อย
สลายสารประกอบปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในน ้ามันดิบ ซึ่งได้แก่ การมียีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อย
สลายสารประกอบปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในน ้ามันดิบ และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและ
สมบัติความไม่ชอบน ้าของเซลล์ 
  2.7.2.1 การมียีนที่ เกี่ ยวข้องกับการย่อยสลายสารประกอบปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอนในน  ามันดิบ 

  เนื่องจากอัลเคนเป็นองค์ประกอบส่วนใหญ่ในน ้ามันดิบ ดังนั นเอนไซม์                 
อัลเคนไฮดรอกซิเลสจึงเป็นเอนไซม์ที่มีความส้าคัญและพบได้ในแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อย
สลายอัลเคน (Wang และคณะ, 2010) ซึ่งเอนไซม์ดังกล่าวเกิดจากการประมวลรหัสการสร้างเอนไซม์
โดยยีนจึงท้าให้สามารถประเมินการมีอยู่ของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายอัลเคนได้
ด้วยการตรวจติดตามจากยีน เช่น ยีน alkB (Jurelevicius และคณะ, 2013) โดยการแสดงออกของ
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ยีนแต่ละชนิดที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารประกอบปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนนั นจะมีการประมวล
รหัสเอนไซม์ที่แตกต่างกัน ท้าให้มีความจ้าเพาะต่อสายอัลเคนที่แตกต่างกันดังตารางที่ 2.4 
 
ตารางที่ 2.4 ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารประกอบปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในน ้ามันดิบ 
ยีน หน้าที ่ อ้างอิง 
alkB จ้าเพาะกับอัลเคนสายกลาง C

6
-C

12
 Kohno และคณะ (2002) 

alkM จ้าเพาะกับอัลเคนสายยาว C
12

  

ขึ นไป 

Kohno และคณะ (2002) 

alkB1 ไม่จ้าเพาะเจาะจง Kohno และคณะ (2002) 

alkB-1 จ้าเพาะกับอัลเคนสายกลาง C
13

-C
23

 Kloos และคณะ (2006) 

alkB1 
 

จ้าเพาะกับอัลเคนสายกลางถึง         
อัลเคนสายยาว C

12
-C

26 
และอัลเคน

ที่เป็นโซ่กิ่ง 

Whyte และคณะ (2002)  

alkB2 จ้าเพาะกับอัลเคนสายกลางถึงอัล
เคนสายยาว C

12
-C
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Whyte และคณะ (2002) 

CYP 153 จ้าเพาะกับอัลเคนสายกลาง C
6
-C

16
 Wang และคณะ (2011) 

CYP 153 จ้าเพาะกับอัลเคนสายกลาง C
8
-C

15
 Wang และคณะ (2010) 

almA จ้าเพาะกับอัลเคนสายกลาง C
8
-C

16 

และอัลเคนสายยาว C
22

-C
36

 

Liu และคณะ (2011) 

CYP 153 จ้าเพาะกับอัลเคนสายกลาง C
8
-C

16
 van Beilen และคณะ (2006) 

    
   ดั ง นั น จึ ง ท้ า ใ ห้ มี ง า น วิ จั ย ที่ เ กี่ ย ว ข้ อ ง กั บ ก า ร ต ร ว จติ ด ต าม ยี น                            
อัลเคนโมโนออกซิจีเนส (alkB) เช่นงานวิจัยของ Li และคณะ (2013) ศึกษาความหลากหลายของ
แบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายอัลเคนจากตัวอย่างน ้าเสียบริเวณบ่อน ้ามัน ด้วยการตรวจ
ติดตามยีน alkB โดยใช้เทคนิค Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) พบว่ามีแถบ
ของดีเอ็นเอที่ไม่เหมือนกันทั งหมด 13 แถบ ซึ่งจากการวิเคราะห์ผลพบว่าประกอบด้วย 9 สกุล ได้แก่ 
Acinetobacter, Alcanivorax, Acidisphaera, Burkholderia, Geobacillus, Marinobacter 
Mycobacterium, Pseudomonas, Rhodococcus และ  Xanthobacter และพบว่ าจ้ านวน
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แบคทีเรียที่ย่อยสลายอัลเคนและจ้านวนแบคทีเรียทั งหมดอยู่ในช่วง 1.46 x 103 ถึง 9.89 x 104 
เซลล์/มิลลิลิตร และ 1.18 x 104 ถึง 6.29 x 105 เซลล์/มิลลิลิตร ตามล้าดับ โดยจากงานวิจัยนี แสดง
ให้เห็นว่าสามารถตรวจติดตามยีน alkB ด้วยเทคนิค DGGE เพื่อประเมินความหลากหลายของ
แบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายอัลเคนในประชาคมแบคทีเรียเพื่อประโยชน์ในการบ้าบัด          
น ้าเสียที่ปนเปื้อนน ้ามันต่อไป 

2.7.2.2 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสมบัติความไม่ชอบน  าของเซลล์ 

   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียสามารถช่วยเพิ่มการละลาย
และสภาพพร้อมใช้ทางชีวภาพของน ้ามันได้ โดยตัวอย่างของแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพแสดงดังตารางที่ 2.5 นอกจากนี การที่เซลล์ของแบคทีเรียมีคุณสมบัติเป็นไฮโดรโฟบิก 
(hydrophobicity) หรือมีความไม่ชอบน ้าสูง จะท้าให้แบคทีเรียสามารถเข้าถึงสารที่จะย่อยสลายได้
มากขึ น ช่วยเพิ่มความสามารถในการยึดเกาะเพื่อให้แบคทีเรียสามารถน้าน ้ามันไปใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนและแหล่งพลังงานได้ดีขึ นและส่งผลให้อัตราการย่อยสลายเพิ่มขึ นด้วย (Das และ  
Chandran, 2011; Panagoda และคณะ, 2001) 
 
ตารางที่ 2.5 ตัวอย่างของแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ชนิดของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ 

แบคทีเรียที่ผลิต อ้างอิง 

Glycolipid Bacillus subtilis Cheng และคณะ (2013) 
Rhamnolipid Pseudomonas aeruginosa Reis และคณะ (2011) 
Lipopeptide Brevibacterium aureum Seghal Kiran และคณะ 

(2010) 
Surfactin Bacillus subtilis Yeh และคณะ (2005) 

   
  ตัวอย่างงานวิจัยของ Thavasi และคณะ (2011) ศึกษาผลของการเติม fertilizer 
และ biosurfactant ต่อการย่อยสลายน ้ามันดิบของแบคทีเรีย ได้แก่ Bacillus megaterium, 
Corynebacterium kutscheri และ Pseudomonas aeruginosa โดยมีทั งหมด 5 ชุดการทดลอง
ได้แก่ 

  - ชุ ดที่  1 Bacterial cells +  mineral salts medium +  crude oil 
(normal)  
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   -  ชุ ด ที่  2 Bacterial cells +  mineral salts medium +  fertilizer + 
crude oil (fertilizer คือ ยูเรียและ K2HPO4 (1:1 (มวล/มวล))  
   - ชุดที่ 3 Bacterial cells + mineral salts medium + biosurfactant 
+ crude oil ซึ่ง biosurfactant ที่ใช้จะเป็นชนิดเดียวกับที่แบคทีเรียทั ง 3 สายพันธุ์ผลิตได้ คือชนิด 
Glycolipid ผลิตโดย C. kutscheri ชนิด Glycolipopetide ผลิตโดย B. megaterium และชนิด 
Lipopeptide ผลิตโดย P. aeruginosa  
   -  ชุ ด ที่  4 Bacterial cells +  mineral salts medium +  fertilizer + 
biosurfactant + crude oil  
   - ชุดที่  5 Crude oil + mineral salts medium (ชุดควบคุม) บ่มเป็น
ระยะเวลา 168 ชั่วโมง  

 พบว่ าชุ ดการทดลองที่  4 ที่ มี ก าร เติ ม  fertilizer + biosurfactant ลงไปมี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบความเข้มข้น 2% (มวล/ปริมาตร) ได้ดีที่สุด และ P. 
aeruginosa ที่เติม biosurfactant มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบสูงกว่าอีก 2 สายพันธุ์ 
นอกจากนี ยังพบว่าการเติม fertilizer + biosurfactant กับการเติม biosurfactant เพียงอย่างเดียว
มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันที่ใกล้เคียงกัน โดยการเติม fertilizer + biosurfactant               
มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันมากกว่าเพียง 4-5% ดังนั นการเติม biosurfactant เพียงอย่าง
เดียวก็เพียงพอที่จะช่วยให้ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันเพิ่มขึ น 
 
2.8 การทดสอบประสิทธิภาพในสภาวะจ าลองในระดับห้องปฏิบัติการ   

 การทดสอบประสิทธิภาพในสภาวะจ้าลองในระดับห้องปฏิบัติการเป็นวิธีหนึ่งที่จะช่วยในการ
ประเมินประสิทธิภาพการบ้าบัดก่อนการน้าไปใช้ในพื นที่จริง ซึ่งวิธีที่นิยมใช้คือการสร้างระบบนิเวศ
จ้าลอง ตัวอย่างเช่นงานวิจัยของ Nikolopoulou และคณะ (2013) ศึกษาผลของการเติมธาตุอาหาร
ต่อการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.5% (มวล/ปริมาตร) ด้วยวิธีทางชีวภาพโดยจุลินทรีย์ประจ้าถิ่นใน          
ดินทรายชายหาดโดยใช้ระบบนิเวศจ้าลอง (microcosm) พบว่าชุดการทดลองที่มีการเติมธาตุอาหาร
ประ เภทอนินทรี ยสาร  (KNO3 และ  K2HPO4)  และอินทรี ยสาร  (uric acid และ  lecithin)                    
มีประสิทธิภาพใกล้เคียงกัน โดยเมื่อระยะเวลาประมาณ 30 วัน มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย          
อัลเคน C12–C35 มากกว่า 97% และสามารย่อยสลายพอลิอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนที่มี 2-3 วงได้
มากกว่า 95% ในระยะเวลา 45 วัน ซึ่งการทดลองนี แสดงให้เห็นว่าการเติมธาตุอาหารสามารถช่วย
เพิ่มกิจกรรมการย่อยสลายสารของจุลินทรีย์ประจ้าถิ่นในดินทรายชายหาดที่ได้รับการปนเปื้อนได้  
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ตัวอย่างงานวิจัยของ Almeida และคณะ (2013) ศึกษาประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
สารประกอบปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนจากตัวอย่างดินตะกอนบริเวณชายหาดที่ไม่ได้รับการปนเปื้อน
ด้วยระบบนิเวศจ้าลอง ซึ่งแต่ละชุดการทดลองจะประกอบด้วย 3 ส่วน คือส่วนของตัวอย่างดินตะกอน
ชายหาด medium และน ้ามันดิบในอัตราส่วน 10:20:0.5 (ปริมาตร/ปริมาตร/ปริมาตร) โดยมี 4 ชุด
การทดลอง ได้แก่ 

 - ชุด Biostimulation (BS) คือชุดที่มีการเติมธาตุอาหารให้มีอัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัสเท่ากับ 100:10:1  

 -  ชุด Autochthonous bioaugmentation (AB)  คือชุดที่ตัวอย่างดินตะกอน
ชายหาดจะผ่านการเติมน ้ามันดิบและบ่มในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 4 วัน ก่อนใช้ในการทดลอง  

 - ชุด Biostimulation + Bioaugmentation (BS + AB) คือชุดที่มีการเติมธาตุ
อาหารและตัวอย่างดินตะกอนชายหาดที่ผ่านการบ่มด้วยน ้ามันดิบ  

 - ชุด Natural attenuation (NA) คือชุดที่ศึกษาผลการย่อยสลายด้วยจุลินทรีย์
ประจ้าถิ่น พบว่าชุด Biostimulation + Bioaugmentation (BS +  AB) มีประสิทธิภาพในการย่อย
สลายสารประกอบปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได้ดีที่สุด 
 
2.9 การตรวจติดตามการบ าบัดโดยใช้เทคนิคชีววิทยาโมเลกุล 

เนื่องจากการใช้เทคนิคชีววิทยาโมเลกุลเป็นวิธีหนึ่งที่เข้ามามีบทบาทในการศึกษาประชาคม
แบคทีเรีย ซึ่งวิธีหนึ่งที่มีความน่าสนใจคือวิธี 16S Metagenomic analysis เป็นวิธีที่สามารถใช้เพื่อ
ศึกษาและวิเคราะห์ล้าดับพันธุกรรมของจีโนมของจุลินทรีย์ทั งหมดที่มีอยู่ในตัวอย่างในสิ่งแวดล้อม 
เช่น ดิน ดินตะกอน น ้าทะเล เป็นต้น ซึ่งครอบคลุมจุลินทรีย์ที่ไม่สามารถเพาะเลี ยงได้ที่มีถึงร้อยละ 90 
โดยอาศัยการสกัดสารพันธุกรรม (DNA) จากตัวอย่างที่ต้องการศึกษา โดยอาศัยหลักการ คือ            
สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างสิ่งแวดล้อมที่สนใจ จากนั นน้ามาเพิ่มจ้านวนบริเวณ 16S rDNA เนื่องจากมี
ช่วงล้าดับเบสที่แตกต่างกันซึ่งสามารถใช้ในการจัดจ้าแนกชนิดของแบคทีเรียได้ โดยอาศัยวิธีปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส เพื่อน้าผลที่ได้จากการวิเคราะห์ไประบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียมีอยู่ในตัวอย่าง 

ตัวอย่างเช่นงานวิจัยของ Singh และ Subudhi (2016) ใช้วิธี 16S Metagenomic analysis 
ในการศึกษาประชาคมแบคทีเรียที่มีอยู่ในบริเวณบ่อน ้าพุร้อน Deulajhari (ประเทศอินเดีย) โดยใช้
ตะกอนจากบ่อน ้าพุร้อน พบว่ามีมากกว่า 28 phyla ที่ตรวจพบ ซึ่ง phyla เด่นที่ยังคงอยู่ได้ในสภาวะ
ที่มีอุณหภูมิ 69 องศาเซลเซียส pH 8.09 electroconductivity 0.025 dSm−1 และ total organic 
carbon 0.356% ได้แก่  Proteobacteria (88.12%)  Bacteriodetes (10.76%) Firmicutes 
(0.35%) Spirochetes (0.18%) และ chloroflexi (0.11%) โดยประมาณ 713 สายพันธ์ุถูกตรวจพบ
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ภายใต้สภาวะดังกล่าว ดังนั นวิธี 16S Metagenomic analysis จึงถือเป็นวิธีหนึ่งที่ช่วยให้ข้อมูลในเชิง
ปริมาณของประชาคมแบคทีเรียบริเวณบ่อน ้าพุร้อนได้ด้วยการใช้ข้อมูลล้าดับนิวคลิโอไทด์   

      

 
                    



 
 

 

บทที ่3 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.1 อุปกรณ์ทีใ่ช้ในงานวิจัย 

1. เครื่องแก้วและอุปกรณ์พื นฐานที่ใช้โดยทั่วไปในห้องปฏิบัติการ 
2. เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี (Gas chromatography, GC) ประกอบด้วย 
 - เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี รุ่น 6890N บริษัท Agilent Technologies, USA 

 - คอลัมน์ (column) ชนิด HP-5  
  ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 320 ไมโครเมตร ความยาว 30 เมตร                      

            ภายในเคลือบด้วยเฟนนิล เมทิล ไซโลเซน เข้มข้น 5% หนา 0.25 ไมครอน บริษัท Agilent 
            Technologies, USA 
 - เครื่องตรวจวัด (detector) ชนิด Flame Ionization Detector (FID) บริษัท Agilent    
            Technologies, USA 

3. เครื่องเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (mini agarose gel electrophoresis system) รุ่น i-mupid      
   บริษทั Cosmo Bio, Japan 
4. เครื่องชั่ง รุ่น P2002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
5. เครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล (Gel documentation system) รุ่น Gel Doc 2909TM     
   บริษัท Bio-Rad, USA 
6. เครื่องปั่นผสม (vortex) รุ่น Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 
7. เครื่องปั่นเหว่ียงแบบตั งโต๊ะชนิดควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge) รุ่น 1920  
   บริษัท Kubota, Japan  
8. เครื่องเขยา่ รุ่น PNP, Green SSeriker 2 บริษัท Pana Polytech 
9. เครื่องเพิ่มปริมาณ DNA (DNA-Thermal Cycle) รุ่น G-STORM  
     บริษัท Gene Technologies, England 
10. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น UV-160A บริษัท Shimadzu, Japan 
11. เครื่องวัดความเข้มข้น DNA (UV-vis spectrophotometer) รุ่น Nanodrop 2000  
     บริษทั Thermo Scientific, USA 
12. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 240 บริษัท Corning, USA 
13. เครื่องวัดแรงตึงผิว (dynamic contact angle meter and tensiometer) รุ่น DCAT21     
     บริษัท Future Digital Scientific Corp., USA 
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14. เครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ (microplate reader) บริษัท Bio-Tex Instrument, USA 
15. ชุด PowerSoil DNA Isolation Kit บริษัท MO BIO laboratories, INC., USA 
16. ชุด DCodeTM System บริษัท Bio-Rad, USA 
17. ตู้เขี่ยเชื อ (ISSCO laminar flow) รุ่น HT-122.5  
     บริษัท International Scientific Supply, USA 
18. ตู้แช่แข็งจุดเยืองแข็งต่้า (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสรุ่น ULT1786  
     บริษัท Forma Scientific, USA 
19. ตู้แช่แข็งจุดเยือกต้่า (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น MDF-U332  
     บริษัท Sanyo Electric, Japan 
20. ตู้บ่มเชื ออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส รุ่น BE800 บริษัท Memmert, Germany 
21. ตู้บ่มเชื ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บริษัท New Brunswick Scientific, USA 
22. ตู้อบฆ่าเชื อ (hot air oven) รุ่น D06063 บริษัท Memmert, Germany 
23. ตู้อบแห้ง (oven) บริษัท Contherm Scientific, New Zealand 
24. หม้อนึ่งฆ่าเชื อความดันไอ (autoclave) บริษัท Kakusan, Japan 
25. เครื่อง Mini-BeadBeater บริษัท Biospec products, USA 

 
3.2 เคมีภัณฑ ์สารเคมีทั งหมดเป็นสารเคมีเกรดงานวิเคราะห์ (analytical reagent) 

1. กรดอะซิติก (C2H4O2) บริษัท Merck, Germany 
2. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท BDH Chemicals, Australia 
3. กลีเซอรอล (C3H8O3) บริษัท Research organics, USA 
4. กลูโคส (C6H12O6) บริษัท Merck, Germany 
5. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2·2H2O) บริษัท Merck, Germany 
6. คลอโรฟอร์ม (chloroform) บริษัท RCI Labscan, Thailand 
7. เซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (CTAB) บริษัท Bio Basic, Canada 
8. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany 
9. โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) บริษัท Merck, Germany 
10. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) บริษัทNacalaiTesque, Japan 
11. โซเดียมไฮดรอกไซต์ (NaOH) บริษัท Merck, Germany 
12. น ้ามันดิบ (Arab light crude oil) บริษัท ปตท. จ้ากัด (มหาชน)  
13. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany 
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14. ทริปโตน (tryptone) บริษัท Difco, USA 
15. ทริส [ไฮดรอกซีเมทิล] อะมิโนมีเทน (Tris) บริษัท Sigma, USA 
16. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (APS) บริษัท Promega, USA 
17. โปรติเนสเค (Proteinase K) บริษัท United States Biological, USA 
18. แอมโมเนียมไนเตรด (NH4NO3) บริษัท Merck, Germany 
19. ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) บริษัท Difco, USA 
20. โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) บริษัท Merck, Germany 
21. โพแทสเซียมอะซิเตท (CH3COOK) บริษัท Merck, Germany 
22. ฟีนอล (phenol) บริษัท Merck, Germany 
23. เฟอริกซิเตรท (C6H5O7Fe·5H2O) บริษัท BDH Chemicals, England 
24. เมทานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 
25. แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) บริษัท Merck, Germany 
26. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4·7H2O) บริษัท Carlo Erba, France 
27. แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2) บริษัท Merck, Germany 
28. รูบิเดียมคลอไรด ์(RbCl) บริษัท Sigma, USA 
29. ยูเรีย (CH4N2O) บริษัท Research organics, USA 
30. ไลโซไซม์ (lysozyme) บริษัท Bio Basic, Canada 
31. สารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder บริษัท Geneaid, Taiwan 
32. สารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน Lamda HindIII บริษัท New England Biolabs, UK 
33. อะกาโรส (agarose) บริษัท Research organics, USA 
34. เอทานอล (ethanol) บริษัท Merck, Germany 
35. เอทิลีนไดเอมีนเททราอะซีติกแอซิด (EDTA) บริษัท Sigma, USA 
36. เอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) บริษัท Promega, USA 
37. เอนไซม์อาร์เอ็นเอสเอ (Rnase A) บริษัท Promega, USA 
38. เอนไซม์โปรติเนสเค (proteinase K) บริษัท United States Biological, USA 
40. ไอโซโพรพานอล (isopropanol) บริษัท Merck, Germany 
41. เฮกเซน (hexane) บริษัท RCI Labscan, Thailand 
42. เฮกซะเดกเคน (hexadecane) บริษัท Sigma, USA 
43. GoTaq®qPCR Master Mix บริษัท Promega, USA 
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ตารางที่ 3.1 ไพร์เมอร์ที่ใช้ในงานวิจัย 
ไพร์เมอร ์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’-3’) ขนาด

ผลิตภัณฑ์ 
PCR (bp) 

อ้างอิง 

ไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะต่อนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA 
314F-GC clamp 
314F 
520R 

CCTACGGGAGGCAGCAG-GC clamp 
CCTACGGGAGGCAGCAG-GC 
ACCGCGGCTGCTGGC 

  
Muyzer และ
คณะ (1993) 

ไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะต่อยีนย่อยสลายอะลิฟาติก 
ALK-1F 
ALK-1R 

CATAATAAAGGGCATCACCGT 
GATTTCATTCTCGAAACTCCAAAC 

185 
(alkB) 

Kohno และ
คณะ (2002)  

ALK-2F 
ALK-2R 

GAGACAAATCGTCTAAAACGTAA 
TTGTTATTATTCCAACTATGCTC 

271 
(alkM) 

Kohno และ
คณะ (2002) 

ALK-3F 
ALK-3R 

TCGAGCACATCCGCGGCCACCA 
CCGTAGTGCTCGACGTAGTT 

330 
(alkB1) 

Kohno และ
คณะ (2002) 

AlkB-1F 
AlkB-1R 

AAYACNGCNCAYGARCTNGGNCAYAA 
GCRTGRTGRTCNGARTGNCGYTG 

550 
(alkB-1) 

Kloos และ
คณะ (2006) 

AlkB1-F 
AlkB1-R 

ATCTGGGCGCGTTGGGATTTGAGCG 
CGCATGGTGATCGCTGTGCCGCTGC 

629 
(alkB1) 

Whyte และ
คณะ (2002) 

AlkB2-F 
AlkB2-R 

ACTCTGGCGCAGTCGTTTTACGGCC 
CCCACTGGGCAGGTTGGGCGCACCG 

552 
(alkB2) 

Whyte และ
คณะ (2002) 

CYP153-F 
CYP153-R 

ATGTTYATYGCNATGGAYCCN 
GCGRTTVCCCATRCARCGRTG 

820 
(CYP153) 

Wang และ
คณะ (2011) 
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ตารางที่ 3.1 (ต่อ) 
ไพร์เมอร ์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’-3’) ขนาด

ผลิตภัณฑ์ 
PCR (bp) 

อ้างอิง 

ไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะต่อยีนย่อยสลายอะลิฟาติก (ต่อ) 
P450F 
P450R 

TGTCGGTTGAAATGTTCATYGCNMTGGAYCC 
TGCAGTTCGGCAAGGCGGTTDCCSRYRCAVCK
RTG 

800 
(CYP153) 

Wang และคณะ 
(2010) 

AlmAwf 
AlmAwr 

GGNGGNACNTGGGAYCTNTT 
ATRTCNGCYTTNAGNGTCC 

1131 
(almA) 

Liu และคณะ 
(2011) 

P450fw1 
P450rv3 

GTSGGCGGCAACGACACSAC 
GCASCGGTGGATGCCGAAGCCRAA 

339 
(CYP153) 

van Beilen 
และคณะ 
(2006) 
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3.3 วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.3.1 เพิ่มจ านวนและทดสอบประสิทธิภาพของกลุ่มแบคทีเรียที่มคีวามสามารถในการ
ย่อยสลายน  ามันดิบจากตัวอย่างดินชายฝั่งและดินตะกอน บริเวณอ่าวพร้าว เกาะเสม็ด จังหวัด
ระยอง 

  3.3.1.1 ตัวอย่างดินชายฝั่งและดินตะกอน 

   ตัวอย่างดินชายฝั่งและดินตะกอนที่ใช้ในงานวิจัยนี ได้มาจากบริ เวณ            
อ่าวพร้าว เกาะเสม็ด จังหวัดระยอง โดยได้รับความอนุเคราะห์จากรศ.ดร.สุชนา ชวนิชย์ อาจารย์
ประจ้าภาควิชาวิทยาศาสตร์ทางทะเล จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และศูนย์วิจัยและพัฒนาทรัพยากร
ทางทะเลและชายฝั่งอ่าวไทยฝั่งตะวันออก กรมทรัพยากรทางทะเลและชายฝั่ง ซึ่งเป็นตัวอย่างดิน
บริเวณชายฝั่ง ดินตะกอนแนวปะการัง และดินตะกอนในทะเล โดยเก็บตัวอย่างภายหลังเหตุการณ์
น ้ามันดิบรั่วไหลประมาณ 1 สัปดาห์ และ 1 เดือน ในวันที่ 6 สิงหาคม พ.ศ. 2556 และวันที่ 28 และ 
30 สิงหาคม พ.ศ. 2556 และเก็บรักษาตัวอย่างที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดังแสดงในตารางที่ 3.2 
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ตารางที่ 3.2 รหัสตัวอย่างดินชายฝั่งและดินตะกอน บริเวณเกาะเสม็ด จังหวัดระยอง 
รหัส

ตัวอย่าง 
แหล่งที่มาของตัวอย่าง 

CT1-W1 ดินชายฝั่ ง ในบริ เวณที่ ได้รับการปนเปื้อน ภายหลังเหตุการณ์น ้ ามันรั่ วไหล                  
1 สัปดาห ์
ดินชายฝั่งในบริเวณที่ ไม่ได้รับการปนเปื้อน ภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล                 
1 สัปดาห ์

 
CT2-W1 

CT1-M1  ดินชายฝั่งในบริเวณที่ได้รับการปนเป้ือน ภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน 
ดินชายฝั่งในบริเวณที่ ไม่ได้รับการปนเปื้อน ภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล             
1 เดือน 

CT2-M1 

CR1-W1 ดินตะกอนแนวปะการังในบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อน ภายหลังเหตุการณ์น ้ามัน
รั่วไหล 1 สัปดาห ์
ดินตะกอนแนวปะการังในบริเวณที่ไม่ได้รับการปนเปื้อน ภายหลังเหตุการณ์น ้ามัน
รั่วไหล 1 สัปดาห ์

 
CR2-W1 

CR1-M1 ดินตะกอนแนวปะการังในบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อน ภายหลังเหตุการณ์น ้ามัน
รั่วไหล 1 เดือน 
ดินตะกอนแนวปะการังในบริเวณที่ไม่ได้รับการปนเปื้อน ภายหลังเหตุการณ์น ้ามัน
รั่วไหล 1 เดือน 

CR2-M1 

OSB-W1 ดินตะกอนในทะเลบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อน ภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 
สัปดาห ์
ดินตะกอนในทะเลบริเวณที่ไม่ได้รับการปนเปื้อน ภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 
สัปดาห ์

OS2-W1 

OSB-M1 ดินตะกอนในทะเลบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อน ภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 
เดือน 
ดินตะกอนในทะเลบริเวณที่ไม่ได้รับการปนเปื้อน ภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 
เดือน 

OS2-M1 
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3.3.1.2 วิเคราะห์จ านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน  ามันดบิโดยวิธี Most Probable 
Number (MPN)  

   ตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบโดยดัดแปลงวิธีจาก 
Johnsen และคณะ (2002) โดยน้าสารละลายของน ้ามันดิบที่ละลายใน n-Hexane (5 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ปิเปตลงในจานหลุม 96 หลุม เพื่อให้ได้ความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากับ 
0.1 มิลลิกรัม/หลุม ระเหยสารเคมีประมาณ 30 นาที จากนั นเติมอาหารเลี ยงเชื อเหลว Nutrient 
seawater (NSW) ปริมาตร 180 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ก) และตัวอย่างดินชายฝั่ง/ดินตะกอน 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในจานหลุม (ตัวอย่างดินชายฝั่ง/ดินตะกอน 1 กรัม ในอาหารเลี ยงเชื อ
เหลว NSW 9 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร) และเจือจางตั งแต่ 10 -2-10-5 โดยท้า 5 
หลุม จ้านวน 3 ซ ้า แล้วน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์ จากนั นวิเคราะห์
ผลการเจริญของแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบโดยเติมสารละลายไอโอโดไนโตรเตตระโซเลียม-         
คลอไรด์ (INT dye)  ความเข้มข้น 15 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร ลงในจานหลุม 96 หลุม สังเกตตะกอนสีชมพูของ formazan ที่เกิดจากการเปลี่ยน
โครงสร้างของ INT dye แล้วน้าไปวัดค่าความขุ่นที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร จากนั นน้าผลที่ได้
ไปเปรียบเทียบกับตาราง MPN และค้านวณหาจ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบทั งหมดเพื่อ
ประเมินการมีอยู่ของแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบในตัวอย่างดินเบื องต้น โดยชนิดของน ้ามันดิบที่ใช้
ในงานวิจัยนี คือน ้ามันดิบชนิด Arab Extra Light (AXL) + Arab Light (ARL) มีความหนาแน่นที่
อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เท่ากับ 0.8229 และ  0.8549 (g/cc) ตามล้าดับ และมีองค์ประกอบ      
ดังตารางที่ 3.3 ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัทไทยออยล์ จ้ากัด (มหาชน) 
 
ตารางที่ 3.3 องค์ประกอบของน ้ามันดิบที่ใช้ในงานวิจัยนี  
องค์ประกอบ Arab Extra Light (AXL) 

Yield (% wgt) 
Arab Light (ARL) 
Yield (% wgt) 

LPG 1.64 2.22 
Light Naphtha 9.18 5.45 
Naphtha  14.08 10.18 
Kerosene  24.06 19.54 
Gasoil  18.39 18.30 
Waxy  24.06 28.63 
Short residue 8.59 15.70 
Total 100.00 100.00 
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3.3.1.3 ตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการยอ่ยสลายน  ามันดิบของตัวอย่าง 

   3.3.1.3.1 สกดัดีเอ็นเอของตัวอย่าง 

    สกัดดี เอ็นเอจากตัวอย่างดินชายฝั่ ง/ดินตะกอนโดยใช้ชุด 
PowerSoil DNA Isolation Kit ตามวิธีที่ระบุในคู่มือโดยน้าตัวอย่างดินชายฝั่ง/ดินตะกอน 0.25 กรัม 
ใส่ลงในหลอดของชุด PowerSoil DNA โดยท้าตัวอย่างละ 3 ซ ้า ผสมสารด้วยเครื่องผสมสาร เป็น
เวลา 1 นาที จากนั นใส่สาร C1 ปริมาตร 60 ไมโครลิตร แล้วผสมสารด้วยเครื่องผสมสารเป็นเวลา 1 
นาที น้าตัวอย่างใส่ในเครื่อง Mini-BeadBeater เป็นเวลา 3 นาที จากนั นน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 วินาที แล้วดูดส่วนของเหลวใสปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ลงใน
หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ จากนั นใส่สาร C2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แล้วผสมสารด้วยเครื่องผสมสาร
เป็นเวลา 5 นาที บ่มที่อุณหภูมิ 5 องซาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 
รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั นดูดส่วนใสปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์
อันใหม่แล้วใส่สาร C4 ปริมาตร 1,200 มิลลิลิตร ผสมสารด้วยเครื่องผสมสารเป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วน
ของเหลวใสจากหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ปริมาตร 675 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด Spin Filter ที่มา
จากชุด PowerSoil DNA จากนั นปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที                 
เทของเหลวทิ ง แล้วท้าซ ้าอีกครั งโดยการดูดส่วนของเหลวใสที่เหลืออยู่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อีก  
675 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด Spin Filter ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที 
เทของเหลวทิ ง หลังจากนั นเติมสาร C5 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000          
รอบ/นาที เป็นเวลา 30 วินาที เทส่วนของเหลวใสทิ ง จากนั นน้าเฉพาะตัวกรองของ Spin Filter ใส่ลง
ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อันใหม่ แล้วใส่สาร C6 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 วินาที หลังจากนั นน้าตัวกรองทิ งไป จะได้ส่วนของเหลวคือดีเอ็นเอ
และเก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.3.1.3.2 ตรวจสอบความสมบูรณ์ของดเีอ็นเอ 

    ตรวจสอบความสมบูรณ์ของสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดได้จากข้อ 
3.3.1.3.1 ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยเตรียม               
อะกาโรสเจล เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ ที่หลอมในบัฟเฟอร์ Tris-acetate-EDTA ความเข้มข้น 1 เท่า       
(1X TAE) เทลงในแม่พิมพ์ที่มีหวีเสียบอยู่ รอให้อะกาโรสเจลแข็งตัว จากนั นน้าหวีเสียบออกและวาง
แผ่นอะกาโรสเจลที่ได้ลงในแชมเบอร์ที่มีบัฟเฟอร์ 1X TAE หยอดสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดได้ปริมาตร 
5 ไมโครลิตร ที่ผสมกับสีติดตามปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงในช่องวิ่ง โดยให้ช่องวิ่งแรกเป็นสารละลาย
ดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda HindIII ที่ผสมกับสีติดตาม ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ท้าอิเล็คโทรโฟรีซิส 
โดยใช้ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 28 นาที แล้วย้อมแผ่นอะกาโรสเจลด้วยสารละลาย           
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เอธิเดียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เป็นเวลา 15 นาที จากนั นตรวจดูแถบดีเอ็น
เอภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 

3.3.1.3.3 เพิ่มจ านวนและตรวจสอบชิ นส่วนดเีอ็นเอบริเวณ 16S rDNA 

  น้าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากข้อ 3.3.1.3.1 มาเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอ
บริเวณ 16S rDNA ในหลอดปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส (Polymerase chain reaction, PCR) โดย
ใช้คู่ไพร์เมอร์ 341-F และ 520-R โดยส่วนผสมสุดท้ายของสารแต่ละชนิดที่ใช้มีดังนี   
   - GoTaq® Green Master Mix ปริมาตร 15 ไมโครลิตร  

- สารละลายไพร์เมอร์ของแต่ละตัวความเข้มข้น 20 พิโคโมล/ไมโครลิตร      
  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  
- ดีเอ็นเอที่สกัดได้ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  

   - น ้าปลอดประจุปลอดเชื อ ปริมาตร 12 ไมโครลิตร  
  รวมส่วนผสมทั งหมดจะมีปริมาตรสุทธิเป็น 30 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 

จากนั นด้าเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo Cycle) โดย
ให้มีสภาวะที่เหมาะสม ดังนี     

 1.) Initial denaturation       ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส     เป็นเวลา 5 นาที 
2.) Denaturation       ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส     เป็นเวลา 30 วินาที 
3.) Annealing        ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส     เป็นเวลา 30 วนิาท ี
4.) Extension        ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส     เป็นเวลา 1 นาท ี

  5.) ท้าซ ้าขั นตอนที่ 2-4 จ้านวน 30 รอบ 
6.) Final extension        ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส     เป็นเวลา 5 นาที 

  ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ นด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสตามวิธีที่
ระบุไว้ในข้อ 3.3.1.3.2 โดยเปรียบเทียบกับสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  
   3.3.1.3.4 ตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลายน  ามันดิบ 

    น้าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากข้อ 3.3.1.3.1 มาตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับ
การย่อยสลายน ้ามันดิบด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะต่อยีนย่อยสลาย          
อะลิฟาติก ดังตารางที่ 3.1 และมีส่วนผสมของสารทั งหมดในปฏิกิริยาเช่นเดียวกับข้อ 3.3.1.3.3 โดย
ให้มีสภาวะที่เหมาะสมกับไพร์เมอร์แต่ละคู่ ดังตารางที่ 3.4     
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   ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ นด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสตามวิธีที่
ระบุไว้ในข้อ 3.3.1.3.2 โดยเปรียบเทียบกับสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 

3.3.1.4 เพิ่มจ านวนกลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายน  ามันดิบ
โดยวิธีเอนริชเมนท์ 

  เพิ่มจ้านวนกลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบโดย
ดัดแปลงวิธีจาก Fu และคณะ (2014) โดยน้าตัวอย่างดินชายฝั่ง/ดินตะกอนจากบริเวณอ่าวพร้าว 
จ้านวน 12 ตัวอย่าง ตัวอย่างละประมาณ 5 กรัม ใส่ลงในอาหารเลี ยงเชื อเหลว NSW ปริมาตร 45 
มิลลิลิตร เนื่องจากต้องการแบคทีเรียที่จะน้าไปใช้บ้าบัดดินทรายที่ได้รับการปนเปื้อนน ้ามันบริเวณ
ชายฝั่งซึ่งเป็นบริเวณที่มีน ้าทะเลท่วมถึง และเติมน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงไปเพื่อเป็น
แหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงาน โดยการเลือกใช้ความเข้มข้นของน ้ามันดิบดังกล่าวเพื่อกระตุ้นการ
เจริญของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบ น้าไปบ่มบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 
200 รอบ/นาทีที่อุณหภูมิห้อง หลังจากนั นถ่ายอาหารเลี ยงเชื อเหลวปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มีความขุ่น
และมีการหายไปของคราบน ้ามันบริเวณผิวหน้าของอาหารลงในอาหารเลี ยงเชื อเหลว NSW ใหม่ ที่มี
น ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ท้าการทดลองเช่นเดียวกันนี จนกระทั่งได้กลุ่มแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบ  ซึ่งการคัดแยกกลุ่มแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบใน     
ขั นตอนนี จะช่วยเพิ่มจ้านวนของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 
และลดจ้านวนของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่ไม่สามารถทนความเป็นพิษของน ้ามันดิบหรือไม่
สามารถย่อยสลายน ้ามันดิบได ้

3.3.1.5 ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน  ามันดิบของกลุ่มแบคทีเรียที่         
คัดแยกได้ 

   3.3.1.5.1 การเตรียมหัวเชื อแบคทีเรีย 

    เลี ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว 0.1 เท่า Luria-Bertani (0.1X LB) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก) โดยการถ่ายเชื อแบคทีเรียที่ได้จากการคัดแยก 5 มิลลิลิตรลงไป 
เขย่าบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 
จากนั นน้ามาป่ันเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ด้วยความเร็ว 8,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที แล้วล้างตะกอนเซลล์ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ จ้านวน 2 ครั ง 
แขวนลอยเซลล์ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ จากนั นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) โดยใช้เครื่อง Spectrophotometer ให้มีค่าประมาณ 1 ตรวจสอบ
จ้านวนหัวเชื อแบคทีเรียที่ได้ และใช้สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ในการปรับหัวเชื อให้
มีจ้านวนแบคทีเรียเริ่มต้นประมาณ 7 log CFU/มิลลิลิตร 
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   3.3.1.5.2 ทดสอบประสิทธภิาพในการย่อยสลายน  ามันดิบ 

    ทดสอบการย่อยสลายน ้ามันดิบของกลุ่มแบคทีเรียโดยแบ่งเป็น    
ชุดทดลองและชุดควบคุม โดยชุดทดลองจะใช้หัวเชื อที่มีจ้านวนแบคทีเรียเริ่มต้นประมาณ 7 log 
CFU/มิลลิลิตร 500 ไมโครลิตรที่เตรียมได้จากข้อ 3.1.5.1 ใส่ลงในหลอดทดลองที่บรรจุอาหารเลี ยง
เชื อเหลว NSW 4.5 มิลลิลิตร และเติมน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ส่วนชุดควบคุมจะเติม
น ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในหลอดทดลองที่บรรจุอาหารเลี ยงเชื อเหลว NSW 5 
มิลลิลิตร โดยท้าตัวอย่างละ 3 ซ ้า จากนั นบ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบ/นาทีที่อุณหภูมิห้อง 
และเก็บตัวอย่างในวันที่  0 และ 2 วิ เคราะห์ปริมาณน ้ามันดิบที่ เหลืออยู่ โดยใช้ เครื่อง  Gas 
Chromatography (GC-FID) รุ่น 6890N 
   3.3.1.5.3 การสร้างกราฟมาตรฐานส าหรบัวิเคราะห์ GC-FID 

    ชั่งน ้ามันดิบ 100 มิลลิกรัม ผสมลงในเฮกเซน 10 มิลลิลิตร และ
เจือจางให้ได้ความเข้มข้น 1,000 2,000 4,000 6,000 และ 8,000 มิลลิกรัม/ลิตร จากนั นกรองด้วย
หัวกรอง PTFE (PTFE filter) ขนาดความกว้างรู 0.2 ไมโครเมตร ลงในขวดส้าหรับวิเคราะห์ GC-FID 
และน้าไปวิเคราะห์ปริมาณน ้ามันด้วยเครื่อง Gas Chromatography (GC-FID) จากนั นน้าข้อมูลที่
ได้มาสร้างกราฟมาตรฐานของน ้ามันระหว่างพื นที่ใต้กราฟกับค่าความเข้มข้นของน ้ามัน  
   3.3.1.5.4 สกัดและวิเคราะห์ปริมาณน  ามันดิบที่เหลืออยู่จากการย่อย
สลาย 

    สกัดและวิเคราะห์ปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่หลังจากการย่อย
สลายด้ วย เค รื่ อ ง  Gas Chromatography (GC-FID)  ต ามวิ ธี ที่ อ ธิ บ าย ไ ว้ ใ น ง านวิ จั ย ขอ ง 
Nopcharoenkul และคณะ (2011) โดยการเติมเฮกเซน 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองที่มีตัวอย่าง
ปริมาตรสุดท้าย 5 มิลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารเป็นเวลา 2 นาที แช่เย็นที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อแยกชั นของเฮกเซน จากนั นดูดสารชั นบนซึ่งเป็นเฮกเซนใส่ลง
ในหลอดทดลองใหม่ เติมโซเดียมซัลเฟตที่ผ่านการอบข้ามคืนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ปั่นผสม
ด้วยเครื่องผสมสารเพื่อให้โซเดียมซัลเฟตก้าจัดน ้าที่เหลืออยู่ในส่วนของเฮกเซน แล้วระเหยแห้งที่
อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส จากนั นเติมเฮกเซน 1 มิลลิลิตร ปั่นผสมด้วยเครื่องผสมสารเป็นเวลา 1 
นาที แล้วกรองสารละลายผ่านหัวกรอง PTFE ที่มีขนาดความกว้างรู 0.20 ไมโครเมตร ลงในขวด
ส้ าหรั บ วิ เ ค ร าะห์  GC-FID และวิ เ ค ร าะห์ ป ริ ม าณน ้ า มั นดิ บที่ เ หลื ออยู่ ด้ ว ย เค รื่ อ ง  Gas 
Chromatography (GC-FID) ภายใต้สภาวะ ดังนี  

คอลัมน์ HP-N5  ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.32 มิลลิเมตร ยาว 30 เมตร ภายใน 
เคลือบด้วยเฟนนิลเมทิลไซโลเซน 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร 
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อุณหภูมิคอลัมน์  เริ่มต้น 80 องศาเซลเซียส เพิ่มด้วยอัตรา 25 องศาเซลเซียส/นาที
     จนถึง 160 องศาเซลเซียส หยุดเป็นเวลา 3 นาที เพิ่มด้วยอัตรา 3 

องศาเซลเซียส/นาที จนถึง 220 องศาเซลเซียส หยุดเป็นเวลา                 
2 นาทีและเพิ่มด้วยอัตรา 40 องศาเซลเซียส/นาที จนถึง 300 
องศาเซลเซียส  
หยุดเป็นเวลา 7 นาท ี

แก๊สตัวพา  ฮีเลียม 
อัตราเร็วของแก๊สตัวพา 2.1 มิลลิลิตร/นาที 
โหมด    splitless 
ปริมาณสารที่ฉีดวิเคราะห ์1 มิลลิลิตร 
ค้านวณค่าประสิทธิภาพในการย่อยสลาย ดังสมการ 

ประสิทธิภาพการย่อยสลาย (%) = (พื นที่ใต้กราฟของชุดควบคุม – พื นที่ใต้กราฟของตัวอย่าง) x 100 
       พื นที่ใต้กราฟของชุดควบคุม 
  3.3.1.6 ตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการยอ่ยสลายน  ามันดิบของกลุ่มแบคทีเรีย 

   3.3.1.6.1 สกดัดีเอ็นเอของกลุ่มแบคทีเรีย 

    สกัดดีเอ็นเอของกลุ่มแบคทีเรียโดยใช้วิธีฟีนอลคลอโรฟอร์ม 
(Ausubel และคณะ, 1999) โดยน้าเซลล์ของกลุ่มแบคทีเรียที่ได้จากการคัดแยกปริมาตร 1.5 
มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ด้วยความเร็วรอบ 10,000 รอบ/
นาที เป็นเวลา 2 นาที จ้านวน 3 ครั ง เทอาหารเลี ยงเชื อทิ ง จากนั นกระจายตะกอนเซลล์ในบัฟเฟอร์ 
Tris-EDTA (TE)  517 ไมโครลิตร ให้เป็นเนื อเดียวกัน เติมสารละลายไลโซไซม์ ความเข้มข้น 60 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมาเป็นเวลา 1 นาที 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั นเติมสารละลายโซเดียมโดเดซิล-
ซัลเฟต (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 30 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมาเป็นเวลา 1 นาที แล้วเติมโปรตีนเนสเค ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั นเติมสารละลายโซเดียม-         
คลอไรด์ความเข้มข้น 5 โมลาร์ ปริมาตร 120 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมาเป็น
เวลา 1 นาที และเติมสารละลายเซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ในโซเดียมคลอไรด์ (CTAB/NaCl) 
ที่มีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ปริมาตร 220 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมาเป็น
เวลา 1 นาที บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เติมคลอโรฟอร์มในปริมาตรที่เท่ากับ
ปริมาตรของสารละลายสุดท้ายผสมให้เข้ากัน แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็น
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เวลา 10 นาที หลังจากนั นดูดสารละลายชั นบนใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อันใหม่ แล้วเติมฟีนอล/
คลอโรฟอร์ม ในปริมาตรที่เท่ากับปริมาตรของสารละลายสุดท้าย น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13 ,000 
รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที แล้วย้ายสารละลายชั นบนลงในหลอดไมโครเซนตริ-ฟิวจ์อันใหม่ เติมไอ
โซโพรพานอลในปริมาตรที่เท่ากับปริมาตรสุดท้ายของสารละลาย ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไป
มาจนปรากฏสายดีเอ็นเอสีขาว น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13 ,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที ล้าง
ตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 450 ไมโครลิตร น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ ว 
13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ งและระเหยจนเอทานอลแห้ง แล้วละลายตะกอนดี
เอ็นเอด้วยบัฟเฟอร์ TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเติมอาร์เอ็นเอสเอ ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เก็บรักษาดี
เอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
   จากนั นตรวจสอบความสมบูรณ์ของดีเอ็นเอ เพิ่มจ้านวนและตรวจสอบ
ชิ นส่วนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA และตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลายน ้ามันดิบ ตามวิธีที่
ระบุในข้อที่ 3.3.1.3.2-3.3.1.3.4 
  

3.3.2 คัดแยกและศึกษาลักษณะสมบัติของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ ์

  3.3.2.1 คัดแยกและระบุชนิดของแบคทีเรียสายพนัธุ์บริสุทธิ ์

   คัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีความสามารถในการย่อยสลาย
น ้ามันดิบจากกลุ่มแบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั งหมด เนื่องจากข้อดีของการใช้แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ใน
การบ้าบัด ได้แก่ ใช้ต้นทุนต่้า ขั นตอนการเตรียมเชื อแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ไม่ยุ่งยาก ควบคุม
ประสิทธิภาพการย่อยสลายได้ สามารถคัดเลือกสายพันธุ์ที่ยังไม่มีรายงานการเป็นเชื อก่อโรคและน้าไป
พัฒนาต่อยอดในเชิงอุตสาหกรรมเพื่อใช้ส้าหรับการบ้าบัดในพื นที่ต่างๆ ได้ โดยน้ากลุ่มแบคทีเรีย 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ที่บรรจุโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 
900 มิลลิลิตร และเจือจางตั งแต่ 10-1-10-7 จากนั นน้าตัวอย่างที่เจือจางที่ 10-5-10-7 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร หยดลงบนอาหารแข็ง 100% Luria-Bertani (LB) (ภาคผนวก ก) แล้วเกลี่ยให้ทั่วผิวหน้า
ของอาหารแข็ง (spread plate) จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน และ
สังเกตลักษณะรูปแบบของโคโลนีที่แตกต่างกัน จากนั นแยกเชื อให้บริสุทธิ์ตามวิธีของ Velho-Pereira 
และ Kamat (2011) โดยวิธี cross streak plate ด้วยการน้าห่วงเขี่ยเชื อ (loop) เขี่ยเชื อที่มีลักษณะ
โคโลนีแตกต่างกันมาลากท้าแนวระนาบติดต่อกันลงบนอาหารแข็ง 100% LB จากนั นน้าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน ตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วยวิธีการย้อมแกรม (Gram 
staining) แล้วน้าไปส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ จากนั นท้าขั นตอนในส่วนของการ cross streak plate 
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ซ ้า ประมาณ 2-3 ครั ง เพื่อให้ได้เชื อแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ จากนั นระบุชนิดของแบคทีเรีย       
สายพันธุ์บริสุทธิ์ด้วยการส่งเชื อไปวิเคราะห์ล้าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน 16S rRNA ที่บริษัท Macrogen 
ประเทศเกาหลีใต้ และน้าผลของล้าดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้ไปจ้าแนกชนิดจุลินทรีย์ และเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลใน GenBank โดยใช้โปรแกรม nucleotide blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) 
  3.3.2.2 ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน  ามันดิบของแบคทีเรียสายพันธุ์
บริสุทธิ์ 

  ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบของแบคทีเรียสายพันธุ์
บริสุทธิ์ที่คัดแยกได้ ตามวิธีที่ระบุในข้อ 3.3.1.5.1-3.3.1.5.4 โดยเก็บตัวอย่างในวันที่ 0 และ 10  

  ดังนั นจากผลการระบุชนิดของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ประกอบกับ
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบ ท้าให้ได้แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ 1 ชนิดที่มีประสิทธิภาพ
สูงสุดเพ่ือน้าไปศึกษาและทดสอบในขั นต่อไป 

3.3.2.3 ตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการยอ่ยสลายน  ามันดิบ 

  สกัดดีเอ็นเอตามวิธีที่ระบุในข้อ 3.3.1.6.1 และตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องใน
การย่อยสลายน ้ามันดิบของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ 1 ชนิดที่มีประสิทธิภาพสูงสุดตามวิธีที่ระบุใน
ข้อ 3.3.1.3.2-3.3.1.3.4 
  3.3.2.4 ศึกษาแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื องต้นและความไม่
ชอบน  าของเซลล ์

   ศึกษาแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื องต้นและความไม่ชอบ
น ้าของเซลล์ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ 1 ชนิดที่มีประสิทธิภาพสูงสุดตามวิธีของ Abouseoud 
และคณะ (2010) โดยเตรียมหัวเชื อหัวเชื อแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ตามวิธีที่ระบุในข้อ 3.3.1.5.1 
โดยใช้จ้านวนเซลล์เริ่มต้นประมาณ 7 log CFU/มิลลิลิตร เติมหัวเชื อแบคทีเรียปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ลงในขวดรูปชมพู่ที่มีอาหารเลี ยงเชื อเหลว NSW ปริมาตร 45 มิลลิลิตร และเติมน ้ามันดิบความเข้มข้น 
0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานโดยท้าควบคู่กับชุดควบคุมที่มีการ
เติมน ้ามันดิบความเข้มข้น 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงไปในอาหารเลี ยงเชื อเหลว NSW ท้าการ
ทดลอง 3 ซ ้า จากนั นน้าไปบ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 
วัน ปั่นแยกเซลล์ด้วยความเร็ว 8,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
จากนั นน้าส่วนของเหลวใส (supernatant) และส่วนตะกอนเซลล์ที่แยกได้ไปศึกษาแนวโน้มในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื องต้นและความไม่ชอบน ้าของเซลล์ โดยวิธีการต่างๆ ดังนี  
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   3.3.2.4.1 การวัดค่าแรงตงึผิว (Surface tension) 

    น้าส่วนของเหลวใส (supernatant) จากข้อ 3.3.2.4 ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร ไปวัดค่าแรงตึงผิวด้วยเครื่องวัดแรงตึงผิว (Tensiometer) ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ โดยท้าการ
ทดลองซ ้า 3 ครั ง บันทึกค่าที่ได้และเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  
   3.3.2.4.2 การวัดค่าการกระจายน  ามัน (Oil displacement) 

   วัดค่าการกระจายน ้ามันโดยดัดแปลงวิธีของ Morikawa และคณะ 
(2000) โดยเติมน ้าทะเลปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเลี ยงเชื อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 15 
เซนติเมตร หยดน ้ามันดิบปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนผิวน ้า จากนั นน้าส่วนของเหลวใส 
(supernatant) จากข้อ 3.3.2.4 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนผิวหน้าน ้ามัน แล้ววัดขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางของบริเวณใสที่น ้ามันกระจายตัว (clear zone) โดยท้าการทดลองซ ้า 3 ครั ง และ        
น้าผลมาค้านวณหาพื นที่การกระจายน ้ามัน ดังสมการ   

พื นที่การกระจายน ้ามัน =  πr2  
   3.3.2.4.3 การวัดค่าดรรชนีอิมัลชัน (Emulsion Index, E24)  

   น้าส่วนของเหลวใส (supernatant) จากข้อ 3.3.2.4 ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง จากนั นเติมน ้ามันดิบปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงไป ผสมให้เข้ากันด้วย
เครื่องผสมสารเป็นเวลา 2 นาที โดยท้าการทดลองซ ้า 3 ครั ง ตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั นน้ามาวัดค่าความสูงของชั นอิมัลชันที่เกิดขึ น และค้านวณค่าดรรชนีการเกิดอิมัลชัน           
ดังสมการ  
    E24 (%) = (ความสูงของชั นอิมัลชัน/ความสูงของของเหลว
ทั งหมด) x 100  
   3.3.2.4.4 การตรวจสอบความไม่ชอบน  าของเซลล์ (Hydrophobicity) 

    น้าส่วนตะกอนเซลล์จากข้อ 3.3.2.4 มาตรวจสอบความไม่ชอบน ้า
ของเซลล์ตามวิธีของ (Costa และคณะ, 2010) โดยล้างตะกอนเซลล์ด้วยบัฟเฟอร์ฟอสเฟตยูเรีย
แมกนีเซียมซัลเฟต (PUM) จ้านวน  1 ครั ง แขวนลอยเซลล์ในบัฟเฟอร์ PUM จากนั นวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร ให้มีค่าเท่ากับ 1.0 (OD400 เริ่มต้น) แล้วน้าเซลล์ที่
แขวนลอยปริมาตร 4 มิลลิลิตร มาผสมกับเฮกซะเดกเคน (hexadecane) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสม
ให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารเป็นเวลา 1 นาที โดยท้าการทดลองซ ้า 3 ครั ง ตั งทิ งไว้ให้แยกชั นที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30  นาที จากนั นดูดสารแขวนลอยของแบคทีเรีย (สารชั นล่าง) มาวัดค่าการ
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ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตรอีกครั ง (OD400 สุดท้าย) และค้านวณการเกิดไฮโดรโฟบิก 
ดังสมการ 
    การเกิดไฮโดรโฟบิก (%)  =  (1 – OD400 สุดท้าย) x 100 
                                                                                    OD400 เริ่มต้น  
 

3.3.3 ทดสอบประสิทธิภาพในการบ าบัดดินทรายปนเปื้อนน  ามนัดิบ  

  3.3.3.1 วิเคราะห์สมบัติทางกายภาพ เคมีและชีวภาพของตัวอย่างดนิทรายจาก
อ่าวพร้าว 

   ส่งวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพและเคมีของดินทราย (ตัวอย่างดินชายฝั่ง
จากอ่าวพร้าวบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน (CT1-M1)) ที่
โ ค ร งการพัฒนาวิ ช ากา รดิ น -ปุ๋ ย  และสิ่ ง แ วดล้ อม  ภาควิ ช าปฐพี วิ ทยา  คณะ เกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ โดยวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพและเคมีได้แก่ ลักษณะเนื อดิน ใช้วิธี 
Hydrometer อินทรียวัตถุ ใช้วิธี  Walkley and Black ฟอสฟอรัส  ใช้วิธี  Bray II โพแทสเซียม 
ไนโตรเจน ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ใช้ pH meter (ดิน:น ้า เท่ากับ 1:1) ค่าความชื น และอัตราส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจน รวมทั งตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียทั งหมดและแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบ
ด้วยวิธี Most Probable Number (MPN) โดยดัดแปลงวิธีจาก Johnsen และคณะ (2002) 

3.3.3.2 สร้างชุดทดสอบประสิทธิภาพการบ าบัดดินทรายที่ปนเปื้อนน  ามันดิบ 

   ชั่งดินทราย (ดินบริเวณชายฝั่งตัวอย่าง CT1-M1) 6 กรัม ใส่ลงในขวดแก้ว
ฝาเกลียว ขนาด 30 มิลลิลิตร จ้านวน 126 ขวด เติมน ้ามันดิบ 4% (มวล/มวล) โดยอ้างอิงจาก
งานวิจัยของ Okoh (2013) และน ้าทะเล 1 มิลลิลิตร เพื่อปรับความจุสูงสุดในการอุ้มน ้าเป็น 60 
เปอร์เซ็นต์ แบ่งเป็น 6 ชุดการทดลอง ชุดละ 3 ซ ้า ดังรูปที่ 3.1 และตารางที่ 3.5 ชุดการทดลอง A 
(Abiotic control) จะน้าตัวอย่างดินทรายนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที จ้านวน 
1 ครั ง/วัน เป็นเวลา 3 วัน ชุดการทดลอง B (Natural attenuation) เพื่อทดสอบการย่อยสลาย
น ้ามันดิบโดยจุลินทรีย์ประจ้าถิ่น ชุดการทดลอง C (Bioaugmentation) เพื่อทดสอบประสิทธิภาพใน
การย่อยสลายน ้ามันดิบของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 1 ชนิด โดยเติม
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีจ้านวนหัวเชื อเริ่มต้นที่ประมาณ 9 log CFU/กรัมน ้าหนักเปียก ชุดการ
ทดลอง D (Biostimulation) เพื่อทดสอบการย่อยสลายน ้ามันดิบด้วยการกระตุ้นการเจริญของ
แบคทีเรียโดยการเติมธาตุอาหาร เนื่องจากผลการวิเคราะห์ตัวอย่างดิน CT1-M1 พบว่าธาตุไนโตรเจน
ไม่เป็นไปตามสัดส่วนจึงเติมปุ๋ยยูเรีย 0.017 กรัม/กรัมดิน เพื่อปรับให้มีอัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัสเท่ากับประมาณ 100:10:1 ชุดการทดลอง E (Dispersant) เพื่อทดสอบการ
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ย่อยสลายน ้ามันดิบภายหลังจากการเติมสารกระจายน ้ามัน (dispersant) ซึ่งในการทดลองนี ได้
เลื อกใช้  Slickgone NS type 2/3 ซึ่ งมีองค์ประกอบหลักคือ  Kerosene (Light petroleum 
distillates) (ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  6 0 - 7 0 % )   CAS No.  6 4 7 4 2 - 4 7 - 8  แ ล ะ ส า ร  Sodium 
Dioctylsulphosuccunate (ความเข้มข้น 1-10%) CAS No.577-11-7 โดยสาร Kerosene ท้า
หน้าที่เป็นตัวท้าละลาย (Solvent) ให้กับสาร Sodium Dioctylsulphosuccunate ที่ท้าหน้าที่เป็น
สารลดแรงตึงผิว (Surfactant) โดยเจือจางสาร Slickgone NS กับน ้ากลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื อให้มี
ความเข้มข้นเท่ากับ 50% และเติมลงไปในอัตราส่วนน ้ามันดิบต่อ dispersant เท่ากับ 20:1 ตาม
ค้าแนะน้าของบริษัท Dasic International Ltd. ที่ระบุว่าสามารถเจือจางสาร Slickgone NS ได้ถึง
ความเข้มข้น 10% ก็ยังคงมีประสิทธิภาพอยู่ และอัตราส่วนที่ระบุให้ใช้คือ 1 ส่วนของ dispersant 
ต่อ 20-30 ส่วนของน ้ามัน ชุดการทดลอง F (Bioaugmentation + Biostimulation + Dispersant) 
เพื่อทดสอบการย่อยสลายน ้ามันดิบจากผลของการเติมแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพ
สูงสุด 1 ชนิด การเติมธาตุอาหาร และการเติมสาร dispersant โดยทุกชุดการทดลองจะบ่มบนเครื่อง
เขย่าที่อุณหภูมิห้อง และเก็บตัวอย่างในวันที่ 0 20 40 60 80 และ 100 วิเคราะห์ปริมาณน ้ามันดิบที่
เหลืออยู่ด้วยเครื่อง Gas Chromatography  (GC-FID) และเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการย่อย
สลายน ้ามันดิบของแต่ละชุดการทดลองโดยใช้การวิเคราะห์ทางสถิติ รวมทั งตรวจติดตามแบคทีเรีย
สายพันธุ์บริสุทธิ์ที่เติมลงไปและการเปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียด้วยวิธี 16S Metagenomic 
analysis 
 

 
รูปที่ 3.1 ชุดทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดิบโดยใช้ดินทรายจากอ่าวพร้าว 

หมายเหตุ: ขวดท่ี 1 ชุด Abiotic Control ขวดที่ 2 ชุด Natural attenuation ขวดท่ี 3 ชุด Bioaugmentation 
ขวดท่ี 4 ชุด Biostimulation ขวดท่ี 5 ชุด Dispersant ขวดท่ี 6 ชุด Bioaugmentation + Biostimulation + 
Dispersant (เรียงล้าดับจากซ้ายไปขวา) 
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  3.3.3.3 วิเคราะห์ปริมาณน  ามันดิบทีเ่หลอือยู่ในดิน  

   3.3.3.3.1 สกดัน  ามันดิบที่เหลืออยู่ในดินด้วยเฮกเซน 

    สกัดน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ในดินตามวิธีที่อธิบายไว้ในงานวิจัยของ 
Nopcharoenkul และคณะ (2011) โดยเติมเฮกเซน 4 มิลลิลิตร ลงไปในขวดแก้วฝาเกลียว ผสมให้ 
เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารเป็นเวลา 2 นาที และน้าไปเขย่าบนเครื่องเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 
รอบ/นาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั นแช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
เพื่อแยกชั นของเฮกเซน หลังจากนั นดูดส่วนเฮกเซนใส่ในหลอดทดลองอันใหม่ เติมโซเดียมซัลเฟตที่
ผ่านการอบข้ามคืนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ปั่นผสมเพื่อให้โซเดียมซัลเฟตก้าจัดน ้าที่เหลืออยู่ใน
ส่วนของเฮกเซน น้าส่วนของเฮกเซนที่ผ่านการก้าจัดน ้าออกไประเหยแห้งที่อุณหภูมิ  150            
องศาเซลเซียส จากนั นเติมเฮกเซน 1 มิลลิลิตร ปั่นผสมด้วยเครื่องผสมสารเป็นเวลา 1 นาที แล้วกรอง
สารละลายผ่านหัวกรอง PTFE ที่มีขนาดความกว้างรู 0.20 ไมโครเมตร ลงในขวดส้าหรับวิเคราะห์ 
GC-FID และวิเคราะห์ปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ด้วยเครื่อง Gas Chromatography (GC-FID) 
   3.3.3.3.2 สร้างกราฟมาตรฐานส าหรับวิเคราะห์ GC-FID และวิเคราะห์
ปริมาณน  ามนัดิบที่เหลืออยู ่

    สร้างกราฟมาตรฐานส้าหรับวิเคราะห์ GC-FID และวิเคราะห์
ปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ตามวิธีที่ระบุในข้อ 3.3.1.5.3-3.3.1.5.4 
  3.3.3.4 ตรวจติดตามแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์และการเปลี่ยนแปลงของ
ประชาคมแบคทีเรียด้วยวิธี 16S Metagenomic analysis  

   สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างดินในชุดการทดลองโดยใช้ชุด PowerSoil DNA 
Isolation Kit ตามวิธีที่ระบุในข้อ 3.3.1.3.1 จากนั นส่งวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยวิธี 16S Metagenomic 
analysis โดยคุณชนกภรณ์ เมืองจินดา ซึ่งมีขั นตอนหลัก ดังนี   
   1) น้าดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดมาเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA 
ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยใช้ไพร์เมอร์ 515F (5’- 
GTG CCA GCM GCC GCG GTAA – 3’) และ 806R (5’- GGA CTA CHV GGG TWT CTA AT – 3’) 
(V4 region) (Walters และคณะ, 2016) 
   2) ท้าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส (PCR 
Clean up) โดยใช้ AMPure XP beads ของบริษัท Beckman Coulter, USA เพื่อชะล้างบัฟเฟอร์
ไพร์เมอร์ และ ไพร์เมอร์ไดเมอร์ที่อาจมีปะปนอยู่ในระหว่างขั นตอนของการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอ     
ด้วยการท้า PCR  
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   3) ใช้ 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix ของบริษัท Kapa Biosystems, 
USA ในการติด Index (ชุด Nextera XT Index Kit ของบริษัท Illumina, USA) ที่บริเวณปลาย 
sequencing primer ทั ง 2 ด้าน และติดที่ Illumina sequencing adapters 
   4) ท้าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ได้จากการท้า PCR ครั งที่ 2 (PCR Clean 
up 2) โดยใช้ AMPure XP beads เพื่อชะล้างสารละลายไพร์เมอร์ไดเมอร์ที่อาจยังคงมีหลงเหลืออยู่
ในระหว่างขั นตอนของการเพ่ิมจ้านวนดีเอ็นเอจากการท้า PCR ก่อนหน้านี  
   5) วัดความเข้มข้นโดยใช้เครื่อง DeNovix ของบริษัท DeNovix, USA และ
ค้านวณความเข้มข้นของดีเอ็นเอ เจือจางตัวอย่าง และรวมตัวอย่าง (Pooling) โดยมีสูตรค้านวณความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอ ดังนี     
     (concentration in ng/µl)          × 106 = concentration in nM 
       (660 g/mol × average library size) 
   
   6) วิเคราะห์ Metagenomic sequencing ด้วยเครื่อง Miseq ของบริษัท 
Illumina, USA  โดยใช้ Miseq Reagent kit V2 ของบริษัท Illumina, USA  และน้าผลที่ ได้ไป
วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียและตรวจติดตามแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่เติม
ลงไป 
 



 
 

 

บทที ่4 
ผลการทดลอง 

4.1 จ านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน  ามันดิบและประสิทธิภาพของกลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถ
ในการย่อยสลายน  ามันดิบจากตัวอย่างดินชายฝั่งและดินตะกอน บริเวณอ่าวพร้าว เกาะเสม็ด 
จังหวัดระยอง 

 4.1.1 จ านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน  ามันดิบในตัวอยา่ง 

  ผลการตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบโดยวิธี Most Probable 
Number (MPN) ในตัวอย่างดินชายฝั่งและดินตะกอนทั ง 12 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นตัวอย่างทั งที่ได้รับการ
ปนเปื้อนและไม่ได้รับการปนเปื้อนจากเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล พบว่ามีจ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลาย
น ้ามันดิบอยู่ในช่วงตั งแต่ 4.87 x 104 – 2.63 x 105  MPN/กรัมน ้าหนักเปียก ดังแสดงในตารางที่ 4.1
ซึ่งแสดงถึงการมีอยู่ของแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบจ้านวนหนึ่งในทุกตัวอย่างดิน ซึ่งมีความ
ใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Horel และคณะ (2014) ที่พบว่ามีจ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายอัลเคนใน
ตัวอย่างดินตะกอนที่เคยมีประวัติการปนเปื้อนน ้ามันดิบอยู่ในช่วง 1.9 x104 ถึง 3.7 x105 MPN/กรัม
น ้าหนักแห้ง  
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ตารางที่ 4.1 จ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบด้วยวิธี Most Probable Number (MPN)      
                 ในตัวอย่างดินชายฝั่งและดินตะกอน 

ตัวอย่าง จ านวนแบคทเีรีย (MPN/กรัมน  าหนักเปียก) 
CT1-W1 8.20±1.41 x 104 
CT1-M1 2.17±0.92 x 105 
CT2-W1 7.20±0.00 x 104 
CT2-M1 2.00±0.00 x 105 
CR1-W1 2.43±1.62 x 105 
CR1-M1 7.40±6.58 x 104 
CR2-W1 1.05±0.40 x 105 
CR2-M1 5.47±3.23 x 104 
OSB-W1 8.67±5.80 x 104 
OSB-M1 4.87±2.19 x 104 
OS2-W1 2.63±1.06 x 105 
OS2-M1 1.54±0.70 x 105 

หมายเหตุ: รหัสตัวอย่าง 
CT1-W1: ดินชายฝั่งในบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 สัปดาห์  
CT1-M1: ดินชายฝั่งในบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน 
CT2-W1: ดินชายฝั่งในบริเวณที่ไม่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 สัปดาห์                  
CT2-M1: ดินชายฝั่งในบริเวณที่ไม่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน  
CR1-W1: ดินตะกอนแนวปะการังในบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 สัปดาห ์
CR1-M1: ดินตะกอนแนวปะการังในบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน 
CR2-W1: ดินตะกอนแนวปะการังในบริเวณที่ไม่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล   
             1 สัปดาห ์
CR2-M1: ดินตะกอนแนวปะการังในบริเวณที่ไม่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล  
  1 เดือน 

 OSB-W1: ดินตะกอนในทะเลบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 สัปดาห์ 
OSB-M1: ดินตะกอนในทะเลบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน 
OS2-W1: ดินตะกอนในทะเลบริเวณทีไ่ม่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 สัปดาห์ 
OS2-M1: ดินตะกอนในทะเลบริเวณทีไ่ม่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน  
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4.1.2 ยีนที่เกีย่วข้องในการย่อยสลายน  ามันดิบของตัวอย่าง 

  จากผลการตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบโดยวิธี Most Probable 
Number (MPN) พบว่าในทุกตัวอย่างมีจ้านวนของแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบ ดังนั นจึงตรวจสอบ
ยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดิบเพื่อยืนยันผลการมีอยู่ของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการ
ย่อยสลายน ้ามันดิบ ซึ่งผลการตรวจสอบยีนโดยใช้ 10 คู่ไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะต่อยีนย่อยสลายอะลิฟาติก
ไฮโดรคาร์บอน แสดงดังตารางที่ 4.2 พบว่าในทุกตัวอย่างสามารถตรวจพบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอร์เรสจากคู่ไพร์เมอร์ ALK2-F และ ALK2-R ที่ขนาดคาดหวัง 271 bp ซึ่งจ้าเพาะต่อยีน 
alkM ที่ประมวลรหัสเอนไซม์อัลเคน ไฮดรอกซิเลส ที่จ้าเพาะกับการย่อยสลายอัลเคนสายยาวที่มี
จ้านวนคาร์บอนมากกว่า 12 อะตอมขึ นไป (Kohno และคณะ, 2002) ตรวจพบผลิตภัณฑ์จาก
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสจากคู่ไพร์เมอร์ ALK3-F และ ALK3-R ที่ขนาดคาดหวัง 330 bp ซึ่ง
จ้าเพาะต่อยีน alkB1 ที่ประมวลรหัสเอนไซม์อัลเคน ไฮดรอกซิเลสที่ไม่จ้าเพาะเจาะจงต่อการย่อย
สลายอัลเคน (Kohno และคณะ, 2002) และตรวจพบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสจาก
คู่ไพร์เมอร์ P450F และ P450R ที่ขนาดคาดหวัง 800 bp ซึ่งจ้าเพาะต่อยีน CYP153 ที่ประมวลรหัส
เอนไซม์ P450 ไซโตโครม โมโนออกซิจีเนส ที่จ้าเพาะกับการย่อยสลายอัลเคนสายกลางที่มีจ้านวน
คาร์บอนตั งแต่ 8-15 อะตอม (Wang และคณะ, 2010) รวมทั งตรวจพบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอร์เรสจากคู่ไพร์เมอร์ P450fw1 และ P450rv3 ที่ขนาดคาดหวัง 339 bp ซึ่งจ้าเพาะต่อยีน 
CYP153 ที่ประมวลรหัสเอนไซม์ P450 ไซโตโครม ไฮดรอกซิเลส ที่จ้าเพาะกับการย่อยสลายอัลเคน
สายกลางที่มีจ้านวนคาร์บอนตั งแต่ 8-16 อะตอม (van Beilen และคณะ, 2006) นอกจากนี ใน
ตัวอย่าง CR2-W1 CR2-M1 OSB-W1 OSB-M1 OS2-W1 และ OS2-M1 ยังตรวจพบผลิตภัณฑ์จาก
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสจากคู่ไพร์เมอร์ CYP153-F และ CYP153-R ที่ขนาดคาดหวัง 820 bp ซึ่ง
จ้าเพาะต่อยีน CYP153 ที่ประมวลรหัสเอนไซม์ P450 ไซโตโครมโมโนออกซิจีเนส ที่จ้าเพาะกับการ
ย่อยสลายอัลเคนสายกลางที่มีจ้านวนคาร์บอนตั งแต่ 6-16 อะตอม (Wang และคณะ, 2011) ซึ่งจาก
การตรวจพบยีนที่ เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดิบจึงแสดงถึงก ารมีอยู่ของแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบในทุกตัวอย่างดิน และคาดว่าในทุกตัวอย่างจะสามารถน้าไป
เพิ่มจ้านวนของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบให้เพิ่มมากขึ นได้  



 

 

58 

ตา
รา

งท
ี่ 4

.2
 ย

นีท
ี่เก

ี่ยว
ข้อ

งใน
กา

รย
อ่ย

สล
าย

น า้
มัน

ดิบ
โด

ยใ
ช้ 

10
 ค

ู่ไพ
ร์เม

อร
์ทีจ่

้าเพ
าะ

ต่อ
ยีน

ยอ่
ยส

ลา
ยอ

ะล
ิฟา

ติก
ไฮ

โด
รค

าร
์บอ

นข
อง

ตัว
อย

า่ง
ดิน

ทั ง
 1

2 
 ต

ัวอ
ย่า

ง  
  

   
  

   
  

ตัว
อย

่าง
 

ไพ
ร์เม

อร
์ 

AL
K1

 
(ย

ีน 
al

kB
) 

AL
K2

 
(ย

ีน 
al

kM
) 

AL
K3

 
(ย

ีน 
al

kB
1) 

AL
KB

-1
 

(ย
ีน 

al
kB

-1
) 

AL
KB

1 
(ย

ีน 
al

kB
1)

 
AL

KB
2 

(ย
ีน 

al
kB

2)
 

CY
P1

53
 

(ย
ีน 

CY
P1

53
) 

P4
50

 
(ย

ีน 
CY

P1
53

) 
Al

m
Aw

 
(ย

ีน 
al

m
A)

 
P4

50
 fw

1 
& 

rv
3 

(ย
ีน 

CY
P1

53
) 

CT
1-

W
1 

 
- 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
- 

+ 

CT
1-

M
1 

 
- 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
- 

+ 

CT
2-

W
1 

 
- 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
- 

+ 

CT
2-

M
1 

 
- 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
- 

+ 

CR
1-

W
1 

 
- 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
- 

+ 

CR
1-

M
1 

 
- 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

+ 
- 

+ 

CR
2-

W
1 

 
- 

+ 
+ 

- 
- 

- 
+ 

+ 
- 

+ 

CR
2-

M
1 

 
- 

+ 
+ 

- 
- 

- 
+ 

+ 
- 

+ 

OS
B-

W
1 

 
- 

+ 
+ 

- 
- 

- 
+ 

+ 
- 

+ 

OS
B-

M
1 

 
- 

+ 
+ 

- 
- 

- 
+ 

+ 
- 

+ 

OS
2-

W
1 

 
- 

+ 
+ 

- 
- 

- 
+ 

+ 
- 

+ 

OS
2-

M
1 

- 
+ 

+ 
- 

- 
- 

+ 
+ 

- 
 +

 

หม
าย

เห
ตุ:

 
- 

หม
าย

ถึง
 ไม

่พบ
ผล

ิตภ
ัณฑ

์จา
กป

ฏิก
ิริย

าล
ูกโ

ซ่พ
อล

ิเม
อร

์เรส
ตา

มข
นา

ดท
ี่คา

ดห
วัง

 
 

  
 

 
+ 

หม
าย

ถึง
 พ

บผ
ลิต

ภัณ
ฑ์จ

าก
ปฏ

ิกิร
ิยา

ลูก
โซ

่พอ
ลิเ

มอ
ร์เร

สต
าม

ขน
าด

ที่ค
าด

หว
ัง 

 
 



 

 

59 

4.1.3 กลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายน  ามันดิบซึ่งเพิ่มจ านวนจาก
ตัวอย่าง 

  จากผลการวิเคราะห์จ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบและการตรวจสอบยีนที่
เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดิบซึ่งพบว่าในทุกตัวอย่างดินมีแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบอยู่        
จึงน้าตัวอย่างดินมาเพิ่มจ้านวนกลุ่มแบคทีเรียเพื่อให้ได้แบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลาย
น ้ามันดิบในจ้านวนมาก รวมทั งอาจมีความหลากหลายของสายพันธุ์แบคทีเรียเพื่อประโยชน์ในการ      
คัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ในขั นต่อไป โดยการใช้น ้ามันดิบที่ความเข้มข้น 0.25% (ปริมาตร/
ปริมาตร) เพื่อกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบ และ
เพาะเลี ยงในอาหารเลี ยงเชื อเหลว Nutrient Seawater (NSW) พบว่าสามารถเพิ่มจ้านวนของ
แบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบให้เพิ่มมากขึ นได้ในทุกตัวอย่างดิน โดยสังเกตได้จากคราบฟิล์มน ้ามันที่
ลดลงและกากตะกอนน ้ามันบริเวณผิวหน้าอาหารเลี ยงเชื อเหลว รวมทั งความขุ่นที่เกิดขึ นเนื่องจากผล
การเพิ่มจ้านวนของเซลล์แบคทีเรียและอาจเนื่องจากการเกิดอิมัลชัน ดังรูปที่ 4.1 และ 4.2 ซึ่ง
ระยะเวลาที่สามารถสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงที่แสดงถึงการย่อยสลายน ้ามันดิบที่เกิดขึ นนั นพบว่า
ในช่วงแรกจะใช้ระยะเวลานาน โดยในการเอนริชเมนท์ครั งที่ 1 ใช้ระยะเวลาประมาณ 2 สัปดาห์ และ
ครั งที่ 2-4 ใช้ระยะเวลาประมาณ 1 สัปดาห์ อาจเนื่องจากจ้านวนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการ
ย่อยสลายน ้ามันดิบยังน้อยอยู่ แต่เมื่อผ่านการถ่ายเชื อไประยะเวลาหนึ่งพบว่าสามารถสังเกตเห็นผล
ของการย่อยสลายน ้ามันดิบโดยแบคทีเรียได้รวดเร็วขึ น โดยในการเอนริชเมนท์ครั งที่ 5 ใช้ระยะเวลา
ประมาณ 4-5 วัน และครั งที่ 6-18 ใช้ระยะเวลาประมาณ 3 วัน ทั งนี เนื่องจากจ้านวนแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบที่เพ่ิมจ้านวนมากขึ น 
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4.1.4 ประสิทธิภาพการย่อยสลายน  ามันดบิของกลุ่มแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

  เนื่องจากในระยะหลังของการเอนริชเมนท์พบว่าภายในระยะเวลา 3 วัน ก็สามารถ
สังเกตเห็นการย่อยสลายของน ้ามันดิบที่เกิดขึ นโดยกลุ่มแบคทีเรีย ทั งในส่วนของคราบฟิล์มน ้ามันที่
ลดลงและกากตะกอนน ้ามันที่เหลืออยู่บริเวณผิวหน้าอาหาร รวมทั งลักษณะของอาหารเลี ยงเชื อเหลว
ที่มีการเปลี่ยนแปลงไปคือมีการขุ่นและการเปลี่ยนสีของอาหารเลี ยงเชื อ ซึ่งคาดว่าผลส่วนหนึ่งน่าจะ
มาจากการเพิ่มจ้านวนของเซลล์แบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลาย ดังนั นจึงทดสอบ
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบของกลุ่มแบคทีเรียทั ง 12 กลุ่ม โดยเก็บตัวอย่างในวันที่ 2 
เนื่องจากเป็นช่วงที่คาดว่าน่าจะเห็นความแตกต่างของประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบของทั ง 
12 กลุ่มแบคทีเรีย และทดสอบประสิทธิภาพโดยใช้เทคนิค Gas Chromatography (GC-FID) พบว่า
ทั ง 12 กลุ่มแบคทีเรียหลังจากผ่านการเอนริชเมนท์จ้านวน 18 ครั ง เป็นระยะเวลาประมาณ 3 เดือน 
มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) อยู่ในช่วงตั งแต่ประมาณ                 
17-85% ภายในระยะเวลา 2 วัน ดังแสดงในรูปที่ 4.3 

 
รูปที่ 4.3 ประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ของกลุ่มแบคทีเรีย            

ทั ง 12 กลุ่มภายหลังการเพ่ิมจ้านวนโดยวิธีเอนริชเมนท์  
หมายเหตุ: หัวเชื อแบคทีเรียเริ่มต้นประมาณ 7 log CFU/มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 2 วัน และ
ทดสอบประสิทธิภาพโดย GC-FID 
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4.1.5 ยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลายน  ามันดิบของกลุ่มแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

  เนื่องจากการตรวจพบยีนหลายชนิดสามารถแสดงถึงแนวโน้มการมีอยู่ของแบคทีเรีย
หลากหลายสายพันธุ์ที่ท้างานร่วมกันภายในกลุ่มแบคทีเรีย ซึ่งอาจท้างานร่วมกันแบบส่งเสริมกันหรือ
แบบปฏิปักษ์กันได้ ดังนั นจึงตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลายน ้ามันดิบของกลุ่มแบคทีเรียทั ง 
12 กลุ่ม และเปรียบเทียบผลที่ได้กับประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดิบ ซึ่งผลการตรวจสอบยีน
แสดงดังตารางที่ 4.3 พบว่าตัวอย่าง CT2-W1 และ OS2-M1 ตรวจพบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่             
พอลิเมอร์เรสจากคู่ไพร์เมอร์ ALK1-F และ ALK1-R ที่จ้าเพาะกับการย่อยสลายอัลเคนสายกลางที่มี
จ้านวนคาร์บอนตั งแต่ 6-12 อะตอม (Kohno และคณะ, 2002) กลุ่มแบคทีเรีย CT2-W1 CR1-W1 
และ OS2-W1 ตรวจพบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสจากคู่ไพร์เมอร์ ALKB-1F และ          
ALKB-1R ที่จ้าเพาะกับการย่อยสลายอัลเคนสายกลางที่มีจ้านวนคาร์บอนตั งแต่ 13-23 อะตอม 
(Kloos และคณะ, 2006) กลุ่มแบคทีเรีย CT2-W1 และ OS2-W1 ตรวจพบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอร์เรสจากคู่ไพร์เมอร์ ALKB1-F และ ALKB1-R ที่จ้าเพาะกับการย่อยสลายอัลเคนสาย
กลางถึงอัลเคนสายยาวที่มีจ้านวนคาร์บอนตั งแต่ 12-26 อะตอม และอัลเคนที่เป็นโซ่กิ่ง (Whyte และ
คณะ , 2002) กลุ่มแบคทีเรีย CT1-W1 และ CT2-W1 ตรวจพบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่            
พอลิเมอร์เรสจากคู่ไพร์เมอร์ ALKB2-F และ ALKB2-R ที่จ้าเพาะกับการย่อยสลายอัลเคนสายกลาง
ถึงอัลเคนสายยาวที่มีจ้านวนคาร์บอนตั งแต่ 12-26 อะตอม (Whyte และคณะ, 2002) กลุ่มแบคทีเรีย 
CT2-W1 CR1-W1 CR1-M1 CR2-W1 CR2-M1 OS2-W1 และ OS2-M1 ตรวจพบผลิตภัณฑ์จาก
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสจากคู่ไพร์เมอร์ P450F และ P450R ที่จ้าเพาะกับการย่อยสลายอัลเคน
สายกลางที่มีจ้านวนคาร์บอนตั งแต่ 8-15 อะตอม (Wang และคณะ, 2010) กลุ่มแบคทีเรีย CT1-W1 
CT2-W1 CT2-M1 CR1-W1 CR1-M1 CR2-W1 CR2-M1 OS2-W1 และ OS2-M1 ตรวจพบ
ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสจากคู่ไพร์เมอร์ P450fw1 และ P450rv3 ที่จ้าเพาะกับการ
ย่อยสลายอัลเคนสายกลางที่มีจ้านวนคาร์บอนตั งแต่ 8-16 อะตอม (van Beilen และคณะ, 2006) 
และทุกกลุ่มแบคทีเรียตรวจพบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสจากคู่ไพร์เมอร์ ALK2-F 
และ ALK2-R ที่จ้าเพาะกับการย่อยสลายอัลเคนสายยาวที่มีจ้านวนคาร์บอนมากกว่า 12 อะตอม         
ขึ นไป (Kohno และคณะ, 2002) รวมทั งคู่ไพร์เมอร์ ALK3-F และ ALK3-R ที่ประมวลรหัสเอนไซม์   
อัลเคน ไฮดรอกซิเลส ที่ไม่จ้าเพาะเจาะจงต่อการย่อยสลายอัลเคน (Kohno และคณะ, 2002) 
 เมื่อพิจารณาผลการตรวจพบยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลายน ้ามันดิบของกลุ่มแบคทีเรีย                
ดังแสดงในตารางที่ 4.3 กับประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบของกลุ่มแบคทีเรีย ดังแสดงใน         
รูปที่ 4.3 พบว่าผลการตรวจสอบยีนอาจไม่สอดคล้องกับประสิทธิภาพการย่อยสลายที่เกิดขึ น 
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ตัวอย่างเช่นกลุ่มแบคทีเรีย CT2-W1 ตรวจพบยีน alkB alkM alkB1 alkB-1 alkB1 alkB2 CYP153 
และ almA  มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) เท่ากับประมาณ 
54% ในระยะเวลา 2 วัน ส่วนกลุ่มแบคทีเรีย OSB-M1 ที่ตรวจพบยีน alkM  และ alkB1 มี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบเท่ากับประมาณ 60% ทั งนี อาจเนื่องมาจากการตรวจพบยีนที่
เกี่ยวข้องในการย่อยสลายน ้ามันดิบหลากหลายชนิดอาจแสดงถึงการมีอยู่ของแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายอัลเคนหลายสายพันธุ์ แต่อาจมีการท้างานแบบแข่งขันหรือปฏิปักษ์กัน
จึงส่งผลต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดิบที่เกิดขึ น ส่วนในกลุ่มแบคทีเรียบางกลุ่มสามารถตรวจ
พบยีนไม่หลากหลายมากนัก แต่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบที่ดี อาจเนื่องมาจากกลุ่ม
แบคทีเรียดังกล่าวอาจประกอบด้วยแบคทีเรียสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการย่อยสลายน ้ามันดิบ
จึงอาจเกิดการแข่งขันกับแบคทีเรียสายพันธุ์อื่น ส่งผลให้ความหลากหลายของสายพันธุ์แบคทีเรีย
ลดลง หรือแบคทีเรียสายพันธุ์ที่อยู่ในกลุ่มแบคทีเรียนั นท้างานร่วมกันแบบส่งเสริมกันในการย่อยสลาย 
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4.2 ลักษณะสมบัติของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่คัดแยกได้จากกลุ่มแบคทีเรียย่อยสลาย
น  ามันดิบ 

 4.2.1 ชนิดของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่คัดแยกได้จากกลุ่มแบคทีเรียย่อยสลาย
น  ามันดิบ 

  จากผลการทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบของกลุ่มแบคทีเรียที่คัด
แยกได้ พบว่าทั ง 12 กลุ่มแบคทีเรียมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบ อย่างไรก็ตามการน้า
กลุ่มแบคทีเรียไปใช้ในการบ้าบัดพื นที่ที่ได้รับการปนเปื้อนต่างๆ อาจเกิดปัญหาเนื่องจากประชาคม
แบคทีเรียอาจเปลี่ยนแปลงไปในระหว่างการบ้าบัด ซึ่งอาจท้าให้ไม่สามารถควบคุมประสิทธิภาพใน
การย่อยสลายได้ รวมทั งอาจมีการแข่งขันกันหรือการท้างานเป็นปฏิปักษ์กันภายในกลุ่มแบคทีเรียซึ่ง
สามารถส่งผลกระทบต่อประสิทธิภาพในการย่อยสลายได้ ดังนั นการเลือกใช้แบคทีเรียสายพันธุ์
บริสุทธิ์จึงเป็นวิธีหนึ่งที่จะช่วยลดปัญหาดังกล่าวได้ จึงคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์จากกลุ่ม
แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพทั ง 12 กลุ่ม พบว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่ มี
ความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบได้ทั งหมด 6 สายพันธุ์ ดังรูปที่ 4.4 และตารางที่ 4.4 และผล
การจัดจ้าแนกชนิดแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลิโอไทด์ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ทั ง 6 
สายพันธุ์ พบว่า ล้าดับนิวคลิโอไทด์ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ AO-08 มีความคล้ายคลึงกับ
แบคทีเรียในสกุล Pseudomonas เท่ากับ 100% ล้าดับนิวคลิโอไทด์ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ 
AO-09 มีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรียในสกุล Ochrobactrum เท่ากับ 99% ล้าดับนิวคลิโอไทด์ของ
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ AO-11 มีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรียในสกุล Exiguobacterium เท่ากับ 
99% ล้าดับนิวคลิโอไทด์ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ AO-12 มีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรียในสกุล 
Bacillus เท่ากับ 100% ล้าดับนิวคลิโอไทด์ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ AO-14 ความคล้ายคลึงกับ
แบคทีเรียในสกุล Pseudomonas เท่ากับ 99% และล้าดับนิวคลิโอไทด์ของแบคทีเรียสายพันธุ์
บริสุทธิ์ AO-15 มีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรียในสกุล Pseudomonas เท่ากับ 99% ซึ่งการเปรียบ
การเปรียบเทียบล้าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของสายพันธุ์บริสุทธิ์ทั ง 6 สายพันธุ์กับล้าดับ
นิวคลิโอไทด์จากฐานข้อมูล GenBank แสดงดังตารางที ่4.5-4.10 
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รูปที่ 4.4 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของอาหารเลี ยงเชื อเหลว NSW ภายหลังการย่อยสลายน ้ามันดิบ 
0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) เป็นระยะเวลา 10 วัน ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิท์ั ง 6 สายพันธ์ุ  

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ด้านซ้ายสุด) 
 

ตารางที่ 4.4 แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบที่ได้จากการคัดแยก 

แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ Gram ลักษณะของแบคทีเรีย  แหล่งท่ีมา 

AO-08 (-) สีส้ม กลม ขอบหยัก CT1-M1 CT2-W1 
CR1-W1 CR1-M1 
CR2-W1 CR2-M1 
OSB-W1 OS2-W1  
OS2-M1 

AO-09 (-) สีขาวครีม กลม  
ขอบเรียบ 

CR1-M1 OSB-W1 
OS2-W1 

Control   AO-08     AO-09   AO-11   AO-12   AO-14   AO-15    
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ตารางที่ 4.4 (ต่อ)  

แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ Gram ลักษณะของแบคทีเรีย      แหล่งท่ีมา 

AO-11 
 

(+) สีเหลืองส้ม กลม  
ขอบเรียบ 

CR1-M1 CR2-W1 
OSB-W1 OS2-W1 
OS2-M1 

AO-12  (+) สีขาวครีม กลม  
ขนาดใหญ่ 

CR1-M1 CR2-M1 
OSB-M1 OS2-W1 

AO-14  (-) สีเหลือง ขอบหยัก แผ่ CT1-W1 CT2-M1 
OSB-M1 

AO-15  (-) สีเหลืองนวล กลม เยิ ม  
ขอบเรียบ 

CT1-W1 OS2-W1 
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ตารางที่ 4.5 ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของสายพันธ์ุ AO-08  
                กับล้าดับนิวคลิโอไทด์จากฐานข้อมูล GenBank 

ล าดับที่ สายพันธุ์แบคทีเรีย Accession 
no. 

ความเหมือน 
(%)  

อ้างอิง 

1 Pseudomonas aeruginosa  
12-4-4(59) 

CP013696 1314/1314 
(100%) 

Karna และคณะ (2016) 

2 Pseudomonas aeruginosa  
I-M-1-1-1 

KU570306 1314/1314 
(100%) 

Ma และคณะ (2016) 

3 Pseudomonas aeruginosa  
ASAI 02 

KU563773 1314/1314 
(100%) 

Ramalakshmi และ
คณะ (2016) 

4 Pseudomonas aeruginosa  
S164S 

KU647644   1314/1314 
(100%) 

Sandhiya (2016) 

5 Pseudomonas aeruginosa  
RD_AZPRC_22 

KU597541 1314/1314 
(100%) 

Marcano และคณะ  

 
ตารางที่ 4.6 ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของสายพันธ์ุ AO-09  
                กับล้าดับนิวคลิโอไทด์จากฐานข้อมูล GenBank 

ล าดับที่ สายพันธุ์แบคทีเรีย Accession 
no. 

ความเหมือน 
(%) 

อ้างอิง 

1 Ochrobactrum anthropi S4 KT380595    1314/1315 
(99%) 

Luo และคณะ (2015) 

2 Ochrobactrum anthropi SH23C KT337526 1314/1315 
(99%) 

Uchendu-Obi และ
คณะ (2015) 

3 Ochrobactrum anthropi JPR27 KR045594 1314/1315 
(99%) 

Saikia และคณะ (2015) 

4 Ochrobactrum anthropi OAB  CP008820 1314/1315 
(99%) 

Bishop-Lilly และคณะ 
(2014) 

5 Ochrobactrum anthropi 
ATCC 49188 

NR074243 1314/1315 
(99%) 

Chain และคณะ 
(2011) 
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ตารางที่ 4.7 ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของสายพันธ์ุ AO-11  
                กับล้าดับนิวคลิโอไทด์จากฐานข้อมูล GenBank 

ล าดับที่ สายพันธุ์แบคทีเรีย Accession 
no. 

ความเหมือน 
(%) 

อ้างอิง 

1 Exiguobacterium indicum   
V5 

KU058437 948/951 
(99%) 

Jinendiran และคณะ 
(2015) 

2 Exiguobacterium indicum  
13 (BR43) 

KF254737 940/942 
(99%) 

Maleki-Ravasan และ
คณะ (2015) 

3 Exiguobacterium indicum   
SHHR3-1 

KT216605 945/951 
(99%) 

Yousaf และคณะ 
(2015) 

4 Exiguobacterium indicum    
IARI-AR137 

KJ713313 941/945 
(99%) 

Yadav และคณะ 
(2014) 

5 Exiguobacterium indicum   
JDM5_1B 

JN644520 947/952 
(99%) 

Chandel และคณะ 
(2013) 

 
ตารางที่ 4.8 ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของสายพันธ์ุ AO-12  
                กับล้าดับนิวคลิโอไทด์จากฐานข้อมูล GenBank 

ล าดับที่ สายพันธุ์แบคทีเรีย Accession 
no. 

ความเหมือน 
(%) 

อ้างอิง 

1 Bacillus thuringiensis SP15 KX121704 1314/1314 
(100%) 

Priya และคณะ (2016) 

2 Bacillus thuringiensis IARI-BGB KT441034 1314/1314 
(100%) 

Saxena และคณะ 
(2015) 

3 Bacillus thuringiensis BAPE1 KT206229 1314/1314 
(100%) 

Aarthi และคณะ 
(2015) 

4 Bacillus sp. Ym7A KJ944284 1314/1314 
(100%) 

(Kumar และ  Pannu, 
2014) 

5 Bacillus sp. L319 KJ944158 1314/1314 
(100%) 

Guo (2014) 
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ตารางที่ 4.9 ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของสายพันธ์ุ AO-14  
                กับล้าดับนิวคลิโอไทด์จากฐานข้อมูล GenBank 
 

ล าดับที่ สายพันธุ์แบคทีเรีย Accession 
no. 

ความเหมือน 
(%) 

อ้างอิง 

1 Pseudomonas composti C5 FN652314 1373/1386 
(99%) 

Gibello และคณะ 
(2011) 

2 Pseudomonas composti C2 NR116992 1373/1386 
(99%) 

Gibello และคณะ 
(2011) 

3 Pseudomonas sp. IW-223 KF556699 1351/1381 
(98%) 

Miki และคณะ (2013) 

4 Pseudomonas sp. HKF-3 AB633201 1355/1386 
(98%) 

Fujimori และคณะ 
(2012) 

5 Pseudomonas sp. G3DM-33 EU037280 1358/1387 
(98%) 

Desai และคณะ (2009) 

 
ตารางที่ 4.10 ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของสายพันธ์ุ AO-15                  
                  กับล้าดับนิวคลิโอไทด์จากฐานข้อมูล GenBank 
 

ล าดับที่ สายพันธุ์แบคทีเรีย Accession 
no. 

ความเหมือน 
(%) 

อ้างอิง 

1 Pseudomonas putida HB3267 CP003738 1236/1241 
(99%) 

Molina และคณะ 
(2014) 

2 Pseudomonas putida MSPP6 KJ452464 1236/1241 
(99%) 

Meenakshisundaram 
และ Bharathiraja 
(2014) 

3 Pseudomonas putida BIRD-1 CP002290 1236/1241 
(99%) 

Matilla และคณะ 
(2011) 

4 Pseudomonas putida B6-2 CP015202 1236/1241 
(99%) 

Tang และคณะ (2011) 

5 Pseudomonas putida KT2440 NR074596 1236/1241 
(99%) 

Nelson และคณะ 
(2002) 
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4.2.2 ประสิทธิภาพการย่อยสลายน  ามันดิบของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่คัดแยกได้
จากกลุ่มแบคทีเรีย 

  เนื่องจากแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ทั ง 6 สายพันธุ์มีความสามารถในการย่อยสลาย
น ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ในอาหารเลี ยงเชื อเหลว NSW ได้ จึงทดสอบประสิทธิภาพใน
การย่อยสลายโดยใช้เครื่อง GC-FID และเก็บตัวอย่างในวันที่ 10 ซึ่งเป็นวันที่สามารถสังเกตเห็น    
ความขุ่นของอาหารเลี ยงเชื อเหลวและลักษณะของน ้ามันที่ถูกย่อยสลายได้อย่างชัดเจนคือมีลักษณะ
เป็นกากตะกอนน ้ามันขนาดเล็ก โดยผลการทดสอบประสิทธิภาพพบว่า Exiguobacterium sp.         
AO-11 มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ ามันดิบสูงที่สุดคือประมาณ 90% รองลงมาคือ 
Pseudomonas sp. AO-08 มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบที่ประมาณ 75% และ
รองลงมาคือ Pseudomonas sp. AO-14 Ochrobactrum sp. AO-09 Pseudomonas sp. AO-
15 และ Bacillus sp. AO-12 โดยมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบที่ประมาณ 67% 48% 
40% และ 21% ตามล้าดับ ดังรูปที่ 4.5 ดังนั นจะเห็นได้ว่า Exiguobacterium sp. AO-11 เป็นสาย
พันธุ์ที่มีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการย่อยสลายน ้ามันดิบ โดยโครมาโทแกรมประสิทธิภาพการย่อย
สลายน ้ามันดิบแสดงดังรูปที่ 4.6 นอกจากนี ยังพบว่าไม่มีรายงานวิจัยเกี่ยวกับการก่อโรคของแบคทีเรีย
สายพันธุ์ Exiguobacterium indicum ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่มีความเหมือนกับ Exiguobacterium sp. 
AO-11 ที่ 99% (948/952) เมื่อเปรียบเทียบ ผลล้าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA กับฐานข้อมูล 
GenBank โดยจากงานวิจัยของ Pindi และคณะ (2013) พบว่าสามารถตรวจพบแบคทีเรียสกุล 
Exiguobacterium ได้ ในน ้ าส้ าหรับดื่ มจากการสุ่ มตั วอย่ างน ้ าดื่ มจากโรงพยาบาลในเขต 
Mahabubnagar ประเทศอินเดีย แต่ไม่มีการรายงานว่าแบคทีเรียสกุลนี เป็นเชื อก่อโรค และจาก
งานวิจัยของ Truong และคณะ (2016) พบว่าสามารถคัดแยก Exiguobacterium Indicum Pn04 
ได้จากตัวอย่างที่มาจากบ่อน ้าพุร้อน และแบคทีเรียสายพันธุ์ดังกล่าวสามารถผลิต agarase, 
cellulose, gelatinase และ lipase ได้ ซึ่งมีประโยชน์ต่อภาคอุตสาหกรรม ดังนั นจึงคัดเลือก
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ Exiguobacterium sp. AO-11 เพื่อน้าไปศึกษาลักษณะสมบัติของ
แบคทีเรียชนิดดังกล่าวที่ช่วยส่งเสริมการย่อยสลายที่เกิดขึ น ได้แก่ การตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการ
ย่อยสลายน ้ามันดิบและศึกษาแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื องต้นและความไม่ชอบ
น ้าของเซลล์ รวมทั งน้าไปทดสอบประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินทรายปนเปื้อนน ้ามันดิบเพื่อเป็น
แนวทางในการน้าแบคทีเรีย  สายพันธ์ุนี ไปประยุกต์ใช้ในการบ้าบัดพื นที่ที่ได้รับการปนเป้ือนต่อไป 
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รูปที่ 4.5 ประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ของแบคทเีรียสายพันธุ์

บริสุทธิ์ ทั ง 6 สายพันธ์ุ 
หมายเหตุ: หัวเชื อแบคทีเรียเริ่มต้นประมาณ 7 log CFU/มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 10 วัน และ
ทดสอบประสิทธิภาพโดย GC-FID 
 

 
รูปที่ 4.6 โครมาโทแกรมประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ของ

Exiguobacterium sp. AO-11 (เส้นสีแดง) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (เส้นสีน ้าเงิน) โดยเก็บ
ตัวอย่างในวันที่ 10 
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4.2.3 ยีนที่เกีย่วข้องในการย่อยสลายน  ามันดิบของ Exiguobacterium sp. AO-11 

  จากผลการทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/
ปริมาตร) พบว่า Exiguobacterium sp. AO-11 มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบสูงที่สุด
เมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียอีก 5 สายพันธุ์ที่คัดแยกได้ ดังนั นจึงน้าแบคทีเรียสายพันธุ์ดังกล่าวมา
ศึกษาลักษณะสมบัติที่ช่วยส่งเสริมการย่อยสลายน ้ามันดิบที่เกิดขึ นโดยการตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องใน
การย่อยสลายน ้ามันดิบ แสดงดังตารางที่ 4.11 พบว่าตรวจพบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์
เรสจากคู่ไพร์เมอร์ ALK2-F และ ALK2-R ที่ขนาดคาดหวัง 271 bp ซึ่งจ้าเพาะต่อยีน alkM ที่
ประมวลรหัสเอนไซม์อัลเคน ไฮดรอกซิเลส ที่จ้าเพาะกับการย่อยสลายอัลเคนสายยาวที่มีจ้านวน
คาร์บอนมากกว่า 12 อะตอมขึ นไป (Kohno และคณะ, 2002) ตรวจพบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอร์เรสจากคู่ไพร์เมอร์ ALK3-F และ ALK3-R ที่ขนาดคาดหวัง 330 bp ซึ่งจ้าเพาะต่อยีน alkB1 
ที่ประมวลรหัสเอนไซม์อัลเคน ไฮดรอกซิเลส ที่ไม่จ้าเพาะเจาะจงต่อการย่อยสลายอัลเคน (Kohno 
และคณะ, 2002) ตรวจพบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสจากคู่ไพร์เมอร์ ALKB-1F และ 
ALKB-1R ที่ขนาดคาดหวัง 550 bp ซึ่งจ้าเพาะต่อยีน alkB-1 ที่ประมวลรหัสเอนไซม์ Integral 
membrane non-heme iron monooxygenase ที่จ้าเพาะกับการย่อยสลายอัลเคนสายกลางที่มี
จ้านวนคาร์บอนตั งแต่ 13-23 อะตอม (Kloos และคณะ, 2006) รวมทั งตรวจพบผลิตภัณฑ์จาก
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสจากคู่ไพร์เมอร์ P450fw1 และ P450rv3 ที่ขนาดคาดหวัง 339 bp ซึ่ง
จ้าเพาะต่อยีน CYP153 ที่ประมวลรหัสเอนไซม์ P450 ไซโตโครม ไฮดรอกซิเลส ที่จ้าเพาะกับการย่อย
สลายอัลเคนสายกลางที่มีจ้านวนคาร์บอนตั งแต ่8-16 อะตอม (van Beilen และคณะ, 2006)  

 ดังนั นจึงอาจสรุปได้ว่าแบคทีเรียสายพันธุ์นี น่าจะมีความสามารถในการย่อยสลาย   
อัลเคนสายกลางและอัลเคนสายยาวได้ ซึ่งสอดคล้องกับโครมาโทแกรมประสิทธิภาพการย่อยสลาย
น ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ของ Exiguobacterium sp. AO-11 ในการเก็บตัวอย่างวันที่ 
10 ดังรูปที่ 4.6 ที่พบว่าแต่ละ peak ของกราฟลดลงอย่างชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม แสดง
ถึงการย่อยสลายสารไฮโดรคาร์บอนในน ้ามันดิบได้อย่างมีประสิทธิภาพ



 

 

75 

ตารางท่ี 4.11 ผลการตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลายน ้ามันดิบของ Exiguobacterium sp.  AO-11  

                      
แบคที เรีย
ส า ย พั น ธุ์
บริสุทธิ์  

ไพร์เมอร์ 
ALK1 
(ยีน 

alkB) 

ALK2 
(ยีน 

alkM) 

ALK3 
(ยีน 

alkB1) 

ALKB-1 
(ยีน 

alkB-1) 

ALKB1 
(ยีน 

alkB1) 

ALKB2 
(ยีน 

alkB2) 

CYP153 
(ยีน 

CYP153) 

P450 
(ยีน 

CYP153) 

almAw 
(ยีน 

almA) 

P450 fw1 
& rv3 
(ยีน 

CYP153) 

Exiguobac-
terium sp.  
AO-11 

- + + + - - - - - + 

หมายเหตุ: - หมายถึง ไม่พบผลิตภัณฑ์จากลูกโซ่พอลิเมอร์เรสตามขนาดที่คาดหวัง   
  + หมายถึง พบผลิตภัณฑ์จากลูกโซ่พอลิเมอร์เรสตามขนาดที่คาดหวัง 
 

4.2.4 แนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพเบื องต้นและความไม่ชอบน  าของเซลล์ 
ของ Exiguobacterium sp. AO-11 

  ลักษณะสมบัติอีกประการหนึ่งที่จะช่วยส่งเสริมการย่อยสลายน ้ามันดิบของ
แบคทีเรียคือการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และความไม่ชอบน ้าของเซลล์ เนื่องสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่สร้างจากแบคทีเรียสามารถช่วยเพิ่มการละลายและสภาพพร้อมใช้ทางชีวภาพของน ้ามันได้ 
รวมทั งการที่เซลล์ของแบคทีเรียมีคุณสมบัติเป็นไฮโดรโฟบิก (hydrophobicity) หรือมีความไม่ชอบ
น ้าสูง จะท้าให้แบคทีเรียสามารถเข้าถึงสารที่จะย่อยสลายได้มากขึ น ซึ่งส่งผลให้อัตราการย่อยสลาย
เพิ่ มมากขึ นด้ วย  ดั งนั นจึ งศึ กษาลักษณะสมบัติดั งกล่ าว ในแบคที เ รี ยสายพันธุ์ บริ สุ ทธิ์  
Exiguobacterium sp.  AO-11 พบว่าสามารถลดแรงตึงผิวเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (อาหาร
เลี ยงเชื อเหลว Nutrient Seawater (NSW) ที่เติมน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร)) โดยค่า         
แรงตึงผิวลดลงจาก 65.33±2.52 มิลลินิวตัน/เมตร เหลือ 51.22±0.54 มิลลินิวตัน/เมตร และจากการ
วัดค่าการกระจายน ้ามัน (Oil displacement) พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์นี ช่วยให้เกิดการกระจายตัว
ของน ้ามันดิบหรือสังเกตเห็นบริเวณใสที่น ้ามันกระจายตัว (clear zone) ได้น้อยมาก และไม่พบการ
เกิดชั นอิมัลชันเมื่อผ่านไปเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง จึงไม่สามารถวัดค่าดรรชนีอิมัลชันได้ ดังนั นจาก
ผลดังกล่าวจึงแสดงให้เห็นถึงแนวโน้มการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ค่อนข้างต่้าของแบคทีเรีย          
สายพันธุ์นี  อย่างไรก็ตามหากมีการเปลี่ยนแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานให้มีความเหมาะสมอาจ
ช่วยส่งเสริมให้แบคทีเรียสายพันธุ์นี สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดียิ่งขึ น ตัวอย่างเช่นการใช้
น ้ามันมะพร้าว จากงานวิจัยของ Tambekar DH (2013) ที่พบว่า Exiguobacterium sp. AMS1 
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดีที่สุดในน ้ามันมะพร้าว ส่วนการตรวจสอบความไม่ชอบน ้า
ของเซลล์ (Hydrophobicity) พบว่ามีค่าเปอร์เซ็นต์การเกิดไฮโดรโฟบิกเท่ากับ 51.67±6.35% ซึ่ง
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แสดงถึงการมีสมบัติความไม่ชอบน ้าของเซลล์ที่จะช่วยส่งเสริมให้แบคทีเรียสายพันธุ์นี สามารถเข้าถึง
น ้ามันดิบและช่วยให้เกิดการย่อยสลายได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

ดังนั นการตรวจพบยีนที่มีความจ้าเพาะต่อการย่อยสลายอัลเคนสายกลางและอัลเคนสายยาว 
รวมทั งการมีสมบัติความไม่ชอบน ้าของเซลล์ จึงเป็นลักษณะสมบัติที่ล้วนช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพใน
การย่อยสลายน ้ามันดิบของแบคทีเรียสายพันธ์ุดังกล่าวได้ 
  

4.3 ประสิทธิภาพการบ าบัดดินทรายปนเปื้อนน  ามันดิบของ Exiguobacterium sp. AO-11   

 4.3.1 สมบัติทางกายภาพ เคมีและชีวภาพของตัวอย่างดินทรายจากอา่วพร้าว 

 จากผลการคัดแยกแบคที เรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่ มีประสิทธิภาพสู งสุด คือ 
Exiguobacterium sp. AO-11 ซึ่งมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/
ปริมาตร) สูงถึงประมาณ 90% ในระยะเวลา 10 วัน รวมทั งยังมีลักษณะสมบัติที่ส่งเสริมต่อการย่อย
สลายน ้ามันดิบ จึงน้าแบคทีเรียสายพันธุ์ดังกล่าวมาทดสอบประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินทรายที่ได้รับ
การปนเปื้อนน ้ามันดิบ โดยเลือกใช้ตัวอย่างดินชายฝั่งในบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์
น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน (รหัสตัวอย่าง CT1-M1) เพื่อเป็นตัวแทนของบริเวณที่เคยมีประวัติการปนเปื้อน
น ้ามันดิบ และมีผลการวิเคราะห์จ้านวนแบคทีเรียทั งหมดในดิน เท่ากับ 2.0±0.80 x 106 MPN/กรัม
น ้าหนักเปียก และจ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบเท่ากับ 2.17±0.92 x 105 MPN/กรัมน ้าหนัก
เปียก รวมทั งผลการวิเคราะห์ตัวอย่างดินด้วยการส่งวิเคราะห์ที่โครงการพัฒนาวิชาการดิน-ปุ๋ย และ
สิ่งแวดล้อม ภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์แสดงดังตารางที่ 4.12 

 
ตารางที่ 4.12 ผลการส่งวิเคราะห์ตัวอย่างดินชายฝั่งในบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์
น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน (CT1-M1) 

ลักษณะ
ดิน 

อินทรียวัตถ ุ
(%) 

Total N 
(%) 

Total P 
(%) 

ความชื น 
(%) 

C/N 
ratio 

pH 

ดินทราย 0.18 0.01 0.02 31.22 10.00 8.1 

 
4.3.2 ประสิทธิภาพการบ าบัดดินทรายทีป่นเปื้อนน  ามนัดิบ 

 ผลการทดสอบประสิทธิภาพในบ้าบัดดินทรายที่ปนเปื้อนน ้ามันดิบ โดยเติมน ้ามันดิบ 
4% (มวล/มวล) น ้าหนักเปียก และทดสอบโดยใช้ 6 ชุดการทดลองคือ ชุด A คือ Abiotic control 
หรือชุดควบคุม ชุด B คือ Natural attenuation เพื่อทดสอบการย่อยสลายน ้ามันดิบโดยจุลินทรีย์
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ประจ้าถิ่น ชุด C คือ Bioaugmentation เพื่อทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบของ
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 1 ชนิด คือ Exiguobacterium sp. AO-11 โดยใช้
หัวเชื อเริ่มต้นที่ประมาณ 9 log CFU/กรัมน ้าหนักเปียก ชุด D คือ Biostimulation เพื่อทดสอบการ
ย่อยสลายน ้ามันดิบด้วยการกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียโดยการเติมธาตุอาหารที่ปรับให้มี
อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัสเท่ากับ 100:10:1 ชุด E คือ Dispersant เพื่อทดสอบ
การย่อยสลายน ้ามันดิบภายหลังจากการเติมสาร dispersant ซึ่งในการทดลองนี ได้เลือกใช้ 
Slickgone NS type 2/3 โดยเจือจางสารกับน ้ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื อให้มีค่าเท่ากับ 50% และเติมลง
ไปในอัตราส่วนน ้ ามันดิบต่อ dispersant เท่ากับ 20:1 และชุด F คือ Bioaugmentation + 
Biostimulation + Dispersant เพื่ อทดสอบการย่ อยสลายน ้ ามั นดิบจากผลของการ เติ ม 
Exiguobacterium sp. AO-11 การเติมธาตุอาหาร และการเติมสาร dispersant พบว่าผลการ
วิเคราะห์ค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่เมื่อเวลาผ่านไป 20 40 60 80 และ 100 วัน แสดง
ดังตารางที่ 4.13 และรูปที่ 4.7 และโครมาโทรแกรมประสิทธิภาพการบ้าบัดดินทรายปนเปื้อน ้ามันดิบ
ของทั ง 6 ชุดการทดลองในการเก็บตัวอย่างวันที่ 100 แสดงดังรูปที่ 4.8 

 
 ตารางที่ 4.13 ประสิทธิภาพการบ้าบัดดินทรายที่ปนเป้ือนน ้ามันดิบ 4% (มวล/มวล) ใน 6 ชุด 
และวิเคราะห์ปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่โดย GC-FID  

ชุดการทดลอง 
 

 Crude oil remaining (%) 

วันที่ 20 วันที่ 40 วันที่ 60 วันที่ 80 วันที่ 100 

ชุด A Abiotic control 97.5±0.0 91.7±7.4 77.8±8.0 69.1±13.0 64.6±1.7 

ชุด B Natural attenuation 74.3±1.4 70.2±2.8 64.6± 4.5 47.7±6.0 44.4±15.2 

ชุด C Bioaugmentation 74.5±0.2 73.0±3.0 58.4±1.7 32.9±7.1 25.0±17.9 

ชุด D Biostimulation 74.7±3.8 62.3±4.9 46.2±1.2 45.3±2.4 44.2±1.6 

ชุด E Dispersant 77.9±0.7 70.7±5.4 41.2±0.6 38.5±3.3 27.6±11.1 

ชุด F Bioaugmentation  + 
Biostimulation + 

Dispersant 

75.6±0.8 57.6±1.7 45.9±1.9 27.80±8.7 22.9±6.2 
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จากผลการทดสอบประสิทธิภาพการบ้าบัดดินทรายที่ปนเปื้อนน ้ามันดิบ 4% (มวล/มวล) ใน 
6 ชุด  การทดลอง พบว่าในวันที่ 20 ทุกชุดการทดลองยังไม่เห็นความแตกต่างของค่าเฉลี่ยปริมาณ
น ้ามันดิบที่ เหลืออยู่อย่างชัดเจน และในวันที่  40 พบว่า ชุด D (Biostimulation) และ ชุด F 
(Bioaugmentation + Biostimulation + Dispersant) เป็น 2 ชุดการทดลองที่สามารถสังเกตเห็น
ได้ว่ามีค่าเฉลี่ยปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่น้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองอื่น โดยมี
ค่าเฉลี่ยปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่เท่ากับ 62.3± 4.9% และ 57.6± 1.7% ตามล้าดับ ในวันที่ 60 
พบว่ามี 3 ชุดการทดลองที่มีแนวโน้มการย่อยสลายที่ดี เนื่องจากมีค่าเฉลี่ยปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่
น้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองอื่น คือชุด D (Biostimulation) ชุด E (Dispersant) และ 
ชุด F (Bioaugmentation + Biostimulation + Dispersant) โดยมีค่าเฉลี่ยปริมาณน ้ามันดิบที่
เหลืออยู่เท่ากับ 46.2±1.2% 41.19±0.6% และ 45.9±1.9% ตามล้าดับ และในช่วงท้ายของการ
ทดลองคือวันที่ 80 และ 100 พบว่าชุด C (Bioaugmentation) ชุด E (Dispersant) และ ชุด F 
(Bioaugmentation + Biostimulation + Dispersant) เป็นชุดที่มีแนวโน้มการย่อยสลายที่ดีเมื่อ
เปรียบค่าเฉลี่ยปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่กับชุดการทดลองอื่น โดยในวันที่ 80 มีค่าเฉลี่ยปริมาณ
น ้ามันดิบที่เหลืออยู่ เท่ากับ 32.9±7.1% 38.5±3.3% และ 27.80±8.7% ตามล้าดับ และวันที่ 100 มี
ค่าเฉลี่ยปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่เท่ากับ 25.0±17.9% 27.6±11.1% และ22.9±6.2% ตามล้าดับ 
ดังนั นชุดการทดลอง F ที่ใช้ทั ง 3 วิธีร่วมกันคือการเติม Exiguobacterium sp. AO-11 การเติมธาตุ
อาหาร และการเติมสารกระจายน ้ามันน่าจะเป็นชุดที่มีแนวโน้มการย่อยสลายน ้ามันดิบที่ดีที่สุด  

อย่างไรก็ตามเพื่อให้สามารถเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่
เหลืออยู่ระหว่างทุกชุดการทดลองได้อย่างชัดเจนจึงน้าข้อมูลไปวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม SPSS 
พบว่าในวันที่ 20 ชุดทดลอง B (Natural attenuation) C (Bioaugmentation) D (Biostimulation) 
E (Dispersant) และ F (Bioaugmentation + Biostimulation + Dispersant) ไม่มีความแตกต่าง
กันของค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ที่ระดับนัยส้าคัญ 0.05 แต่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญที่ระดับนัยส้าคัญ 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับชุด A (Abiotic control)  

เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ระหว่างทุกชุดการ
ทดลองในวันที่ 40 มีผลดังนี  

 - ชุด A มีค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่แตกต่างกับชุด D และชุด F ที่
ระดับนัยส้าคัญ 0.05  

 - ชุด B C D E และ F ไม่มีความแตกต่างกันของค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่
เหลืออยู่ที่ระดับนัยส้าคัญ 0.05 เมื่อน้าค่าเฉลี่ยของทุกชุดมาเปรียบเทียบกัน 

เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ระหว่างทุกชุดการ
ทดลองในวันที่ 60 มีผลดังนี  
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 - ชุด A มีค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่แตกต่างกับชุด D E และชุด F ที่
ระดับนัยส้าคัญ 0.05  

 - ชุด B C D E และ F ไม่มีความแตกต่างกันของค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่
เหลืออยู่ที่ระดับนัยส้าคัญ 0.05 เมื่อน้าค่าเฉลี่ยของทุกชุดมาเปรียบเทียบกัน 

เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ระหว่างทุกชุดการ
ทดลองในวันที่ 80 และ 100 พบว่าทุกชุดทดลองไม่มีความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบ
ที่เหลือที่ระดับนัยส้าคัญ 0.05 โดยผลการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ระหว่าง
ทุกชุดการทดลองในวันที่ 20 40 60 80 และ 100 ด้วยโปรแกรม SPSS แสดงในภาคผนวก ง โดย
กราฟแสดงการจัดกลุ่มของค่าเฉลี่ยปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ที่ระดับนัยส้าคัญ 0.05 แสดงดังรูปที่ 
4.9 และเนื่องจากในงานวิจัยนี คิดค่าเฉลี่ยปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่โดยใช้พื นที่กราฟ จึงอาจส่งผล
ให้ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ได้ค่อนข้างสูง และอาจเป็นส่วนหนึ่งที่ท้าให้เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่าง
ของค่าเฉลี่ยปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ของแต่ละชุดทดลองไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญที่ระดับ
นัยส้าคัญ 0.05 ทั งนี อาจแก้ไขโดยการปรับค่าจากพื นที่ใต้กราฟให้มาอยู่ในรูปของความเข้มข้นก่อนที่
จะเปรียบเทียบความแตกต่างของแต่ละชุดทดลอง 
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4.3.3 ผลการตรวจติดตามแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่เติมลงไปและการเปลี่ยนแปลงของ
ประชาคมแบคทีเรียด้วยวิธ ี16S Metagenomic analysis 

ในชุดการทดลอง B ถึง F ได้เก็บตัวอย่างดินเพื่อน้ามาสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุด Powersoil 
isolation kit และน้าดีเอ็นเอที่ได้ส่งวิเคราะห์ผลด้วยวิธี 16S Metagenomic analysis ซึ่งผลที่ได้
แสดงดังรูปที่ 4.10 

จากผลการส่งวิ เคราะห์ด้วยวิธี  16S Metagenomic analysis พบว่าชุด B (Natural 
attenuation) ชุด C (Bioaugmentation) และ ชุด E (Dispersant) สามารถตรวจพบแบคทีเรียสกุล 
Hyphomonas และ Marinobacter ได้ในทุกช่วงของการทดลอง จึงคาดว่าน่าจะเป็นประชากรเด่น
และมีบทบาทในการย่อยสลายน ้ามันดิบ นอกจากนี ยังพบว่าแบคทีเรียสกุล Pseudidiomarina และ
สกุล Alcanivorax ที่ตรวจพบในตัวอย่างดิน CT1-M1 ซึ่งใช้ในการทดลองนี  ยังสามารถตรวจพบได้ใน
ทั ง 3 ชุดการทดลอง จึงคาดว่าน่าจะเป็นแบคทีเรียประจ้าถิ่นที่มีความสามารถในการย่อยสลาย
น ้ามันดิบ อย่างไรก็ตามในชุด C ที่เติม Exiguobacterium sp. AO-11 ลงไป พบว่าสามารถตรวจพบ
ได้ในการเก็บตัวอย่างวันที่ 20 เท่านั น ทั งนี คาดว่าแบคทีเรียสายพันธุ์นี น่าจะเข้ามามีบทบาทในการ
ย่อยสลายอัลเคนสายยาวและอัลเคนสายกลาง จากผลการตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย
น ้ามันดิบ จึงท้าให้แบคทีเรียสายพันธุ์อื่นสามารถย่อยสลายอัลเคนได้ดียิ่งขึ น ส่งผลให้เกิดการเจริญ
และเพิ่มจ้านวนมากขึ นของแบคทีเรียเหล่านี จนอาจแข่งขันกับแบคทีเรียสายพันธุ์ที่เติมลงไป หรือ
แบคทีเรียบางชนิดที่อยู่ในตัวอย่างดินหรือที่เพิ่มจ้านวนขึ นหลังจากได้รับน ้ามันดิบอาจสร้างสารบาง
ชนิดที่มีผลยับยั งต่อการเจริญของแบคทีเรียที่เติมลงไปได้ 
 นอกจากนี พบว่าชุด D (Biostimulation) และชุด F (Bioaugmentation + Biostimulation 
+ Dispersant) สามารถตรวจพบแบคทีเรียสกุล Sporosarcina และ Bacillus ได้ ซึ่งตรวจไม่พบใน
ชุดการทดลองทั ง 3 ชุดข้างต้น ทั งนี อาจเนื่องมาจากผลของการเติมธาตุอาหาร ท้าให้เกิดสภาวะที่
เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียทั ง 2 สกุลดังกล่าว และพบว่าชุด F ที่เติม Exiguobacterium 
sp. AO-11 ลงไป สามารถตรวจพบได้ในการเก็บตัวอย่างวันที่ 20 เช่นเดียวกับชุด C แต่มีสัดส่วนของ
แบคทีเรียสกุลนี มากกว่า ทั งนี อาจเนื่องมาจากผลของธาตุอาหารที่ช่วยส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรีย
สายพันธ์ุนี  
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รูปที่ 4.10 ผลการวิเคราะห์ 16S Metagenomic analysis ของตัวอย่างดิน CT1-M1  และชุดการทดลอง B ถึง F 

ที่ระยะเวลาการเก็บตัวอย่างต่างๆ
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 เมื่อพิจารณาผลของทั งประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดิบและการวิเคราะห์ผล 16S 
Metagenomic analysis พบว่า ชุด F คือ Bioaugmentation + Biostimulation + Dispersant 
เป็นชุดที่ถึงแม้ว่าอาจจะไม่มีความแตกต่างของค่าเฉลี่ยปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่อย่างมีนัยส้าคัญ
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองอื่น แต่ก็พบว่าเป็นชุดที่มีแนวโน้มการย่อยสลายน ้ามันดิบที่ดีตลอด
การทดลอง โดยในวันที่ 40 80 และ 100 มีค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่น้อยกว่าชุดการ
ทดลองอื่น ซึ่งแสดงถึงประสิทธิภาพการย่อยสลายที่ดีและรวดเร็ว เนื่องจากการใช้ทั ง 3 วิธีร่วมกันคือ
การปรับธาตุอาหารให้มีความเหมาะสม ร่วมกับการเติมสารกระจายน ้ามัน (dispersant) และการเติม
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ Exiguobacterium sp. AO-11 ล้วนช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพในการย่อย
สลาย ซึ่งจากการวิเคราะห์สารไฮโดรคาร์บอนที่อยู่ในตัวอย่างดินเบื องต้นโดย GC-FID (ภาคผนวก จ) 
พบว่าสารไฮโดรคาร์บอนที่ตรวจพบในทุกตัวอย่างดินส่วนใหญ่เป็นไฮโดรคาร์บอนชนิดสายกลางและ
สายยาว ทั งนี สาเหตุหนึ่งอาจเนื่องมาจากสารเหล่านี ย่อยสลายยากกว่าโฮโดรคาร์บอนชนิดสายสั นที่
อาจเกิดการย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ประจ้าถิ่นได้ ดังนั นการเติม Exiguobacterium sp. AO-11 จึง
น่าจะเป็นตัวหนึ่งที่เข้ามามีบทบาทในการย่อยสลายอัลเคนสายยาวและอัลเคนสายกลาง ส่งผลให้
แบคทีเรียสายพันธ์ุอื่นสามารถย่อยสลายอัลเคนที่เป็นองค์ประกอบหลักของน ้ามันดิบได้ดีขึ น  

นอกจากนี เมื่อพิจารณาถึงการเลือกใช้เพียงวิธีใดวิธีหนึ่งจะพบว่าวิธีการเติมแบคทีเรียสาย
พันธุ์บริสุทธิ์ Exiguobacterium sp. AO-11 จะช่วยส่งเสริมการย่อยสลายน ้ามันดิบของแบคทีเรีย
สายพันธุ์อื่นได้ เนื่องจากในช่วงท้ายของการทดลองพบว่าชุดการทดลองนี มีประสิทธิภาพในการย่อย
สลายน ้ามันดิบที่ดีขึ นเรื่อยๆ ซึ่งน่าจะเนื่องมาจากแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายเพิ่ม
จ้านวนมากขึ น รวมทั งพบว่าผลกระทบเมื่อเติมแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ Exiguobacterium sp. 
AO-11 ที่มีต่อประชาคมแบคทีเรียค่อนข้างน้อย ซึ่งสังเกตได้จากประชาคมแบคทีเรียที่ยังคงมีความ
คล้ายคลึงกับชุด B (Natural attenuation) อยู่  

การเติมธาตุอาหารเป็นวิธีหนึ่งที่ช่วยส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรีย โดยจะเห็น ได้ว่า
แบคทีเรียสกุล Sporosarcina และ Bacillus สามารถเจริญได้ในชุดการทดลองที่มีการเติมธาตุ
อาหารทั งนี อาจเนื่องมาจากการเติมธาตุอาหารช่วยปรับสภาวะให้มีความเหมาะสม และกระตุ้นการ
เจริญของแบคทีเรียเหล่านี  ซึ่งจะพบว่าการย่อยสลายจะเกิดได้ดีในช่วงแรกของการทดลองเท่านั น 
ทั งนี อาจเนื่องมาจากเมื่อเวลาผ่านไปธาตุอาหารอาจถูกใช้ไปจนเหลือน้อยลง ซึ่งอาจส่งผลต่อสภาวะที่
เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบได้ นอกจากนี ยังพบว่าประชาคมแบคทีเรียมี
การเปลี่ยนแปลงไปอย่างชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับชุด B (Natural attenuation) 

การใช้สารกระจายน ้ามันก็เป็นวิธีหนึ่งที่ช่วยให้แบคทีเรียเกิดการย่อยสลายน ้ามันดิบได้ดี 
เนื่องจากการเติมสารกระจายน ้ามันลงไปจะช่วยให้น ้ามันแตกตัวและส่งผลให้แบคทีเรียสามารถเข้าถึง
น ้ามันที่จะย่อยสลายได้ดีขึ น ซึ่งในระหว่างการทดลองจะเห็นได้ว่าชุดที่เติมสารกระจายน ้ามันมี
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แนวโน้มการย่อยสลายที่ค่อนข้างดี อย่างไรก็ตามพบว่าประสิทธิภาพในการย่อยสลายที่เกิดขึ นจะ    
ไม่คงที่คือมีบางช่วงของการทดลองที่มีค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามั นดิบที่ เหลืออยู่น้อยกว่าเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดการทดลองอื่นเช่นในวันที่ 60 ทั งนี อาจเนื่องมาจากสัดส่วนของแบคทีเรียเด่นที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบเปลี่ยนแปลงไปในระหว่างการบ้าบัด จึงท้าให้ผลของ
ประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดิบที่เกิดขึ นไม่คงที่ นอกจากนี ยังพบว่าแบคทีเรียเด่นยังคงมีความ
คล้ายคลึงกับชุด B (Natural attenuation) คือแบคทีเรียสกุล Hyphomonas และ Marinobacter 

ดังนั นจากผลการทดสอบประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินทรายปนเปื้อนน ้ามันดิบ จะเห็นได้ว่า
ทั ง 3 วิธี ได้แก่ การเติมแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพ Exiguobacterium sp. AO-11 
การปรับธาตุอาหารให้มีความเหมาะสม และการเติมสารกระจายน ้ามัน (dispersant) สามารถน้าไป
ประยุกต์ใช้ในการบ้าบัดดินทรายที่ได้รับการปนเปื้อนได้ ทั งนี การจะเลือกใช้วิธีใดอาจขึ นอยู่กับความ
เหมาะสมในการน้าไปใช้บ้าบัดพื นที่นั นๆ และการใช้ทั ง 3 วิธีร่วมกันถือเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการ
ย่อยสลายน ้ามันดิบที่ดีและรวดเร็วที่สุด ซึ่งถือเป็นแนวทางต้นแบบเพื่อน้าไปปรับใช้ในการบ้าบัดการ
ปนเป้ือนของน ้ามันดิบในพื นที่จริงต่อไป 



 
 

 

บทที ่5 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

จากเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลครั งใหญ่ในทะเลจังหวัดระยองที่เกิดขึ นเมื่อวันที่ 27 กรกฎาคม 
พ.ศ. 2556 เหตุการณ์นี ได้ส่งผลกระทบโดยตรงต่อระบบนิเวศชายฝั่งทะเลของเกาะเสม็ด จังหวัด
ระยอง โดยเฉพาะบริเวณอ่าวพร้าว ซึ่งเป็นบริเวณที่ได้รับผลกระทบมากที่สุด จากเหตุการณ์ที่เกิดขึ น
ได้มีการด้าเนินการต่างๆ เพื่อก้าจัดคราบน ้ามันที่เกิดขึ นอย่างต่อเนือง อย่างไรก็ตามอาจพบว่ายังคงมี
น ้ามันที่หลงเหลืออยู่ในบริเวณชายหาดได้ ซึ่งวิธีหนึ่งที่จะเข้ามามีบทบาทในการก้าจัดคราบน ้ามันที่
ยังคงตกค้างอยู่หรือบ้าบัดดินทรายที่ได้รับการปนเปื้อนก็คือการใช้วิธีทางชีวภาพ (bioremediation) 
ดังนั นงานวิจัยนี ซึ่งได้รับตัวอย่างดินจาก 3 บริเวณของอ่าวพร้าว ได้แก่ ดินทรายบริเวณชายฝั่ง ดิน
ตะกอนแนวปะการัง และดินตะกอนในทะเลที่ได้รับและไม่ได้รับการปนเปื้อนจากเหตุการณ์น ้ามัน
รั่วไหล จ้านวน 12 ตัวอย่าง จึงน้ามาคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพสูงที่สุด และ
ศึกษาลักษณะสมบัติที่ส่งเสริมต่อการย่อยสลายน ้ามันดิบ ได้แก่ การมียีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลาย
น ้ามันดิบ และการศึกษาแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื องต้นและความไม่ชอบน ้าของ
เซลล์ เพื่อน้าไปทดสอบประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินทรายที่ได้รับการปนเปื้อนและเป็นเป็นแนวทาง
ต้นแบบเพื่อน้าไปปรับใช้ในการบ้าบัดการปนเปื้อนของน ้ามันดิบในพื นที่จริงต่อไป โดยจากผลการ
วิเคราะห์จ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบในทั ง 12 ตัวอย่างดินด้วยวิธี Most Probable 
Number (MPN) พบว่ามีจ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบอยู่ในช่วงตั งแต่ 4.87 x 104 – 2.63 x 
105  MPN/กรัมน ้าหนักเปียก ซึ่งมีจ้านวนใกล้เคียงเมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Horel และคณะ 
(2014) ที่ประเมินประสิทธิภาพของการเติมธาตุอาหารอินทรีย์เพื่อเพิ่มการย่อยสลายน ้ามันดิบด้วยวิธี
ทางชีวภาพโดยอาศัยกลุ่มแบคทีเรียที่ยังคงอยู่ในดินทรายบริเวณชายหาดทางตอนเหนือของอ่าว        
แม็กซิโก พบว่ามีจ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายอัลเคนในตัวอย่างดินตะกอนอยู่ในช่วง 1.9x104 ถึง 
3.7x105 MPN/กรัมน ้าหนักแห้ง ทั งนี อาจเนื่องมาจากในงานวิจัยดังกล่าวได้เก็บตัวอย่างดินตะกอน
จากบริเวณที่เคยมีประวัติการปนเปื้อนน ้ามันดิบ เนื่องจากเหตุการณ์บ่อน ้ามัน Macondo ระเบิดใน
วันที่ 20 เมษายน พ.ศ. 2553 และท้าให้น ้ามันดิบรั่วไหลลงสู่ทะเลและส่งผลกระทบต่อชายฝั่งและ
ระบบนิเวศทางทะเลเป็นอย่างมาก เช่นเดียวกับงานวิจัยนี ที่เก็บตัวอย่างมาจากบริเวณที่เคยมีประวัติ
การปนเปื้อนน ้ามันดิบ จึงท้าให้สามารถตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันได้ใกล้เคียงกัน  

จากนั นจึงน้าทุกตัวอย่างดินมาตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดิบเพื่อยืนยัน
ผลการมีอยู่ของแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบ เนื่องจากเอนไซม์อัลเคนไฮดรอกซิเลสจึงเป็นเอนไซม์
ที่มีความส้าคัญและพบได้ในแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายอัลเคนที่เป็นองค์ประกอบ
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ส่วนใหญ่ในน ้ามันดิบ (Wang และคณะ, 2010) ซึ่งเอนไซม์ดังกล่าวเกิดจากการประมวลรหัสการสร้าง
เอนไซม์โดยยีน จึงท้าให้สามารถประเมินการมีอยู่ของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลาย       
อัลเคนได้ด้วยการตรวจติดตามจากยีน เช่น ยีน alkB (Jurelevicius และคณะ, 2013) ซึ่งจากผลการ
ตรวจสอบยีนพบว่าในทุกตัวอย่างดินสามารถตรวจพบยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดิบ โดย
ยีนที่ตรวจพบได้ในตัวอย่างดินจากทั ง 3 บริเวณมีความคล้ายคลึงกันคือในทุกตัวอย่างสามารถตรวจ
พบยีน alkM ที่จ้าเพาะกับการย่อยสลายอัลเคนสายยาว C

12
 ขึ นไป  (Kohno และคณะ, 2002) alkB1 

ที่ไม่จ้าเพาะต่อการย่อยสลายอัลเคน (Kohno และคณะ, 2002) และ CYP153 ที่จ้าเพาะต่อการย่อย
สลายอัลเคนสายกลาง (Wang และคณะ, 2010) ซึ่งอาจเป็นผลเนื่องจากการได้รับการปนเปื้อนน ้ามัน 
ทั งนี นอกจากเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลครั งใหญ่ในทะเล จังหวัดระยอง เมื่อวันที่ 27 กรกฎาคม พ.ศ. 
2556 แล้ว ยังอาจเนื่องจากผลของน ้ามันรั่วไหลในทะเลจากการคมนาคมขนส่ง การท่องเที่ยว และ
จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี รวมทั งนิคมอุตสาหกรรมต่างๆ  

ดังนั นจากผลการวิเคราะห์จ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบและการตรวจพบยีนที
เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดิบจึงมีแนวโน้มสูงที่ตัวอย่างดินจากบริเวณอ่าวพร้าว เกาะเสม็ด จะ
สามารถคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบได้ อย่างไรก็ตาม
ในการคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์นั นเพื่อให้ได้แบคทีเรียสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพสูงและมี  
สายพันธุ์ที่หลากหลาย จึงเพิ่มจ้านวนแบคทีเรียในรูปแบบของกลุ่มแบคทีเรียก่อนที่จะน้าไปคัดแยก
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ในภายหลัง โดยใช้วิธีเอนริชเมนท์ในการเพิ่มจ้านวนกลุ่มแบคทีเรีย พบว่า
ตัวอย่างดินทั ง 12 ตัวอย่าง สามารถเพิ่มจ้านวนของกลุ่มแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดิบได้โดยใช้
อาหารเลี ยงเชื อเหลวคือ Nutrient Seawater (NSW) เนื่องจากเป็นตัวอย่างที่ถูกเก็บมาจากบริเวณ
ชายฝั่งและในทะเล รวมทั งต้องการน้าแบคทีเรียที่ได้จากการคัดแยกไปใช้บ้าบัดในพื นที่ที่ได้รับการ
ปนเปื้อนน ้ามันบริเวณชายฝั่งที่มีน ้าทะเลท่วมถึง จึงเลือกใช้อาหารเลี ยงเชื อเหลวดังกล่าว และเติม
น ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงไป เพื่อกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียที่มีอยู่ในตัวอย่างดิน 
ซึ่งจะสามารถสังเกตเห็นการย่อยสลายได้จากความขุ่นของอาหารที่เกิดขึ นอันเนื่องมาจากเซลล์ของ
แบคทีเรียที่เพิ่มขึ นและผลของการเกิดอิมัลชัน รวมทั งกากตะกอนน ้ามันที่ถูกย่อยสลายบริเวณผิวหน้า
อาหาร เมื่อสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวจึงถ่ายเชื อลงในอาหารเลี ยงเชื อเหลวใหม่ที่เติม
น ้ามันดิบ โดยท้าการทดลองเช่นเดียวกันนี  จ้านวน 18 ครั ง เพื่อเพิ่มจ้านวนของแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบและลดจ้านวนของแบคทีเรียที่ไม่สามารถย่อยสลายน ้ามันดิบ
หรือไม่สามารถทนต่อความเป็นพิษของน ้ามันดิบได้ ทั งนี เมื่อผ่านการเอนริชเมนท์จ้านวน 18 ครั ง เป็น
ระยะเวลาประมาณ 3 เดือน จะสามารถสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงของสีอาหารเลี ยงเชื อ โดยพบว่า
ตัวอย่าง CR1-W1 CR2-W1 OSB-W1 OS2-W1 และ OS2-M1 มีสีของอาหารเลี ยงเชื อเหลวเป็นสี
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เขียวฟ้า ซึ่งคาดว่าน่าจะเกิดจากการสังเคราะห์สารบางชนิดของแบคทีเรีย และมีแนวโน้มว่าจะเป็นผล
ของ Pseudomonas aruginosa ที่ผลิตรงควัตถุ pyocyanin ซึ่งเป็นสารประกอบ phenazine 
ประเภทละลายน ้าที่มีสีเขียวน ้าเงิน ตามรายงานวิจัยของ El-Fouly และคณะ (2015) นอกจากนี ยัง
พบว่า Pseudomonas aruginosa เป็นแบคทีเรียสายพันธุ์ที่สามารถพบได้ในธรรมชาติและมี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบจากรายงานวิจัยของ Obayori และคณะ (2009) พบว่า 
Pseudomonas aruginosa MVL1 สามารย่อยสลายน ้ามันดิบ 1% (ปริมาตร/ปริมาตร) ได้มากกว่า 
70% ภายในระยะเวลา 6 วัน ดังนั นจึงมีความเป็นไปได้ว่าตัวอย่างที่มีการเปลี่ยนแปลงสีของอาหาร
เป็นสีเขียวฟ้าน่าจะมี Pseudomonas aruginosa เป็นประชากรเด่นในกลุ่มแบคทีเรียนั น  

จากการสังเกตเห็นการย่อยสลายของน ้ามันดิบที่เกิดขึ นโดยกลุ่มแบคทีเรียทั ง 12 กลุ่ม จึง
น้ามาทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ด้วย GC-FID โดยใช้
หัวเชื อแบคทีเรียเริ่มต้นประมาณ 7 log CFU/มิลลิลิตร และเก็บตัวอย่างในวันที่  2 พบว่ามี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันอยู่ในช่วงตั งแต่ประมาณ 17-85% ภายในระยะเวลา 2 วัน ซึ่งจะ
เห็นได้ว่าการย่อยสลายน ้ามันดิบโดยใช้กลุ่มแบคทีเรียสามารถย่อยสลายได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
เนื่องจากกลุ่มแบคทีเรียประกอบด้วยแบคทีเรียหลากหลายสายพันธุ์ซึ่งอาจท้างานร่วมกันในการย่อย
สลาย ตัวอย่างเช่นงานวิจัยของ Rahman และคณะ (2002) ศึกษาประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
น ้ามันดิบของแบคทีเรียทั งในรูปแบบของกลุ่มแบคทีเรียและแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ พบว่ ากลุ่ม
แบคทีเรียสามารถย่อยสลายน ้ามันดิบ Bombay High (BH) 1% ได้ 78% ส่วนแบคทีเรียสายพันธุ์
บริสุทธิ์พบว่า Pseudomonas sp. DS10-129 Bacillus sp. DS6-86 Micrococcus sp. GS2-22 
Corynebacterium sp. GS5-66 และ Flavobacterium sp. DS5-73  สามารถย่อยสลายน ้ามันดิบ
ได้ 66% 59% 49% 43% และ 41% ตามล้าดับ ภายในระยะเวลา 20 วัน ดังนั นจะเห็นได้ว่ากลุ่ม
แบคทีเรียมีประสิทธิภาพสูงกว่าแบคทีเรียสายพันธ์ุบริสุทธิ์ในการย่อยสลายน ้ามันดิบ    

อย่างไรก็ตามการน้ากลุ่มแบคทีเรียมาใช้ในการบ้าบัดพื นที่ที่ได้รับการปนเปื้อนต่างๆ ยังคงมี
ข้อจ้ากัด เนื่องจากอาจเกิดการท้างานแบบแข่งขันหรือปฏิปักษ์กันในกลุ่มแบคทีเรีย ซึ่งจะเห็นได้จาก
งานวิจัยนี ที่พบว่าผลการตรวจสอบยีนภายหลังจากผ่านการเอนริชเมนท์อาจไม่สอดคล้องกับ
ประสิทธิภาพการย่อยสลายที่เกิดขึ น ตัวอย่างเช่นกลุ่มแบคทีเรีย CT2-W1 ตรวจพบยีน alkB alkM 
alkB1 alkB-1 alkB1 alkB2 CYP153 และ almA ซึ่ งแสดงถึงแนวโน้มการมีอยู่ของแบคทีเรีย
หลากหลายสายพันธุ์ แต่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) 
เท่ากับประมาณ 54% ในระยะเวลา 2 วัน ซึ่งมีประสิทธิภาพต่้ากว่าเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มแบคทีเรีย 
OSB-M1 ที่ตรวจพบยีน alkM  และ alkB1 แต่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบเท่ากับ
ประมาณ 60% นอกจากนี งานวิจัยของ Lei และคณะ (2011) ยังพบว่าแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ ได้แก่ 
SX1 SX2 และ SX3 ที่คัดแยกมาจากบริเวณที่เคยมีประวัติการปนเปื้อนน ้ามัน มีอัตราการย่อยสลาย
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ทางชีวภาพเท่ากับ 82.3% 65.8% และ 25.3% และเมื่อให้แบคทีเรียทั ง 3 สายพันธุ์ท้างานร่วมกัน 
(SX1+SX2+SX3) พบว่ามีอัตราการย่อยสลายทางชีวภาพเท่ากับ 63.7% และงานวิจัยของ Yakimov 
และคณะ (2004) พบว่า Thalassolituus sp. มีการท้างานแบบปฏิปักษ์กับแบคทีเรียสายพันธุ์อื่นที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันด้วยการสร้างสาร secondary metabolites บางชนิดที่ส่งผล
ต่อการเจริญของแบคทีเรีย ดังนั นจะเห็นได้ว่าการท้างานร่วมกันในรูปแบบกลุ่มแบคทีเรียอาจเกิดการ
ท้างานร่วมกันแบบยับยั งซึ่งสามารถส่งผลต่อประสิทธิภาพในการย่อยสลายที่เกิดขึ นได้ นอกจากนี ใน
ระหว่างการบ้าบัดอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียหรือสัดส่วนของแบคทีเรียแต่ละ
สายพันธุ์ในกลุ่มแบคทีเรียเปลี่ยนแปลงไป ซึ่งอาจส่งผลให้ไม่สามารถควบคุมประสิทธิภาพการย่อย
สลายที่เกิดขึ นได้  

ดังนั นการใช้แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่จะสามารถน้ามาใช้ในการ
บ้าบัดพื นที่ที่ได้รับการปนเปื้อนและยังสามารถน้าไปพัฒนาต่อยอดในเชิงอุตสาหกรรมได้ จึงคัดแยก
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์จากกลุ่มแบคทีเรียทั ง 12 กลุ่ม พบว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์
บริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบได้ทั งหมด 6 สายพันธุ์ ได้แก่ Pseudomonas sp. 
AO- 08 Ochrobactrum sp. AO- 09 Exiguobacterium sp.  AO- 11 Bacillus sp. AO- 12 
Pseudomonas sp. AO-14 และ Pseudomonas sp. AO-15 โดยพบว่ า  Pseudomonas sp.     
AO-08 ที่คัดแยกได้จากกลุ่มแบคทีเรีย CT1-M1 CT2-W1 CR1-W1 CR1-M1 CR2-W1 CR2-M1 
OSB-W1 OS2-W1 และ OS2-M1 สอดคล้องกับการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเลี ยงเชื อเหลวเป็นสี
เขียวฟ้าที่เกิดขึ นหลังจากผ่านการเอนริชเมนท์ ซึ่งแสดงถึงการมีอยู่ของ Pseudomonas aeruginosa 
ดังที่กล่าวข้างต้น จากนั นน้าแบคทีเรียทั ง 6 สายพันธุ์มาทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
น ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) พบว่า Exiguobacterium sp. AO-11 มีประสิทธิภาพในการ
ย่อยสลายน ้ามันดิบสูงที่สุดคือประมาณ 90% รองลงมาคือ Pseudomonas aeruginosa AO-08 มี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบที่ประมาณ 75% และรองลงมาคือ Pseudomonas sp.         
AO-14 Ochrobactrum sp. AO-09 Pseudomonas sp. AO-15 และ Bacillus sp. AO-12 โดยมี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบที่ประมาณ 67% 48% 40% และ 21% ตามล้าดับ ดังนั นจะ
เห็นได้ว่า Exiguobacterium sp. AO-11 มีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการย่อยสลายน ้ามันดิบ จึงน้ามา
ศึกษาลักษณะสมบัติที่ส่งเสริมต่อการย่อยสลายน ้ามัน ได้แก่ การมียีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย
น ้ามันดิบ และการศึกษาแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื องต้นและความไม่ชอบน ้าของ
เซลล์ โดยสรุปลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะสมบัติของ Exiguobacterium sp. AO-11 เมื่อ
เปรียบเทียบกับงานวิจัยอื่นๆ แสดงดังตารางที่ 5.1 
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 ดังนั นจากประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดิบและการมีลักษณะสมบัติที่ส่งเสริมต่อ
การย่อยสลายน ้ามันของ Exiguobacterium sp. AO-11 จึงน้าแบคทีเรียสายพันธุ์ดังกล่าวมาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินทรายที่ได้รับการปนเปื้อนน ้ามันดิบ โดยเลือกใช้ตัวอย่างดินทรายชายฝั่ง
บริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน (รหัสตัวอย่าง CT1-M1) เพื่อเป็น
ตัวแทนของบริเวณที่ เคยมีประวัติการปนเปื้อนน ้ามันดิบ และทดสอบโดยเติมน ้ามันดิบ 4%              
(มวล/มวล) น ้าหนักเปียก ลงไปในชุดการทดลองทั ง 6 ชุด คือ ชุด A คือ Abiotic control หรือชุด
ควบคุม ชุด B คือ Natural attenuation เพื่อทดสอบการย่อยสลายน ้ามันดิบโดยจุลินทรีย์ประจ้าถิ่น 
ชุด C คือ Bioaugmentation เพื่อทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบของแบคทีเรียสาย
พันธ์ุบริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 1 ชนิด คือ Exiguobacterium sp. AO-11 โดยใช้หัวเชื อเริ่มต้นที่
ประมาณ 9 log CFU/กรัม น ้าหนักเปียก ชุด D คือ Biostimulation เพื่อทดสอบการย่อยสลาย
น ้ามันดิบด้วยการกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียโดยการเติมธาตุอาหารที่ปรับให้มีอัตราส่วนคาร์บอน
ต่อไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัสเท่ากับ 100:10:1 ชุด E คือ Dispersant เพื่อทดสอบการย่อยสลาย
น ้ามันดิบภายหลังจากการเติมสารกระจายน ้ามัน (dispersant) ซึ่งในการทดลองนี ได้เลือกใช้ 
Slickgone NS type 2/3 โดยเจือจางสารกับน ้ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื อให้มีค่าเท่ากับ 50% และเติมลง
ไปในอัตราส่วนน ้ ามันดิบต่อ dispersant เท่ากับ 20:1 และชุด F คือ Bioaugmentation + 
Biostimulation + Dispersant เพื่ อทดสอบการย่ อยสลายน ้ ามั นดิบจากผ ลของการ เติ ม 
Exiguobacterium sp. AO-11 การเติมธาตุอาหาร และการเติมสาร dispersant  
 จากผลการทดลองพบว่าชุดที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบที่ดีและรวดเร็วที่สุด
คือชุด F (Bioaugmentation + Biostimulation + Dispersant) ทั งนี อาจเนื่องมาจากผลของการใช้
ทั ง 3 วิธีร่วมกันคือการเติมแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย การเติมธาตุอาหารเพื่อให้มี
สภาพที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรีย และการเติมสารช่วยกระจายน ้ามันที่ช่วยให้แบคทีเรีย
สามารถเข้าถึงน ้ามันที่จะย่อยสลายได้ดียิ่งขึ น ซึ่งช่วยส่งเสริมให้เกิดการย่อยสลายได้ อย่างมี
ประสิทธิภาพ สอดคล้องกับงานวิจัยของ  Almeida และคณะ (2013) ที่พบว่าชุดการทดลอง 
Biostimulation + Bioaugmentation (BS + AB) มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารประกอบ
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได้ดีที่สุด และงานวิจัยของ Zhuang และคณะ (2016) ที่ศึกษาผลของการ
เติมสารกระจายน ้ามัน (dispersant) ต่อการย่อยสลาย South Louisiana crude oil (SLC) ด้วยวิธี
ทางชีวภาพที่อุณหภูมิ 5 และ 25 องศาเซลเซียส พบว่าสารกระจายน ้ามันชื่อทางการค้าคือ JD-2000 
สามารถช่วยให้การย่อยสลายเกิดขึ นได้ดีในทั ง 2 อุณหภูมิ และการใช้สารกระจายน ้ามันร่วมกับ
อุณหภูมิที่สูงจะช่วยให้อัตราการย่อยสลายของ Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) 2 
และ 3 วงรวดเร็วขึ น 
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นอกจากนี คาดว่าจากการท้างานของ Exiguobacterium sp. AO-11 ที่ช่วยในการย่อย
สลายอัลเคนสายกลางและอัลเคนสายยาว ซึ่งเป็นสารไฮโดรคาร์บอนที่ย่อยสลายได้ยากกว่าอัลเคน
สายสั นที่อาจถูกย่อยสลายไปโดยแบคทีเรียประจ้าถิ่น จึงท้าให้ยังคงสามารถพบอัลเคนสายกลางและ
สายยาวได้ในตัวอย่างดิน ดังนั นการเติม Exiguobacterium sp. AO-11 ลงไปจึงอาจเข้าไปมีบทบาท
ในการช่วยส่งเสริมให้แบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายอัลเคนเจริญเติบโตได้ดียิ่งขึ นและ
ย่อยสลายน ้ามันดิบได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยประชากรเด่นที่น่าจะเข้ามามีบทบาทในการย่อยสลาย
น ้ามันดิบของชุดการทดลองนี คือแบคทีเรียสกุล Alcanivorax รวมทั งสกุล Sporosarcina และ 
Bacillus ที่เจริญเนื่องจากสภาวะที่เหมาะสมเมื่อเติมธาตุอาหาร ซึ่งจากงานวิจัยของ Cappello และ
คณะ (2007) พบว่าแบคทีเรียสกุล Alcanivorax เป็นแบคทีเรียเด่นของประชาคมแบคทีเรียในน ้า
ทะเลที่ได้รับการปนเปื้อนน ้ามันดิบและเติมธาตุอาหารในระบบจ้าลอง mesocosm และพบว่าสาย
พันธุ์แบคที เรียในสกุล Bacillus เช่น Bacillus subtilis DM-04 จากงานวิจัยของ Das และ 
Mukherjee (2007) ที่คัดแยก Bacillus subtilis DM-04 และ Pseudomonas aeruginosa M และ 
Pseudomonas aeruginosa NM จากตัวอย่างดินที่ได้รับการปนเปื้อนปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน 
โดยพบว่าแบคทีเรียเหล่านี มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได้จากการ
ทดสอบในระบบนิเวศจ้าลองดิน (microcosm) รวมทั งงานวิจัยของ Cheng และคณะ (2013) ที่
พบว่า Bacillus subtilis สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด Glycolipid ได้ นอกจากนี ยังมี
รายงานว่าแบคทีเรียสกุล Sporosarcina สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้น ้ามันปาล์มเป็น
แหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานได้ (Saisa-ard และคณะ, 2014) ดังนั นจึงคาดว่าแบคทีเรียทั ง 3 
สายพันธุ์นี น่าจะเข้ามามีบทบาทในการย่อยสลายน ้ามันดิบ นอกจากนี แบคทีเรียสกุล Sporosarcina 
และ Bacillus ยังอาจผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ช่วยเพิ่มสภาพพร้อมใช้ทางชีวภาพและส่งเสริม
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายให้ดีขึ นด้วย 

เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบโดยใช้เพียงวิธีใดวิธีหนึ่งพบว่า การเติม
แบคทีเรีย Exiguobacterium sp. AO-11 เพียงอย่างเดียว จะสามารถเห็นความแตกต่างของค่าเฉลี่ย
ปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ซึ่งน้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลอง B ซึ่งเป็นชุด Natural 
attenuation หรือการย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ประจ้าถิ่นได้อย่างชัดเจนในช่วงท้ายของการทดลอง 
อย่างไรก็ตาม Exiguobacterium sp. AO-11 ที่เติมลงไปสามารถตรวจพบได้ในการเก็บตัวอย่างวันที่ 
20 เท่านั น ทั งนี คาดว่าแบคทีเรียสายพันธุ์นี น่าจะเข้ามามีบทบาทในการย่อยสลายอัลเคนสายยาว        
และอัลเคนสายกลาง เนื่องจากผลการตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดิบที่ตรวจพบ
ยีน alkM alkB1 alkB-1 และ CYP153 ซึ่งเป็นยีนที่ประมวลรหัสการสร้างเอนไซม์ที่มีความจ้าเพาะ
ต่อการย่อยสลายอัลเคนสายยาวและอัลเคนสายกลาง รวมทั งโครมาโทแกรมประสิทธิภาพการย่อย
สลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ในการเก็บตัวอย่างวันที่ 10 ที่พบว่าแต่ละ peak ของ
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กราฟลดลงอย่างชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม แสดงถึงการย่อยสลายสารไฮโดรคาร์บอนใน
น ้ามันดิบได้อย่างมีประสิทธิภาพ จึงท้าให้แบคทีเรียสายพันธุ์อื่นสามารถย่อยสลายอัลเคนได้ดียิ่งขึ น 
ส่งผลให้เกิดการเจริญและเพิ่มจ้านวนมากขึ นของแบคทีเรียเหล่านี จนอาจแข่งขันกับแบคทีเรียสาย
พันธุ์ที่เติมลงไป หรือแบคทีเรียบางชนิดที่อยู่ในตัวอย่างดินหรือที่เพิ่มจ้านวนขึ นหลังจากได้รับ
น ้ามันดิบอาจสร้างสารบางชนิดที่มีผลยับยั งต่อการเจริญของแบคทีเรียที่เติมลงไปได้  จึงท้าให้ไม่
สามารถตรวจพบ Exiguobacterium sp. AO-11 ได้ตลอดระยะเวลาการทดลอง นอกจากนี ยังพบว่า
การเติม Exiguobacterium sp. AO-11 ลงไปส่งผลกระทบต่อประชาคมแบคทีเรียค่อนข้างน้อย 
สังเกตได้จากประชาคมแบคทีเรียที่ยังคงคล้ายคลึงกับชุด B (Natural attenuation) ซึ่งถือเป็นข้อดี
อย่างหนึ่งหากน้าไปใช้ในการบ้าบัดการปนเปื้อนในพื นที่จริง 

การเติมธาตุอาหารที่ปรับให้มีอัตราส่วนที่เหมาะสมและกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียที่อยู่
ในตัวอย่างดินเป็นวิธีหนึ่งที่สามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยสลายให้ดีขึ น สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Wu และคณะ (2016) พบว่าชุดการทดลอง Biostimulation ซึ่งเป็นชุดที่เติมธาตอุาหาร
โดยใช้ (NH4)2SO4 และ KH2PO4 ในการปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัสให้เท่ากับ 
100:10:1 เป็นชุดที่สามารถเพิ่มการย่อยสลายสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได้สูงที่สุดคือเพิ่มขึ น 
60% ในระยะเวลา 6 สัปดาห์ของการบ่ม อย่างไรก็ตามพบว่าในช่วงแรกเท่านั นที่เห็นความแตกต่าง
ของค่าเฉลี่ยปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่น้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองอื่น ทั งนี อาจ
เนื่องมาจากเมื่อเวลาผ่านไปธาตุอาหารอาจถูกใช้ไปจนเหลือน้อยลง และส่งผลต่อสภาวะที่เหมาะสม
ในการเจริญของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดิบได้ โดยคาดว่าประชากรเด่นที่
น่าจะเข้ามามีบทบาทในการย่อยสลายน ้ามันดิบ คือสกุล Sporosarcina และ Bacillus ซึ่งอาจช่วย
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดังกล่าวข้างต้น นอกจากนี พบว่าการเติมธาตุอาหารส่งผลให้เกิด
การเปลี่ยนแปลงประชาคมของแบคทีเรียอย่างชัดเจน เมื่อเปรียบเทียบกับ ชุด B (Natural 
attenuation)  

การเติมสารกระจายน ้ามันเพื่อช่วยให้น ้ามันแตกตัวและส่งผลให้แบคทีเรียสามารถเข้าถึง
น ้ามันที่จะย่อยสลายได้ดีขึ น พบว่าประสิทธิภาพในการย่อยสลายที่ เกิดขึ นไม่คงที่  ทั งนี อาจ
เนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียในระหว่างการบ้าบัด จึงท้าให้บางช่วงของการ
ทดลองจะเห็นได้ว่ามีประสิทธิภาพการย่อยสลายที่ดีเช่นในวันที่ 60 อาจเนื่องมาจากการเพิ่มจ้านวน
ของแบคทีเรียสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบที่มีอยู่ในตัวอย่างดินซึ่งสามารมารถ
ทนต่อความเป็นพิษของสารกระจายน ้ามัน Slickgone NS type 2/3 ซึ่งเป็นสารชนิดเดียวกันกับที่ถูก
ใช้เพื่อช่วยก้าจัดคราบน ้ามันในเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลในทะเลจังหวัดระยองที่เกิดขึ น ดังนั นจึงอาจท้า
ให้แบคทีเรียสามารถทนต่อความเป็นพิษของสารกระจายน ้ามันและเกิดการย่อยสลายน ้ามันดิบได้
อย่างมีประสิทธิภาพ โดยคาดว่าประชากรเด่นที่น่าจะเข้ามามีบทบาทในการย่อยสลายน ้ามันดิบของ



 

 

96 

ชุดการทดลองนี คือแบคทีเรียสกุล Hyphomonas และสกุล Marinobacter ซึ่งเป็นแบคทีเรียเด่นใน
ชุด B (Natural attenuation) เช่นกัน รวมทั งในช่วงท้ายของการทดลองน่าจะเป็นบทบาทของ
แบคทีเรียสกุล Parvibaculum ที่เข้ามาช่วยในการย่อยสลายน ้ามันดิบ ซึ่งจากงานวิจัยของ Coulon 
และคณะ (2007) พบว่าสามารถตรวจพบแบคทีเรียสกุล Hyphomonas ได้ในระบบนิเวศจ้าลองที่
เติมน ้ามันดิบลงไปในน ้าทะเล และงานวิจัยของ  Li และคณะ (2016)  พบว่าสามารถคัดแยก 
Hyphomonas ได้จากตัวอย่างดินตะกอนและน ้าทะเลที่มาจากมหาสมุทรแปซิฟิก และงานวิจัยของ 
Kostka และคณะ (2011) พบว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรียสกุล Alcanivorax Marinobacter 
Pseudomonas และ Acinetobacter ได้จากดินทรายชายหาดที่ปนเปื้อนน ้ามัน และพบว่าจาก
เหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล Deepwater Horizon ได้ส่งผลต่อประชาคมแบคทีเรียบริเวณชายหาดโดย
พบว่ า  Gammaproteobacteria (Alcanivorax Marinobacter)  และ Alphaproteobacteria 
(Rhodobacteraceae) มีบทบาทส้าคัญในการย่อยสลายน ้ามันในบริเวณนี  นอกจากนี จากงานวิจัย
ของ Al-Jawasim และคณะ (2015) เมื่อทดสอบผลของการเติมน ้ามันดิบ การเติมสารกระจายน ้ามัน 
(Corexit 9500A) และการเติมทั งน ้ามันดิบและสารกระจายน ้ามันร่วมกันต่อประชาคมแบคทีเรียใน
ตะกอนดินน ้าเค็ม โดยใช้ระบบนิเวศจ้าลอง (microcosm) พบว่าการเติมน ้ามันดิบ การเติม Corexit 
9500A ท้าให้ประชาคมแบคทีเรียเปลี่ยนไปเล็กน้อยหลังจาก 7 วันของการบ่ม และพบว่าแบคทีเรีย
สกุล Chromobacterium สามารถเพิ่มจ้านวนขึ นในชุดทดลองที่เติม Corexit 9500A หลังจาก 7 วัน
ของการบ่ม ในขณะที่แบคทีเรียสกุล Pseudomonas Advenella Acidocella และ Dyella เพิ่ม
จ้านวนขึ นหลังจาก 30 วันของการบ่ม และพบว่าสกุล Parvibaculum เป็นประชากรเด่นในชุดที่เติม
น ้ามันดิบหลังจาก 30 วันของการบ่ม นอกจากนี ในชุดที่เติมทั งน ้ามันดิบและ Corexit 9500A ร่วมกัน 
พบว่าแบคทีเรียสกุล Rhodanobacter Dyella และ Frateuria เป็นประชากรเด่นหลังจาก 30 วัน
ของการบ่ม ดังนั นจึงมีความเป็นไปได้ที่แบคทีเรียทั ง 3 สกุล คือ Hyphomonas Marinobacter และ  
Parvibaculum จะมีบทบาทส้าคัญในการย่อยสลายน ้ามันดิบอย่างมีประสิทธิภาพ 

จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าการเลือกใช้เพียงวิธีใดวิธีหนึ่งต่างมี ข้อดีและข้อจ้ากัดที่
แตกต่างกัน ซึ่งการที่จะเลือกใช้วิธีใดควรเลือกให้มีความเหมาะสมต่อพื นที่ที่จะน้าไปใช้ในการบ้าบัด 
โดยพบว่าการเลือกใช้ทั ง 3 วิธีร่วมกัน คือ การเติมแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพ 
Exiguobacterium sp. AO-11 การปรับธาตุอาหารให้มีความเหมาะสม และการเติมสารกระจาย
น ้ามัน (dispersant) เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบที่ดีและรวดเร็วที่สุด ทั งนี อาจ
เนื่องจากทั ง 3 วิธีล้วนช่วยส่งเสริมกัน ซึ่งอาจถือเป็นแนวทางต้นแบบเพื่อน้าไปปรับใช้ในการบ้าบัดดิน
ทรายที่ได้รับการปนเปื้อนน ้ามันดิบในพื นที่จริงต่อไป 
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บทสรุป 
 
จากงานวิจัยนี ที่สามารถคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ Exiguobacterium sp. AO-11 ที่

มีประสิทธิภาพสูงในการย่อยสลายน ้ามันดิบจากตัวอย่างดินตะกอนบริเวณอ่าวพร้าว เกาะเสม็ด 
จังหวัดระยอง โดยสามารถย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ในอาหารเลี ยงเชื อเหลว 
Nutrient Seawater (NSW) ได้สูงถึงประมาณ 90% ในระยะเวลา 10 วัน และสามารถตรวจพบยีนที่
เกี่ยวข้องในการย่อยสลายน ้ามันดิบ รวมทั งการมีสมบัติความไม่ชอบน ้าของเซลล์ ซึ่งสมบัติเหล่านี ล้วน
ช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพการย่อยสลายที่เกิดขึ น และเมื่อทดสอบประสิทธิภาพการบ้าบัดดินทราย
ปนเปื้อนน ้ามันดิบก็พบว่าน่าจะเป็นตัวที่เข้ามามีบทบาทในการย่อยสลายอัลเคนสายยาวและอัลเคน
สายกลาง ซึ่งช่วยส่งเสริมให้แบคทีเรียสายพันธุ์อื่นสามารถย่อยสลายอัลเคนที่เป็นองค์ประกอบหลัก
ของน ้ามันดิบได้ดียิ่งขึ น ถึงแม้ว่า Exiguobacterium sp. AO-11 ที่เติมลงไปในระบบไม่ได้คงอยู่
ตลอดการทดลอง ซึ่งอาจถือเป็นข้อดีอย่างหนึ่งเนื่องจากการมีอยู่ของแบคทีเรียที่เติมลงไป อาจส่งผล
กระทบหรือเปลี่ยนแปลงสัดส่วนของประชาคมของแบคทีเรียประจ้าถิ่นได้ ดังนั น Exiguobacterium 
sp. AO-11 จึงอาจเป็นตัวหนึ่งที่ช่วยส่งเสริมและกระตุ้นให้แบคทีเรียสายพันธุ์อื่นสามารถย่อยสลาย
น ้ามันดิบได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังนั นแบคทีเรียสายพันธุ์นี จึงเป็นที่น่าสนใจในการน้าไปพัฒนาต่อ
ยอดเป็นนวัตกรรมพร้อมใช้เพื่อการบ้าบัดดินทรายที่ได้รับการปนเปื้อนน ้ามันดิบในพื นที่ต่างๆ ต่อไป 
 
ข้อเสนอแนะ 

เนื่องจากอัตราการอยู่รอดของแบคทีเรียสายพันธุ์นี ในระบบยังคงต้่าอยู่ จึงอาจมีการวิจัยและ
ทดลองเพื่อให้แบคทีเรียสายพันธุ์นี สามารถคงอยู่ในระบบได้นานยิ่งขึ น และท้างานได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ เช่นการใช้ในรูปแบบของเซลล์ตรึง เพื่ อลดความเป็นพิษของน ้ามันดิบที่เซลล์ของ
แบคทีเรียจะได้รับลง เป็นต้น รวมทั งการทดสอบประสิทธิภาพในสภาวะที่หลากหลายต่างๆ ซึ่งอาจ
ส่งผลต่อการย่อยสลายและการอยู่รอดของแบคทีเรียสายพันธุ์นี  เช่น อุณหภูมิ ความเค็ม และ pH 
เป็นต้น เพื่อประโยชน์ในการน้าไปใช้เพื่อบ้าบัดพื นที่ปนเปื้อนจริงต่อไป นอกจากนี จากงานวิจัยของ 
Tambekar และคณะ (2013) ที่พบว่า Exiguobacterium sp. AMS1 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพได้ดีที่สุดในน ้ามันมะพร้าว จึงอาจมีการศึกษาแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เบื องต้นเพิ่มเติมโดยใช้สารอื่นเป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอนเพื่อให้มีความเหมาะสมและ
ส่งเสริมให้แบคทีเรียสายพันธุ์นี สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดียิ่งขึ นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพใน
การย่อยสลายที่เกิดขึ น  
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ภาคผนวก ก สูตรและวิธกีารเตรียมอาหารเลี ยงเชื อ 

อาหารเลี ยงเชื อ Nutrient Seawater (NSW)  
 แอมโมเนียยมไนเตรต (NH4NO3)     1 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.02 กรัม 
 เฟอริคซิเตรต (Ferric citrate)      0.02 กรัม 
 ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)     0.5 กรัม 
 น ้าทะเล        200 มิลลิลิตร 
 น ้ากลั่น        800 มิลลิลิตร 
 ละลายสารทั งหมดในน ้ากลั่น ปริมาตร 800 มิลลิลิตร และเติมน ้าทะเล 200 มิลลิลิตร ปรับ
ความเป็นกรด-ด่างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 5 โมลาร์ จนมีค่าเท่ากับ 7 น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วย
ความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
อาหารเลี ยงเชื อ Luria-Bertani (LB) 

ทริปโตน (Tryptone)        10  กรัม 
ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)       5  กรัม 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)        5  กรัม 
ละลายสารทั งหมดในน ้ากลั่น ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 5         

โมลาร์ จนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดัน
ไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที อาหารเลี ยงเชื อแข็ง เตรียม
โดยละลายผงวุ้น 15 กรัม ในอาหารเหลว 1,000 มิลลิลิตร ก่อนน้าไปนึ่งฆ่าเชื อ 
 
อาหารเลี ยงเชื อ Luria-Bertani เจือจาง 4 เท่า (0.25X LB) 

ผสมอาหารเหลว LB ปริมาตร 250 มิลลิลิตร และน ้ากลั่น ปริมาตร 750 มิลลิลิตร น้าไปนึ่ง
ฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี ยงเชื อ Luria-Bertani เจือจาง 10 เท่า (0.1X LB) 

ผสมอาหารเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และน ้ากลั่น ปริมาตร 900 มิลลิลิตร น้าไปนึ่ง
ฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข สตูรและวธิีการเตรียมสารเคมี 

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 5 โมลาร ์
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)      20     กรัม 
น ้าปลอดประจุ        100 มิลลิลิตร 
ละลายสารในน ้าปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิดการ

ละลายสมบูรณ์ รอให้เย็นลง แล้วปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร  
 
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       8.5     กรัม 
น ้ากลั่น         1,000  มิลลิลิตร 
ละลายสารในน ้ากลั่น น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS)      10  กรัม 
น ้าปลอดประจุปราศจากเชื อ      100  มิลลิลิตร 

 
สารละลาย Tris เข้มข้น 1 โมลาร์ pH 8.0 

Tris (tris[hydroxymethyl]aminomethane)    12.11  กรัม 
น ้าปลอดประจุ        100  มิลลิลิตร 
ละลายสารในน้าปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิดการ

ละลายสมบูรณ์ ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริคจนมีค่าเท่ากับ 8 และปรับปริมาตร 
สุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร นาไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 121           
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
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สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0 
EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt)  16.81  กรัม 
น ้าปลอดประจุ        100  มิลลิลิตร 
ละลายสารในน ้าปลอดประจุ 50 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก ปรับความเป็น

กรด-ด่างด้วยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์ จนมีค่าเท่ากับ 8 กวนจนสารเกิดการละลายสมบูรณ์ และปรับ
ปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร นาไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว 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 
น ้าปลอดประจุ        98.8  มิลลิลิตร 
ผสมสารทั งหมดเข้าด้วยกัน น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
สารละลายไลโซไซม์ เข้มข้น 60 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

ไลโซไซม์ (lysozyme)       60  มิลลิกรัม 
สารละลาย TE        1  มิลลิลิตร 

 
สารละลายโปรตีนเนสเค เข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

โปรตีนเนสเค (proteinase K)      10  มิลลิกรัม 
น ้าปลอดประจุปราศจากเชื อ      1  มิลลิลิตร 

 
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ เข้มข้น 5 โมลาร์ 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       29.22  กรัม 
น ้าปลอดประจุ        100  มิลลิลิตร 
ละลายสารในน้าปลอดประจุ นาไปนึง่ฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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สารละลายเซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ในโซเดียมคลอไรด์ (CTAB/NaCl) 
เซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (CTAB)    10  กรัม 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       4.1  กรัม 
น ้าปลอดประจุ        100 มิลลิลิตร 
ละลายโซเดียมคลอไรด์ในน ้าปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก ให้

ความร้อนพออุ่น แล้วค่อยๆละลาย CTAB ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร นาไปนึ่งฆ่าเชื อ
ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
ฟีนอล:คลอโรฟอร์ม อัตราส่วน 1:1 

ฟีนอล         50  มิลลิลิตร 
คลอโรฟอร์ม        50  มิลลิลิตร 

 
เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ 

เอทานอล 99 เปอร์เซ็นต์       70 มิลลิลิตร 
น ้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 
น ้าปลอดประจุ        1,000  มิลลิลิตร 
ละลาย Tris ในน ้าปลอดประจุ 600 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิด

การละลายสมบูรณ์ เติมกรดอะซิติกและสารละลาย EDTA ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
บัฟเฟอร์ Tris-acetate-EDTA เข้มข้น 1 เท่า (1X TAE) 

บัฟเฟอร์ 50X TAE       20  มิลลิลิตร 
น ้ากลั่น         980  มิลลิลิตร 
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สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร 
เอธิเดียมโบรไมด์ เข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร    10  ไมโครลิตร 
น ้ากลั่น         200  มิลลิลิตร 

 

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 
น ้ากลั่น         1,000  มิลลิลิตร 
ละลายสารในน ้ากลั่น น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.2 โมลาร์ pH 8.0 

สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0    400 ไมโครลิตร 
น ้าปลอดประจุปราศจากเชื อ      600  มิลลิลิตร 

 
สารละลายไอโอโดไนโตรเตตระโซเลียมคลอไรด์ (INT) เข้มข้น 15 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

INT (iodonitrotetrazolium chloride)     150  มิลลิกรัม 
ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (dimethyl sulfoxide; DMSO)   10  มิลลิลิตร 
ละลายสารในไดเมทิลซัลฟอกไซด์จนสมบูรณ์ ก้าจัดเชื อโดยกรองสารละลายผ่านชุดกรอง 

ส้าเร็จรูปพอลิเตตระฟลูออโรเอทิลีน (PTFE) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส
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ภาคผนวก ค ข้อมูลดบิตา่งๆ ในการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

ตารางที่ ค-1 ประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ของกลุ่มแบคทีเรีย    

                 ทั ง 12 กลุ่ม ภายหลังการเพิ่มจ้านวนโดยวิธีเอนริชเมนท์ และใช้หัวเชื อแบคทีเรียเริ่มต้น 

                 ประมาณ 7 log CFU/มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 2 วัน และทดสอบ 

                 ประสิทธิภาพโดย GC-FID 

กลุ่มแบคทีเรีย การย่อยสลายน  ามันดิบในวนัที่ 2 (%) 
CT1-W1 50.27±6.59 
CT1-M1 41.46±1.63 
CT2-W1 54.03±0.61 
CT2-M1 17.11±0.00 
CR1-W1 85.29±4.97 
CR1-M1 44.36±3.72 
CR2-W1 73.83±1.09 
CR2-M1 45.67±5.11 
OSB-W1 38.00±1.14 
OSB-M1 60.11±6.42 
OS2-W1 81.86±6.26 
OS2-M1 69.79±0.18 

 
ตารางที่ ค-2 ประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดิบของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ทั ง 6 สายพันธ์ุ โดย 
                 ใชห้ัวเชื อแบคทีเรียเริ่มต้นประมาณ 7 log CFU/มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็น 
                 ระยะเวลา 10 วัน และทดสอบประสิทธิภาพโดย GC-FID 

สายพันธุ์แบคทีเรีย การย่อยสลายน  ามันดิบในวนัที่ 2 (%) 
Pseudomonas aeruginosa AO-08 75.72±3.94 
Ochrobactrum anthropi AO-09 48.85±4.79 

Exiguobacterium sp. AO-11 91.60±1.20 
Bacillus thuringiensis AO-12 21.12±6.93 

Pseudomonas composti AO-14 67.20±6.23 
Pseudomonas putida AO-15 39.55±0.13 
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ล าดับนิวคลิโอไทด์ของแบคทีเรียสายพนัธุ์บรสิุทธิ์ที่คัดแยกได้ทั ง 6 สายพันธุ์ 
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ AO-08 
GCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT
AGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTG
AGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGT
TGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACAC
TGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGC
GAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGT
TGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGC
TAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC
ATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGG
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGA
CTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGA
TGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGG
CACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGG
CCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAG
GTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAG
TCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAAT 
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แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ AO-09 
CTTGCGGTTAGCACAGCGCCTTCGGGTAAAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACA
AGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGC
ACTCGAGTTGCAGAGTGCAATCCGAACTGAGATGGCTTTTGGAGATTAGCTCACACTCGCGTGC
TCGCTGCCCACTGTCACCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGCCCGTAAGGGCCATGAGGAC
TTGACGTCATCCCCACCTTCCTCTCGGCTTATCACCGGCAGTCCCCTTAGAGTGCCCAACTAAA
TGCTGGCAACTAAGGGCGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTATCCGGTCCAGCCGAACTGAAAGACACATCTCTGTGTC
CGCGACCGGTATGTCAAGGGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCC
ACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCG
GAATGTTTAATGCGTTAGCTGCGCCACCGAAGAGTAAACTCCCCAACGGCTAACATTCATCGTT
TACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCCACCTCAGCGTCAG
TAATGGTCCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTA
CACTCGGAATTCCACTCACCTCTACCATACTCAAGACTTCCAGTATCAAAGGCAGTTCCGGGGT
TGAGCCCCGGGATTTCACCCCTGACTTAAAAGTCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAAATC
CGAACAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGGGCTTCTTC
TCCGGTTACCGTCATTATCTTCACCGGTGAAAGAGCTTTACAACCCTAGGGCCTTCATCACTCA
CGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGG
AGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTATGGATCGTCG
CCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCTAATCCAACGCGGGCCGATCCTTTGCCGATAAAT
CTTTCCCCCGAAGGGCACATACGGTATTAGCACAAGTTTCCCTGAGTTATTCCGTAGCAAAAGG
TACGTTCCCACGCGTTACTCACCCGTCTGCCGCT 
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แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ AO-11 
TCGGCCTCCGCGGGTAAAAAAGGAAATTAGTGAAACAATTTAAAGGTTTTTTATTTGCTTCAAC
CCCGTCCCCCTTCCCCCCCCCGCCCTTTCTGGGGGGTTCTTGCCGCCCCCCCCCCCCCGAGGCC
CCACGATCCCCCCCCCCCCCCCTCGGGGGGGGGGGGCTGGGTCCCTCGCCCCCCTCCCCCCCC
CCCTCCCCTTCTCTCTCCCGCCCGGGGGGGGGCCGGGGGGGGGGCCTTACTCTATTGTCCGAG
TAAAAAAGAATAGGGGGAGTTGCCCGCCCCCCCGCGGGGGGGAAAGAAACACTCCTCTCTTCC
CAACAACCTGTTTCCTGCAGAGCCACCCCCCCCCCCCTCGGTCACTCTTTTCTTCCCCTAGGGG
GACCGTTTTTTTCTATCCCCGCCGCCCGGGGGGATGTCCTACAGAGTCCCATGTTTTTTTATGT
GTGGTTGAAAAAATATCCCCCCCTTCACCCCCCCCCTTTTTTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTCGTTCAAACGACCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCAGGAAACTGACGGA
ACTCTTCGGAGGGAAGGCAGTGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAAGGAACCTGC
CTCAAGGATTGGGATAACTCCGAGAAATCGGAGCTAATACCGGATAGTTCAACGGACCGCATGG
TCCGCTGATGAAAGGCGCTCCGGCGTCACCTTGAGATGGCCTTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGT
GGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG
GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAA
AGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGG
GAAGAACACGTACGAGAGGAAATGCTCGTACCTTGACGGTACCTTACGAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGCGCGCAGGCGGCCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGCCATT
GGAAACTGGAAGGCTTGAGTACAGAAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AGGTGTTGGGGGGTTTCCGCCCCTCAGTGCTGAAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG
TACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAAT 
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แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ AO-12 
TGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCA
TGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTG
TTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGG
GTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGA
GGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTA
GAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTT
GGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCA
TGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCG
AGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGA
AGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGT 
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แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ AO-14 
AGACTAGCTACTTCTGGAGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGG
GAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGT
TGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAAC
CCTTTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGT
CATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCTGG
TAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAGCCATGCAGCACCTGTGTCTGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCA
GCATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTG
TGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCCAAGGCGCGTACTCCCCAGGCGGTCA
ACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTGACATCGATTAC
GCCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTA
TCAGTCCAGGTAGTCGCCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTAC
ACAGGAAATTCCACTACCCTCTACCGTACTCTAGCTCGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTT
GAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCC
GATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCT
GTCGGTAACGTCAAAATTGCAGAGTATTAATCTACAACCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTAC
AATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATAT
TCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCT
CTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCCGACCT
AGGCTCATCTAATGGCGCGAGGTCCGAAGATCCCCCGCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTAT
TAGCGTCCGTTTCCGAACGTTATCCCCCACCACTAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTC
CGCCGCTCTCAAGAGAAGCAAGCTCCTCTCTACCGCTCGACTT
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แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ AO-15 
CGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTG
GCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTT
GACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGT
GCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAG
CTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGT
TCTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCATGCGGCGGCGTACTCCCCAGGCGG
TCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTGACATCGAT
TACCGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTC
AGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGC
TACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAG
GTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAAT
TCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTAT
TCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTT
TACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAA
TATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCAT
CCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATCCGA
CCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGG
TATTAGCGTTCCTTTCGAAACGTTGTCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCC
GTCCGCCGCTGAATCAAGGAGCAA
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รูปที ่ค-1  กราฟมาตรฐานของน ้ามันดิบในช่วงความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ถึง  
   8,000 มิลลิกรัม/ลิตร วิเคราะห์โดย GC-FID (OILSTD Method) 

 

ความเข้มข้นของน  ามันดิบ (mg/L) 

y = 2.3615x - 1643.9
R² = 0.992
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รูปที ่ค-2 โครมาโทแกรมของชุดควบคุมคือชุดที่ใช้อาหารเลี ยงเชื อ Nutrient Seawater (NSW) และ    
            เติมน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) วนัที ่0 และวิเคราะห์โดย GC-FID (OILSTD     
            method)  
 
 

 
รูปที ่ค-3 โครมาโทแกรมของชุดควบคุมคือชุดที่ใช้อาหารเลี ยงเชื อ Nutrient Seawater (NSW) และ 
            เติมน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) วันที่ 2 และวิเคราะห์โดย GC-FID (OILSTD  
            method)  
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           (ก)                             (ข) 

    
                 (ค)                             (ง) 

    
     (จ)           (ฉ)   

 

   
                          (ซ)           (ช) 
รูปที ่ค-4 โครมาโทแกรมของชุดทดลองในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร)          
             วันที่ 2 และวิเคราะห์โดย GC-FID (OILSTD method) (ก: CT1-W1 ข: CT1-M1  
             ค: CT2-W1 ง: CT2-M1 จ: CR1-W1 ฉ: CR1-M1 ช: CR2-W1 ซ: CR2-M1)  
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                          (ฌ)           (ญ) 
 
 

  
     (ฎ)           (ฏ) 

 
รูปที ่ค-4 โครมาโทแกรมของชุดทดลองในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร)  
             วันที่ 2 และวิเคราะห์โดย GC-FID (OILSTD method) (ต่อ) (ฌ: OSB-W1 ญ: OSB-M1  
             ฎ: OS2-W1 ฏ: OS2M1) 
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            (ก)                                                         (ข)  

     
            (ค)                            (ง)                                   
    

 
     (จ)                  (ฉ) 
 

รูปที ่ค-5 โครมาโทแกรมของการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสายพันธ์ุบริสุทธิ์ทั ง 6 สายพันธ์ุ 
             ในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) เป็นระยะเวลา 10 วัน และ 
             วิเคราะห์โดย GC-FID (OILSTD method) (ก: ชุดควบคุมวันที่ 0 ข: ชุดควบคุมวันที่ 10  
             ค: Pseudomonas aeruginosa AO-08 ง: Ochrobactrum anthropic AO-09  
             จ: Exiguobacterium sp. AO-11 ฉ: Bacillus thuringiensis AO-12 
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                        (ช)                                                          (ซ) 
 
รูปที ่ค-5 โครมาโทแกรมของการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสายพันธ์ุบริสุทธิ์ทั ง 6 สายพันธ์ุ 
             ในการย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) เป็นระยะเวลา 10 วัน และ 
             วิเคราะห์โดย GC-FID (OILSTD method)  (ต่อ) (ช: Pseudomonas composti AO-14  
             ซ: Pseudomonas putida AO-15)  
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ภาคผนวก ง ข้อมูลดบิตา่งๆ ในการทดสอบประสิทธิภาพการบ าบัดดินทรายปนเปื้อน

น  ามันดิบ 

 
 
 
 

รูปที่ ง-1  กราฟมาตรฐานของน ้ามันดิบในช่วงความเข้มข้น 20,000 มิลลิกรัม/ลิตร ถึง  
   100,000 มิลลิกรัม/ลิตร วเิคราะห์โดย GC-FID (OILSTD Method) 

 

y = 39.935x - 426910
R² = 0.9958
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                          (ก)                     (ข) 

 
                          (ค)                                                           (ง) 

 
                          (จ)                                                           (ฉ) 
 
รูปที ่ง-2 โครมาโทแกรมของการทดสอบประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินทรายปนเปื้อนน ้ามันดิบ 6 ชุด 
            การทดลองและวิเคราะห์โดย GC-FID (OILSTD method) (ก: ชุด A: Abiotic control  
            ข: ชุด B: Natural attenuation ค: ชุด C: Bioaugmentation ง: ชุด D: Biostimulation  
            จ: ชุด E: Dispersant ฉ: F: Bioaugmentation + Biostimulation + Dispersant)  
            วันที่ 0 
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                          (ก)                     (ข) 

 
     (ค)                                                             (ง) 
 

 
                        (จ)                                  (ฉ) 
 
รูปที ่ง-3 โครมาโทแกรมของการทดสอบประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินทรายปนเปื้อนน ้ามันดิบ 6 ชุด 
            การทดลองและวิเคราะห์โดย GC-FID (OILSTD method) (ก: ชุด A: Abiotic control 
            ข: ชุด B: Natural attenuation ค: ชุด C: Bioaugmentation ง: ชุด D: Biostimulation  
            จ: ชุด E: Dispersant ฉ: F: Bioaugmentation + Biostimulation + Dispersant)  
            วันที่ 20 
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                        (ก)                                  (ข) 

 
                        (ค)                                  (ง) 

 
                        (จ)                                  (ฉ) 
 
รูปที ่ง-4 โครมาโทแกรมของการทดสอบประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินทรายปนเปื้อนน ้ามันดิบ 6 ชุด 
            การทดลองและวิเคราะห์โดย GC-FID (OILSTD method) (ก: ชุด A: Abiotic control 
            ข: ชุด B: Natural attenuation ค: ชุด C: Bioaugmentation ง: ชุด D: Biostimulation  
            จ: ชุด E: Dispersant ฉ: F: Bioaugmentation + Biostimulation + Dispersant)  
            วันที่ 40 
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                        (ก)                                  (ข) 
 

 
                        (ค)                                  (ง) 
 

 
                        (จ)                                  (ฉ) 
 
รูปที ่ง-5 โครมาโทแกรมของการทดสอบประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินทรายปนเปื้อนน ้ามันดิบ 6 ชุด 
            การทดลองและวิเคราะห์โดย GC-FID (OILSTD method) (ก: ชุด A: Abiotic control 
            ข: ชุด B: Natural attenuation ค: ชุด C: Bioaugmentation ง: ชุด D: Biostimulation  
            จ: ชุด E: Dispersant ฉ: F: Bioaugmentation + Biostimulation + Dispersant)  
            วันที่ 60 
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                        (ก)                                  (ข) 

 
                        (ค)                                  (ง) 
 
 

 
                        (จ)                                  (ฉ) 
 
รูปที ่ง-6 โครมาโทแกรมของการทดสอบประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินทรายปนเปื้อนน ้ามันดิบ 6 ชุด 
            การทดลองและวิเคราะห์โดย GC-FID (OILSTD method) (ก: ชุด A: Abiotic control 
            ข: ชุด B: Natural attenuation ค: ชุดC: Bioaugmentation ง: ชุด D: Biostimulation              
            จ: ชุด E: Dispersant ฉ: F: Bioaugmentation + Biostimulation + Dispersant)  
            วันที่ 80 
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                        (ก)                                  (ข) 

 
                        (ค)                                  (ง) 
 

 
                        (จ)                                  (ฉ) 
 
รูปที ่ง-7 โครมาโทแกรมของการทดสอบประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินทรายปนเปื้อนน ้ามันดิบ 6 ชุด 
            การทดลองและวิเคราะห์โดย GC-FID (OILSTD method) (ก: ชุด A: Abiotic control 
            ข: ชุด B: Natural attenuation ค: ชุดC: Bioaugmentation ง: ชุด D: Biostimulation         
            จ: ชุด E: Dispersant ฉ: F: Bioaugmentation + Biostimulation + Dispersant)  
            วันที่ 100 
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Scheffe 

      * หมายเหตุ: ระดับนัยส้าคัญ 0.05 
ตารางที่ ง-1 การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ระหว่างทุกชุดการทดลองในวันที่ 20 โดยใช้โปรแกรม SPSS 

(I) Treatment (J) Treatment 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

A B 23.18837* 2.15891 .001 13.0767 33.3000 

C 23.04837* 2.15891 .001 12.9367 33.1600 

D 21.93837* 2.15891 .001 11.8267 32.0500 

E 19.63337* 2.15891 .002 9.5217 29.7450 

F 21.91352* 2.15891 .001 11.8019 32.0252 

B A -23.18837* 2.15891 .001 -33.3000 -13.0767 

C -.14000 2.15891 1.000 -10.2516 9.9716 

D -1.25000 2.15891 .995 -11.3616 8.8616 

E -3.55500 2.15891 .741 -13.6666 6.5566 

F -1.27485 2.15891 .995 -11.3865 8.8368 

C A -23.04837* 2.15891 .001 -33.1600 -12.9367 

B .14000 2.15891 1.000 -9.9716 10.2516 

D -1.11000 2.15891 .997 -11.2216 9.0016 

E -3.41500 2.15891 .768 -13.5266 6.6966 

F -1.13485 2.15891 .997 -11.2465 8.9768 

D A -21.93837* 2.15891 .001 -32.0500 -11.8267 

B 1.25000 2.15891 .995 -8.8616 11.3616 

C 1.11000 2.15891 .997 -9.0016 11.2216 

E -2.30500 2.15891 .937 -12.4166 7.8066 

F -.02485 2.15891 1.000 -10.1365 10.0868 

E A -19.63337* 2.15891 .002 -29.7450 -9.5217 

B 3.55500 2.15891 .741 -6.5566 13.6666 

C 3.41500 2.15891 .768 -6.6966 13.5266 

D 2.30500 2.15891 .937 -7.8066 12.4166 

F 2.28015 2.15891 .939 -7.8315 12.3918 

F A -21.91352* 2.15891 .001 -32.0252 -11.8019 

B 1.27485 2.15891 .995 -8.8368 11.3865 

C 1.13485 2.15891 .997 -8.9768 11.2465 

D .02485 2.15891 1.000 -10.0868 10.1365 

E -2.28015 2.15891 .939 -12.3918 7.8315 



 

 

138 

Scheffe 

     * หมายเหตุ: ระดับนัยส้าคัญ 0.05 
ตารางที่ ง-2 การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ระหว่างทุกชุดการทดลองในวันที่ 40 โดยใช้โปรแกรม SPSS 

 

 

(I) Treatment (J) Treatment 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

A B 20.46223 6.24646 .190 -8.7942 49.7186 

C 18.75238 6.24646 .247 -10.5040 48.0088 

D 29.37781* 6.24646 .049 .1214 58.6342 

E 21.03517 6.24646 .174 -8.2212 50.2916 

F 34.10358* 6.24646 .025 4.8472 63.3600 

B A -20.46223 6.24646 .190 -49.7186 8.7942 

C -1.70984 6.24646 1.000 -30.9663 27.5466 

D 8.91558 6.24646 .828 -20.3408 38.1720 

E .57294 6.24646 1.000 -28.6835 29.8294 

F 13.64135 6.24646 .510 -15.6151 42.8978 

C A -18.75238 6.24646 .247 -48.0088 10.5040 

B 1.70984 6.24646 1.000 -27.5466 30.9663 

D 10.62543 6.24646 .718 -18.6310 39.8818 

E 2.28279 6.24646 .999 -26.9736 31.5392 

F 15.35119 6.24646 .406 -13.9052 44.6076 

D A -29.37781* 6.24646 .049 -58.6342 -.1214 

B -8.91558 6.24646 .828 -38.1720 20.3408 

C -10.62543 6.24646 .718 -39.8818 18.6310 

E -8.34264 6.24646 .861 -37.5991 20.9138 

F 4.72577 6.24646 .984 -24.5307 33.9822 

E A -21.03517 6.24646 .174 -50.2916 8.2212 

B -.57294 6.24646 1.000 -29.8294 28.6835 

C -2.28279 6.24646 .999 -31.5392 26.9736 

D 8.34264 6.24646 .861 -20.9138 37.5991 

F 13.06841 6.24646 .548 -16.1880 42.3248 

F A -34.10358* 6.24646 .025 -63.3600 -4.8472 

B -13.64135 6.24646 .510 -42.8978 15.6151 

C -15.35119 6.24646 .406 -44.6076 13.9052 

D -4.72577 6.24646 .984 -33.9822 24.5307 

E -13.06841 6.24646 .548 -42.3248 16.1880 
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Scheffe 

       * หมายเหตุ: ระดับนัยส้าคัญ 0.05 

ตารางที่ ง-3 การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ระหว่างทุกชุดการทดลองในวันที่ 60 โดยใช้โปรแกรม SPSS 
 

(I) Treatment (J) Treatment 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

A B 13.17199 5.54202 .435 -12.7851 39.1291 

C 19.40167 5.54202 .153 -6.5554 45.3587 

D 31.61188* 5.54202 .021 5.6548 57.5689 

E 36.60540* 5.54202 .010 10.6483 62.5625 

F 31.91615* 5.54202 .020 5.9591 57.8732 

B A -13.17199 5.54202 .435 -39.1291 12.7851 

C 6.22968 5.54202 .924 -19.7274 32.1867 

D 18.43989 5.54202 .181 -7.5172 44.3970 

E 23.43341 5.54202 .076 -2.5237 49.3905 

F 18.74416 5.54202 .171 -7.2129 44.7012 

C A -19.40167 5.54202 .153 -45.3587 6.5554 

B -6.22968 5.54202 .924 -32.1867 19.7274 

D 12.21021 5.54202 .503 -13.7469 38.1673 

E 17.20373 5.54202 .224 -8.7533 43.1608 

F 12.51448 5.54202 .481 -13.4426 38.4715 

D A -31.61188* 5.54202 .021 -57.5689 -5.6548 

B -18.43989 5.54202 .181 -44.3970 7.5172 

C -12.21021 5.54202 .503 -38.1673 13.7469 

E 4.99352 5.54202 .968 -20.9635 30.9506 

F .30427 5.54202 1.000 -25.6528 26.2613 

E A -36.60540* 5.54202 .010 -62.5625 -10.6483 

B -23.43341 5.54202 .076 -49.3905 2.5237 

C -17.20373 5.54202 .224 -43.1608 8.7533 

D -4.99352 5.54202 .968 -30.9506 20.9635 

F -4.68925 5.54202 .975 -30.6463 21.2678 

F A -31.91615* 5.54202 .020 -57.8732 -5.9591 

B -18.74416 5.54202 .171 -44.7012 7.2129 

C -12.51448 5.54202 .481 -38.4715 13.4426 

D -.30427 5.54202 1.000 -26.2613 25.6528 

E 4.68925 5.54202 .975 -21.2678 30.6463 
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Scheffe 

      * หมายเหตุ: ระดับนัยส้าคัญ 0.05 
ตารางที่ ง-4 การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ระหว่างทุกชุดการทดลองในวันที่ 80 โดยใช้โปรแกรม SPSS 

 

(I) Treatment (J) Treatment 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

A B 21.39946 10.77527 .594 -29.0685 71.8674 

C 36.22733 10.77527 .175 -14.2406 86.6953 

D 23.86834 10.77527 .498 -26.5996 74.3363 

E 30.68489 10.77527 .285 -19.7830 81.1528 

F 41.33958 10.77527 .111 -9.1284 91.8075 

B A -21.39946 10.77527 .594 -71.8674 29.0685 

C 14.82787 10.77527 .847 -35.6401 65.2958 

D 2.46889 10.77527 1.000 -47.9990 52.9368 

E 9.28543 10.77527 .973 -41.1825 59.7534 

F 19.94012 10.77527 .653 -30.5278 70.4080 

C A -36.22733 10.77527 .175 -86.6953 14.2406 

B -14.82787 10.77527 .847 -65.2958 35.6401 

D -12.35899 10.77527 .918 -62.8269 38.1089 

E -5.54244 10.77527 .997 -56.0104 44.9255 

F 5.11225 10.77527 .998 -45.3557 55.5802 

D A -23.86834 10.77527 .498 -74.3363 26.5996 

B -2.46889 10.77527 1.000 -52.9368 47.9990 

C 12.35899 10.77527 .918 -38.1089 62.8269 

E 6.81654 10.77527 .993 -43.6514 57.2845 

F 17.47123 10.77527 .751 -32.9967 67.9392 

E A -30.68489 10.77527 .285 -81.1528 19.7830 

B -9.28543 10.77527 .973 -59.7534 41.1825 

C 5.54244 10.77527 .997 -44.9255 56.0104 

D -6.81654 10.77527 .993 -57.2845 43.6514 

F 10.65469 10.77527 .953 -39.8132 61.1226 

F A -41.33958 10.77527 .111 -91.8075 9.1284 

B -19.94012 10.77527 .653 -70.4080 30.5278 

C -5.11225 10.77527 .998 -55.5802 45.3557 

D -17.47123 10.77527 .751 -67.9392 32.9967 

E -10.65469 10.77527 .953 -61.1226 39.8132 
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Scheffe 

     * หมายเหตุ: ระดับนัยส้าคัญ 0.05 
ตารางที่ ง-5 การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของปริมาณน ้ามันดิบที่เหลืออยู่ระหว่างทุกชุดการทดลองในวันที่ 100 โดยใช้โปรแกรม SPSS 

 

 

(I) Treatment (J) Treatment 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

A B 20.20764 12.64032 .761 -38.9956 79.4109 

C 39.59917 12.64032 .218 -19.6041 98.8024 

D 20.43734 12.64032 .753 -38.7659 79.6406 

E 37.04319 12.64032 .264 -22.1601 96.2464 

F 41.75738 12.64032 .185 -17.4459 100.9606 

B A -20.20764 12.64032 .761 -79.4109 38.9956 

C 19.39153 12.64032 .787 -39.8117 78.5948 

D .22970 12.64032 1.000 -58.9735 59.4330 

E 16.83555 12.64032 .862 -42.3677 76.0388 

F 21.54974 12.64032 .716 -37.6535 80.7530 

C A -39.59917 12.64032 .218 -98.8024 19.6041 

B -19.39153 12.64032 .787 -78.5948 39.8117 

D -19.16183 12.64032 .794 -78.3651 40.0414 

E -2.55599 12.64032 1.000 -61.7592 56.6473 

F 2.15820 12.64032 1.000 -57.0450 61.3615 

D A -20.43734 12.64032 .753 -79.6406 38.7659 

B -.22970 12.64032 1.000 -59.4330 58.9735 

C 19.16183 12.64032 .794 -40.0414 78.3651 

E 16.60584 12.64032 .868 -42.5974 75.8091 

F 21.32003 12.64032 .724 -37.8832 80.5233 

E A -37.04319 12.64032 .264 -96.2464 22.1601 

B -16.83555 12.64032 .862 -76.0388 42.3677 

C 2.55599 12.64032 1.000 -56.6473 61.7592 

D -16.60584 12.64032 .868 -75.8091 42.5974 

F 4.71419 12.64032 .999 -54.4891 63.9174 

F A -41.75738 12.64032 .185 -100.9606 17.4459 

B -21.54974 12.64032 .716 -80.7530 37.6535 

C -2.15820 12.64032 1.000 -61.3615 57.0450 

D -21.32003 12.64032 .724 -80.5233 37.8832 

E -4.71419 12.64032 .999 -63.9174 54.4891 
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ภาคผนวก จ  ผลวิเคราะห์ตัวอย่างดินเบื องต้นโดย GC-FID 

                                  
    (ก)                                                  (ข)          
 

 
                        (ค)                                                      (ง) 
      

 
                                   (จ)                                                    (ฉ) 
                                            
รูปที่ จ-1 โครมาโทแกรมของวิเคราะห์ตัวอย่างดินเบื องต้นโดย GC-FID (OILSTD method)                
            (ก: CT1-W1 ข: CT1-M1 ค: CT2-W1 ง: CT2-M1 จ: CR1-W1 ฉ: CR1-M1) 
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                              (ช)                                                       (ซ) 
 

                            
                              (ฌ)          (ญ)  
        

  
                              (ฎ)          (ฏ)   
 
 
รูปที ่จ-2 โครมาโทแกรมของวิเคราะห์ตัวอย่างดินเบื องต้นโดย GC-FID (OILSTD method) (ต่อ)                 
            (ช: CR2-W1 ซ: CR2-M1 ฌ: OSB-W1 ญ: OSB-M1 ฎ: OS2-W1 ฏ: OS2M1) 
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ภาคผนวก ฉ รูปเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

ผลการตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลายน  ามันดิบของตัวอยา่งดิน 
 

 
หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G3 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 

รูปที่ ฉ-1 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ด้วยไพร์เมอร์ ALK1 ของตัวอย่างดินชายฝั่ง/ดินตะกอน 
 
หมายเหตุ:  
รหัสตัวอย่าง 
CT1-W1: ดินชายฝั่งในบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 สัปดาห์  
CT1-M1: ดินชายฝั่งในบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน 
CT2-W1: ดินชายฝั่งในบริเวณที่ไม่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 สัปดาห์                  
CT2-M1: ดินชายฝั่งในบริเวณที่ไม่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน  
CR1-W1: ดินตะกอนแนวปะการังในบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 สัปดาห์ 
CR1-M1: ดินตะกอนแนวปะการังในบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน 
CR2-W1: ดินตะกอนแนวปะการังในบริเวณที่ไม่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 สัปดาห์ 
CR2-M1: ดินตะกอนแนวปะการังในบริเวณที่ไม่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน 
OSB-W1: ดินตะกอนในทะเลบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 สัปดาห์ 
OSB-M1: ดินตะกอนในทะเลบริเวณที่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน 
OS2-W1: ดินตะกอนในทะเลบริเวณที่ไม่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 สัปดาห์ 
OS2-M1: ดินตะกอนในทะเลบริเวณที่ไม่ได้รับการปนเปื้อนภายหลังเหตุการณ์น ้ามันรั่วไหล 1 เดือน

185 
bp 

M   P   N  1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 Primer: ALK-1F, ALK-1R 
ขนาดคาดหวัง: 185 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 
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หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G14 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 

รูปที ่ฉ-2 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ด้วยไพร์เมอร์ ALK2 ของตัวอย่างดินชายฝั่ง/ดินตะกอน 
 
 

 
หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G14 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 

รูปที ่ฉ-3 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ด้วยไพร์เมอร์ ALK3 ของตัวอย่างดินชายฝั่ง/ดินตะกอน

Primer: ALK-2F, ALK-2R 
ขนาดคาดหวัง: 271 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 

 

M  P   N   1  2   3   4   5   6   7  8   9  10  11  12 

271 bp 

 M   P   N   1   2   3  4   5   6  7   8   9  10 11 12 

330 bp 

Primer: ALK-3F, ALK-3R 
ขนาดคาดหวัง: 330 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 

 



 

 

146 

 
 

 
 
 
 
 
 

หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G14 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 
 

รูปที่ ฉ-4 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ด้วยไพร์เมอร์ ALKB-1 ของตัวอย่างดินชายฝั่ง/ดินตะกอน 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G12 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 
 

รูปที ่ฉ-5 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ด้วยไพร์เมอร์ ALKB1 ของตัวอย่างดินชายฝั่ง/ดินตะกอน 
 

 
 
 
 
 
 

 M   P   N   1   2    3   4    5   6   7   8   9  10  11  12 

550 bp 

629 bp 

M   P   N   1   2    3   4   5   6   7   8   9  10  11  12 
Primer: ALKB1-F, ALKB1-R 
ขนาดคาดหวัง: 629 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 

 

Primer: ALKB-1F, ALKB-1R 
ขนาดคาดหวัง: 550 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 
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หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G12 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 

รูปที ่ฉ-6 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ด้วยไพร์เมอร์ ALKB2 ของตัวอย่างดินชายฝั่ง/ดินตะกอน 
 
 

 
 
 
 
 

 

 
หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G3 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 

รูปที ่ฉ-7 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ด้วยไพร์เมอร์ CYP153 ของตัวอย่างดินชายฝั่ง/ดินตะกอน 

M  P  N    1   2   3   4    5    6   7   8   9   10  11  12 

552 bp 

Primer: ALKB2-F, ALKB2-R 
ขนาดคาดหวัง: 552 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 

 

820 bp 

 M   P   N   1   2   3   4   5   6  7   8   9  10  11  12 
Primer: CYP153-F, CYP153-R 
ขนาดคาดหวัง: 820 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 
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หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G14 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 
รูปที่ ฉ-8 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ด้วยไพร์เมอร์ P450 ของตัวอย่างดินชายฝั่ง/ดินตะกอน 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G6 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 
รูปที่ ฉ-9  ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ดว้ยไพร์เมอร์ AlmAw ของตัวอย่างดินชายฝั่ง/ดินตะกอน

1131 bp 

M   P   N   1  2   3   4   5    6   7   8  9  10  11  12 
Primer: AlmAwf, AlmAwr 
ขนาดคาดหวัง: 1131 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 

 

 M   P   N   1   2   3   4   5   6   7   8   9  10  11  12 

800 bp 

Primer: P450F, P450R 
ขนาดคาดหวัง: 800 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 
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หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G14  (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 
รูปที ่ฉ-10 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ดว้ยไพร์เมอร์ P450fw ของตัวอย่างดินชายฝั่ง/ดินตะกอน

M  P  N   1    2   3   4   5   6   7   8   9  10  11  12 

339 bp 

Primer: P450fw1, P450rv3 
ขนาดคาดหวัง: 339 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 
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ผลการตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลายน  ามันดิบของกลุ่มแบคทีเรีย 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G3 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 
รูปที่ ฉ-11 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ดว้ยไพร์เมอร์ ALK1 ของกลุ่มแบคทีเรียทั ง 12 กลุ่ม 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G14 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 
รูปที่ ฉ-12 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ดว้ยไพร์เมอร์ ALK2 ของกลุ่มแบคทีเรียทั ง 12 กลุ่ม 

 

185 bp 

M   N   P   1   2   3   4    5    6   7   8   9  10  11  12 Primer: ALK-1F, ALK-1R 
ขนาดคาดหวัง: 185 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 

 

271 bp 

M  N   P   1   2    3   4   5    6   7   8   9  10  11  12 Primer: ALK-2F, ALK-2R 
ขนาดคาดหวัง: 271 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 
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หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G14 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 
รูปที่ ฉ-13 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ดว้ยไพร์เมอร์ ALK3 ของกลุ่มแบคทีเรียทั ง 12 กลุ่ม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G14 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 
รูปที่ ฉ-14 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ดว้ยไพร์เมอร์ ALKB-1 ของกลุ่มแบคทีเรียทั ง 12 กลุ่ม 

 
 

M   P   N    1   2   3   4   5    6   7   8   9   10 11  12 

330 bp 

Primer: ALK-3F, ALK-3R 
ขนาดคาดหวัง: 330 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 

 

M   P   N   1   2    3   4    5    6   7   8   9   10  11  12 

550 bp 

Primer: ALKB-1F, ALKB-1R 
ขนาดคาดหวัง: 550 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 
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หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G12 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 
รูปที่ ฉ-15 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ดว้ยไพร์เมอร์ ALKB1 ของกลุ่มแบคทีเรียทั ง 12 กลุ่ม 

 
 
  

 
หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G12 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 
รูปที่ ฉ-16 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ดว้ยไพร์เมอร์ ALKB2 ของกลุ่มแบคทีเรียทั ง 12 กลุ่ม 

 
 
 
 
 

629 bp 

M   P   N   1   2    3   4   5   6   7    8   9  10  11  12 Primer: ALKB1-F, ALKB1-R 
ขนาดคาดหวัง: 629 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 

 

M   P   N   1   2    3   4    5   6   7   8   9   10  11  12 

552 bp 

Primer: ALKB2-F, ALKB2-R 
ขนาดคาดหวัง: 552 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 
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หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G3 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 
รูปที่ ฉ-17 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ดว้ยไพร์เมอร์ CYP153 ของกลุ่มแบคทีเรียทั ง 12 กลุ่ม 

 
 

 

 
หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G14 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 
รูปที่ ฉ-18 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ดว้ยไพร์เมอร์ P450 ของกลุ่มแบคทีเรียทั ง 12 กลุ่ม 

 
 
 

M   P   N   1   2    3   4   5   6   7    8   9   10  11  12 

820 bp 

Primer: CYP153-F, CYP153-R 
ขนาดคาดหวัง: 820 bp 
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 

 

M    P    N    1   2    3    4    5    6    7    8   9   10  11  12 

800 bp 

Primer: P450F, P450R 
ขนาดคาดหวัง: 800 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 
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หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G6 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 
รูปที่ ฉ-19 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ดว้ยไพร์เมอร์ AlmAw ของกลุ่มแบคทีเรียทั ง 12 กลุ่ม 

 
 

 
 

หมายเหตุ: Positive: กลุ่มแบคทีเรีย G14 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

 
รูปที่ ฉ-20 ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ดว้ยไพร์เมอร์ P450fw ของกลุ่มแบคทีเรียทั ง 12 กลุ่ม 

 
 
 
 

M    P   N    1   2    3   4    5    6   7    8   9   10   11   12 

1131 bp 

Primer: AlmAwf, AlmAwr 
ขนาดคาดหวัง: 1131 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 

 

M   P   N    1   2    3    4    5    6   7   8    9  10  11   12 

339 bp 

Primer: P450fw1, P450rv3 
ขนาดคาดหวัง: 339 bp  
M: 100 bp marker 
P: positive  
N: negative 
1: CT1-W1    7: CR2-W1 
2: CT1-M1    8: CR2-M1 
3: CT2-W1    9: OSB-W1 
4: CT2-M1    10: OSB-M1 
5: CR1-W1    11: OS2-W1 
6: CR1-M1    12: OS2-M1 
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ผลการตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องในการย่อยสลายน  ามันดิบของ Exiguobacterium sp. AO-11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หมายเหต:ุ 

Positive ALK1: กลุ่มแบคทีเรีย G3 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 
Positive ALK2: กลุ่มแบคทีเรีย G14 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 
Positive ALK3: กลุ่มแบคทีเรีย G14 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 
Positive ALKB-1: กลุ่มแบคทีเรีย 14 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 
Positive ALKB1: กลุ่มแบคทีเรีย G12 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 
Positive ALKB2: กลุ่มแบคทีเรีย G12 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 
Positive CYP153: กลุ่มแบคทีเรีย G3 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 
Positive P450: กลุ่มแบคทีเรีย G14 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 
Positive AlmAw: กลุ่มแบคทีเรีย G6 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 
Positive P40fw: กลุ่มแบคทีเรีย G14 (ปิยะนุช อยู่คล ้า, 2558) 

M     P1     1     P2    2      P3    3    P4    4     P5     5 M: 100 bp marker 
P: positive  
P1: Primer ALK1  ขนาดคาดหวัง: 185 bp  
1: Exiguobacterium sp. AO-11 
P2: Primer ALK2 ขนาดคาดหวัง: 271 bp 
2: Exiguobacterium sp. AO-11 
P3: Primer ALK3 ขนาดคาดหวัง: 330 bp 
3: Exiguobacterium sp. AO-11 
P4: Primer ALKB-1 ขนาดคาดหวัง: 550 bp 
4: Exiguobacterium sp. AO-11 
P5: Primer ALKB1 ขนาดคาดหวัง: 629 bp 
5: Exiguobacterium sp. AO-11 
  

 
M   P6    6      P7     7    P8     8     P9     9     P10   10 M: 100 bp marker 

P: positive  
P6: Primer ALKB2 ขนาดคาดหวัง: 552 bp  
6: Exiguobacterium sp. AO-11 
P7: Primer CYP153 ขนาดคาดหวัง: 820 bp 
7: Exiguobacterium sp. AO-11 
P8: Primer P450 ขนาดคาดหวัง: 800 bp 
8: Exiguobacterium sp. AO-11 
P9: Primer AlmAw ขนาดคาดหวัง: 1131 bp 
9: Exiguobacterium sp. AO-11 
P10: Primer P450fw ขนาดคาดหวัง: 339 bp 
10: Exiguobacterium sp. AO-11 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์
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วิทยาศาสตร์สิ่งแวดล้อม บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยในปีพ.ศ. 2557 
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