
บทที่ 3

อปุกรณ  ์ เคมภีณัฑ ์ และวธิดีำเนนิงานวจิยั

อุปกรณ ์ท ี่ใช ้ในการทดลอง
1. เค ่ร ือ งท ำ แ ห ้งแ บ บ เย ือ ก แ ข ็ง  (L y o p h iliz e r)  ร ุ่น  M o d u lyo d -2 3 0  ข อ งบ ่ร ิษ ัท  T h e rm o  E le c tron  

C o rp o ra tio n , U S A  และ บ ่ม ส ุญ ญ า ก า ศ  V a lu p u m p  ร ุ่น  V L P 2 0 0  ของบ 'ร ิษ ัท  T h e rm o  S a va n t 

In s tru m e n ts  inc., U S A

2. เค ร ื่อ งช ั่ง  ร ุ่น  A G 2 8 5  P G 2 0 0 2 -S  และ P B 30 0 2  ข อ งบ ร ิษ ัท  M E T T L E R -T O L E D O , 

S w itze rla n d

3. เด ่ร ื่'อ ง 'ว ัด ค วาม เป ็น ก รด -ด ่าง (pH  m e te r) ข อ งบ ร ิษ ัท  M E T T L E R -T O L E D O , S w itze rla n d .

4. เด ่ร ิอ งน ึงอ บ ฆ ่า เช ือ  (a u to c la ve ) ข อ งบ รษ ัท  K akusan , Ja p a n

5. ต ู้อ บ ฆ ่า เช ือ  (H o t a ir  o ve n ) ร ุ่น  U E  600  ข อ งบ ่ร ิษ ัท  M e m m e rt, G e rm a ny .

6 . ต ู้อ บ แ ห ้ง  (o ven ) ของบ 'ร ิษ ัท  C o n th e rm  S c ie n tif ic , N e w  Z e a la n d

7. ต ู้เข ีย เซ ือ แ บ บ  “ IS S C O " la m in a r flo w  ร ุ่น  B V T  -  124 ข อ งบ ่ร ิษ ัท  In te rn a tio n a l S c ie n c e tific  

S u p p ly , U S A

8. เด ่ร ิอ ง เข ย ่า  ร ุ่น  Innova  2 3 0 0  บ ไษ ัท  N ew  B ru n s w ic k  S c ien tif ic , U SA

9. เด ่ร ิอ งว ิด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ล ง  (sp e c tro p h o to m e te r)  ร ุ่น  G e n e sys2 0  บ รษ ัท  

T h e rm o s p e c to n ic , Ja p a n

10. เค ร ื่อ ง ป ็น เห ว ี่ย ง ช น ิด ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ (R e fr ig e ra te d  c e n trifu g e ) ร ุ่น  J2-21 ข อ งบ รษ ัท  

B e c km a n  In s tru m e n t Inc ., U SA .

11. เด ่ร ิอ งป ัน ผ ส ม  (V o rte x  m ixe r) ร ุ่น  G -5 6 0 E  ของบ’ร ิษ ัท  S c ien tif ic  In d u s trie s , U SA .

12. ไ ม โ ค ร ป ิฟ ต  (M ic ro p ip e tte ) ข น าด  100, 200, 1000 และ 5 000  ไม โค รล ิต ร  ข อ งบ ่ร ิษ ัท  

G ilso n , F rance .

13. เด ่รอ งก ำ เน ิด เส ีย ง ค ว า ม ถ ี่ส ูง  (U ltra s o n ic a to r) ช น ิด อ ่า ง  ร ุ่น  FS 4 00 0  ของบ 'ร ิษ ัท  D e c an  

U ltra so n ic s , E ng land .

14. ต ู้บ ่ม เช ือ  ( In c u b a to r) ข อ ง บ ่ร ิษ ัท  M e m m e rt, G e rm a n y .

15. ก ระ บ อ ก ฉ ีด ย า พ ล า ส ต ิก  ข น าด  1 ม ิล ล ิล ิต ร  ข อ งบ ร ิษ ัท  N issh o  N ip ro , Ja p a n
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16. ช ุด ก รอ ง ส ำ เร ็จ ร ูป ช น ิด  P TFE  ข น า ด ช ่อ ง 0 .2  ไ ม โ ค ร เม ต ร ร ุ่น  D IS M IC -1 3 JP  ข อ ง บ รษ ัท  T o kyo  

R osh i K a isha , Jap an .

17. ข ว ด แ ก ้ว ฝ า เก ล ีย ว  (v ia l) ข น าด  22 ม ิล ล ิล ิต ร  (S c re w  C ap  w ith  T e flon  L ine r) ข อ ง บ รษ ัท  Lab 

S ys te m , T h a ila n d

18. ห ล อ ด แ ก ้ว ส ำ ห ร ับ ท ำ แ ห ้ง เย ือ ก แ ข ็ง  (F re e ze  D ry ing  A m p o u le s  N e u tra l G la s s ) ข น าด  0 .5  

ม ิล ล ิล ิต ร  ข อ งบ รษ ัท  แ ล ็บ ช ีส เต ็ม ส ํ'จ ำ ก ัด

19. ต ูแ ช ่แ ข ็ง 'จ ุด เย ือ ก แ ข ็งต ํ่า  (D e e p  fre e ze r) อ ุณ ห ภ ูม ิ - 2 0  อ งซ า เซ ล เซ ีย ส  ข อ งบ รษ ัท  S a n yo  

E le c tr ic , Ja p a n

20 . เด ่รอ งแ ก ้วพ ืน ฐ าน 'ท ี่ม ี'ใน ห ้อ งป ฎ ิป ต ิก าร

21. ช ุด เค ร ื่อ ง แ ก ๊ส โค ร ม า โต ร ก ร า yj (G a s  C h ro m a to g ra p h y , G C )

- เค รอ งแ ก ๊ส โค รม า โต ก รา vl ร ุ่น  6890N  ข อ งบ ร ิษ ัท  A g ile n t T e c h n o lo g ie s , 

U S A

- ค อ ล ัม น ์ (c o lu m n ) ชน ิด  FTP-5 ข น า ด เส ้น ผ ่า น ศ ูน ย ์ก ล า ง  3 2 0  ไม โค ร เม ต ร  

ค วาม ย าว  30 เมตร ภ า ย ใน เค ล ือ บ ด ้ว ย เฟ น น ิล เม ธ ิล ไซ โล เช น ค ว า ม เข ้ม ข ้น  

5 %  ห น า 0 .2 5  ไม โค ร เม ต ร

เด ่รอ งต รวจ ว ัด  (d e te c to r) ชน ิด  F ram e  Io n iza tio n  D e te c to r  (F ID )

- เข ็ม ฉ ีด ย า ข น า ด เล ็ก  (m ic ro sy rin g s ) ข น าด  10 ไม โค รล ิต ร

เคม ีภ ัณฑ ์

1. ฟ แ น น ท ร ิน  (p h e n a n th re n e ) ข อ งบ ร ิษ ัท  S ig m a, U SA .

2. ไพ ร ิน  (p y ren e ) ของบ"ร ิษ ัท  K a n to  C h e m ic a l, Jap an .

3. น า ม ัน ด ีเซ ล  (d iese l o il) ของบ 'ร ิษ ัท  ป ตท . จ ำก ัด  (ม ห าช น )

4. ได เม ธ ิล ซ ัล ฟ อ ก ไซ ด ์ (C FI3S O C H 3) ข อ งบ ร ิษ ัท  C a rlo  E R B A , Italy.

5. โซ เด ีย ม ไฮ ด ร อ ก ไซ ด ์ (N aO PI) ข อ งบ ร ิษ ัท  M erck, G e rm a n y

6. แ อ ม โม เน ีย ม ไน เต รต  (N H 4N 0 3) ข อ งบ ่ร ิษ ัท  BDFT C h e m ic a ls , A us tra lia .

7. ได โซ เด ีย ม ไฮ โด รเจ น ฟ อ ส เฟ ต โด • .ด ค ะไฮ เด รต  (N a 2F IP 0 4 12H 20 )  ข อ งบ ่ร ิษ ัท  C a rlo  E R B A , 

F ra n c e

8. โป แ ท ล เช ีย ม ได ไฮ โด ร เจ น ฟ อ ส เฟ ต  (K H 2P 0 4) ข อ งบ ่ร ิษ ัท  A J E X  C h e m ic a ls , A u s tra lia



9. แ ม ก น ีเซ ีย ม ร ัล เฟ ต เฮ พ ท ะ ไฮ เด รต  (M g S 0 4'7 H 20 )  ข อ งบ ร ิษ ัท  C a rlo  E R B A , F ra n c e

10. เฟ อ รก ค ล อ ไรด ์เฮ ก ซ ะ ไฮ เด รต  (F e C I3-6H20 )  ข อ งบ ่ร ิษ ัท  M a y  & B ake r, E n g la n d

11. แ ค ล เซ ีย ม ค ล อ 'โรด ได 1ใฮ เด รต  (C a C I2-2H20 )  ของบ รษ ั'ท  A J E X  C h e m ic a ls , A u s tra lia

12. แ บ ค โต อ ะ ก า ร ์ (b ac to  ag a r) ข อ งบ รษ ัท  D ifco  L a b o ra to rie s , U SA.

13. ท ร ป โต น  (tryp tone ) ข อ งบ ร ิษ ัท  D ifc o  L a b o ra to rie s , U SA .

14. ผ ง ส ก ัด จ า ก ย ีส ต ์ (ye as t e x tra c t) ของบรษ ั'ท  D ifco  L a b o ra to rie s , U S A .

15. โซ เด ีย ม ค ล อ ไ ร ต ์(N aC I) ข อ ง บ รษ ัท  M e rc k , G e rm a ny .

16. โซ เด ีย ม ซ ํล เฟ ต แ อ น ไฮ ด ร ัส  (a n h y d ro u s  N a 2S 0 4) ของบ รษ ั'ท  M e rc k , G e rm a n y .

17. ส า รป ฏ ิช ีว น ะ น ิล เต ต ีน  (n ys ta tin ) ข อ งบ ่ร ิษ ัท  B io  B as ic  IN C ., C a n a d a .

18. เม ธ าน อ ล  (C H jO H ) ข อ งบ ร!?ท  M e rc k , G e rm a ny .

19. น อ ร ์ม ้ล เฮ ก เช น  (C 6H 14) ข อ งบ รษ ัท  J.T. B aker, U SA.
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วิธึดำเดินงานวิจํเ'ย

3.1 การเพาะเล ี่ยงกล ุ่มแบคทีเร ีย RRM-V3 และ PDE4

3.1.1 จุลินฑรีย์
ก ล ุ่ม แ บ ค ท ีเร ีย  R R M -V 3  เป ็น ก ล ุ่ม แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่ค ัด แ ย ก จ า ก ใบ จ า ม จ ุร ี ป ระ ก อ บ ด ้ว ย แ บ ค ท ีเร ีย  

อ ย ่า งน ้อ ย  7 ช น ิด โด ย ค ัด อ ย ู่ใน  4 สก ุล  ค ังน ี C om am onas, Rugam onas, Flavimonas,
P seu dom on as  แ ล ะ ท ี่ไม ่ส า ม า รถ จ ำ แ น ก ได ้ ซ ึ่งม ีค ว า ม ส า ม า รถ ใน ก า รย ่อ ย ส ล า ย ส า ร ไพ ร ีน ค ว า ม เข ้ม ข ้น

0.1 ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร  ห ม ด ใน เว ล า  14 ว ัน  (จ ีร ท ีป ฆ ์ แ ส น ร ัก , 2547 )

ก ล ุ่ม แ บ ค ท ีเร ีย  P D E 4  เป ็น ก ล ุ่ม แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่ค ัด แ ย ก จ า ก ด ิน ท ี่ม ีก า รป น เป ีอ น น า ม ัน  ซ ึ่งส าม ารถ  

ย ่อ ย ส ล า ย น า ม ัน ด ีเซ ล ค ว า ม เข ้ม ข ้น  1%  (ป ร ิม า ต รต ่อ ป ร ิม า ต ร ) เห ล ือ เพ ีย ง  10 .47%  ใน เว ล า  14 ว ัน  

(ภ ัท รา พ ร  ก ว ีส ุท ธ ิก ุล , 25 50 )

3.1.2 การเพาะเล ี่ยงกล ุ่มแบคทีเร ีย RRM-V3 และ PDE4
เล ีย งก ล ุ่ม แ บ ค ท ีเร ีย  R R M -V 3  ใน อ า ห า ร เล ีย ง เซ ือ เห ล ว  C a rb o n -fre e  m in e ra l m e d ium  

(C F M M ) (K o m u k a i-N a k a m u ra  แ ล ะค ณ ะ, 1996) (ภ าค ผ น วก  ก) โด ย เต ิม ฟ ืแ น น ท ร ีน แ ล ะ ไพ ร ีน  ความ  

เข ้ม ข ้น ช น ิด ล ะ  0 .0 5  ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร  เพ ื่อ เป ็น แ ห ล ่งค า ร ์บ อ น ใน ก า ร เจ ร ีญ ข อ งก ล ุ่ม แ บ ค ท ีเร ีย  R R M -V 3  บ ่ม  

เช ือท ี่'อ ุณ ห ภ ูม ิ 30  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  บ น เค ํร ื่อ ง เข ย ่า ท ี่ค ว า ม เร ็ว  200  รอ บ ต ่อ น าท ี เป ็น เวล า  3 ว ัน

ล ำ ห ร ับ ก า ร เพ า ะ เล ีย ง ก ล ุ่ม แ บ ค ท ีเร ีย  P D E 4  เล ีย ง ใน อ า ห า ร เล ีย ง เช ือ เห ล ว  C FM M  จ ำ น ว น  50 

ม ิล ล ิล ิต ร  ท ี่เต ิม น ํ้า ม ัน ด ีเซ ล ค ว า ม เข ้ม ข ้น  1 %  (ป ร ิม า ต ร ต ่อ ป ร ิม า ต ร )  บ ่ม เช ือ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 30  อ ง ศ า  

เซ ล เซ ีย ส  บ น เค ร อ ง เข ย ่า ท ี่ค ว า ม เร ็ว  200  รอ บ ต ่อ น า ท ี เป ็น เวล า  5 ว ัน

3.2 การทำแห ้งเย ือกแข ็ง (Lyophilization)

3.2.1 การเตรียมกล ุ่มแบคท ีเร ีย
เล ีย ง ก ล ุ่ม แ บ ค ท ีเร ีย แ ต ่ล ะ ช น ิด  ต า ม ว ิธ ีใน ข ้อ  3 .1 .2  เก ็บ เซ ล ล ์โด ย ก า รป ่น เห ว ี่ย ง ท ี่ค ว า ม เร ็ว รอ บ

8 ,0 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ีท ี่ 4 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  1 0 น าท ี ล ้า ง เช ล ล ์ 2 ค ร ั้ง ด ้ว ย ส า ร ล ะ ล า ย  0 .8 5 %  

โซ เด ีย ม ค ล อ ไร ด ์แ ล ะ แ ข ว น ล อ ย ด ้ว ย อ า ห า ร เห ล ว  C F M M  เจ ือ จ า ง ให ้ม ีค ่า ก า รด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ 600  น า โน  

เม ต รให ้ได ้ค ่า เป ็น  1 ซ ึ่ง จ ะ ม ีจ ำ น ว น แ บ ค ท ีเร ีย ป ร ะ ม า ณ  8 log C F U /ม ล.



20

3.2.2 การเตรียมแอมพ ูล และสารปีองกันความเย็น
ล ้า ง แ อ ม พ ูล ใ ห ้ส ะ อ า ด โด ย แ ช 'ไว ้ใ น 2% HCI น า น 2 4 ช ั่ว โม ง แ ล ้ว ล ้า ง ด ้ว ย น ำ ป ร ะ ป า ส อ ง ค ร ั้ง  

แ ล ะ น า ก ล ั่น ห น ึ่ง ค ร ั้ง  น ำ ไป อ บ แ ห ้ง ท ี่ 6 0  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ป ิด ห ล อ ด ด ้ว ย จ ุก ส ำ ล ี แ ล ้ว น ำ ไป ท ำ ใ ห ้ป ล อ ด  

เช อ โด ย ก า ร น ึ่ง ฆ ่า เช ื่อ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ121 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส ท ี่ค ว า ม ด ัน 1 5 ป อ น ด ์ต ่อ ต า ร า ง น ิ้ว น า น 20 น าท ี 

จ า ก น ั้น อ บ แ ห ้ง ท ี่ 60  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส

ส า ร ป ีอ ง ก ัน ค ว า ม เย ็น ท ี่เล ือ ก ใช ้ค ือ  12%  ซ ูโค รส  โด ย ช ั่ง ซ ูโค ร ส  12 ก ร ัม  ใส ่ใ น น ำ ก ล ั่น  100 

ม ิล ล ิล ิต ร ผ ส ม ใ ห ้เข ้า ก ัน น ึ่ง ฆ ่า เช ือ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 1 1 0 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส น า น  1 0 น าท ี

3.2.3 กระบวนการไสโอพิเไลเซชัน
ใช ้จ ำ น ว น แ บ ค ท ีเร ีย ป ร ะ ม า ณ  8 log  C FU  ป ่น แ ย ก ต ะ ก อ น เซ ล ล ์ เท ส ่ว น ใส ท ิง  เต ิม  12%  ซ ูโค รส  

ป ร ิม า ต ร  0 .2  ม ิล ล ิล ิต ร  ผ ส ม ให ้เช ้า ก ัน  จ า ก น ั้น ด ูด ส า ร ล ะ ล า ย เซ ล ล ์ท ั้ง ห ม ด ด ้ว ย พ ล า ล เจ อ ร ์ป ีเป ต ป ล อ ด  

เช ือ  ใส "ใ น แ อ ม พ ูล ป ล อ ด เช ื่อ  ป ิด ด ้ว ย ถ ุง ผ ้า ป ล อ ด เช ือ แ ล ้ว น ำ เช ้า เค ร อ ง ไ ล โ อ ฟ ไ ล เซ ช ัน  ก ร ะ บ ว น ก า ร  

ไ ล โ อ ฟ ไ ล เซ ช ัน ม ี 2 ช ื่น ต อ น ค ือ  ก า ร ท ำ แ ห ้ง ช ั่น แ ร ก  (p rim a ry  d ry) แ ล ะ  ก า ร ท ำ แ ห ้ง ช ื่น ท ี่ส อ ง  

(se c o n d a ry  d ry)

ก ารท ำแ ห ้ง 'ช ั่น แรก  ท ำ โด ย น ำ ส า ร แ ข ว น ล อ ย เช ล ล ์ใ น แ อ ม พ ูล จ ะ ถ ูก เห ว ี่ย ง ให ้เอ ีย ง ใน เค ่ร ื่อ ง ห ม ุน  

เห ว ี่ย ง  เป ็น ก า ร เพ ิ่ม พ ืน ท ี่ห น ้า ด ัด ใ ห ้เช ือ  แ ล ะ ป ีอ ง ก ัน ก า ร เก ิด ฟ อ ง อ า ก า ศ  ใ น ช ั่น น ิ้น ำ จ ะ ถ ูก ร ะ เห ย อ อ ก  

แ ล ะ อ ุณ ห ภ ูม ิจ ะ ล ด ล ง จ น เช ล ล ์แ ข ็ง ต ัว  เค ร อ ง ท ำ ส ุญ ญ า ก า ศ จ ะ ท ำ ง า น จ น เก ิด ส ภ า พ ส ุญ ญ า ก า ศ  ท ำให ้ 

น ิ้า ท ี่แ ข ็ง ต ัว เก ิด ก า ร ร ะ เห ิด อ อ ก ม า จ น เห ล ือ น า ป ร ะ ม า ณ  5 -10 %  ใช ้เว ล า ป ร ะ ม า ณ  12 น าท ี จ า ก น ั้น ท ิง ไว ้ 

อ ีก  2 -3  ช ั่ว โม ง เพ ื่อ จ ะ ได ้ม ีก า ร แ ช ่เย ือ ก แ ข ็ง อ ย ่า ง ล ม บ ูร ณ ์ จ า ก น ั้น เป ล ี่ย น จ า ก ถ ุง ผ ้า ไป เป ็น จ ุก ส ำ ล ีโด ย  

เท ค น ิค ป ล อ ด เช ือ  ต ัด ป ล า ย ส ำ ล ีให ้พ อ ด ีก ับ ป า ก แ อ ม พ ูล ด ้ว ย ก ร ร ไก ร ท ี่ป ล อ ด เช ือ  แ ล ้ว ใช ้แ ท ่ง แ ก ้ว ง อ ด ัน  

จ ุก ส ำ ล ีล ง ไป จ น ถ ึง ป ล า ย  s la n t น ำ ห ล อ ด แ อ ม พ ูล ไป ห ล อ ม เพ ื่อ ค อ ด ห ล อ ด  (c on s tric t) แ ล ะ เป ็น ก า รล ด  

พ ืน ท ี่ห น ้า ด ัด ข อ ง ป ล า ย ห ล อ ด แ อ ม พ ูล ก ่อ น ท ี่จ ะ น ำ ไป ท ำ ก า รท ำ แ ห ้งช ั่น ท ี่ล อ ง
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รูปท่ี 3.1 ลักษณะแอมพูลท่ีมิกลุ่มแบคทีเรียละลาย'ใน 12%ซูโครสปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรใน 
ระหว่างข้ันตอนการทำแห้งข้ันแรก (ก) และการทำแห้งข้ันท่ีสอง (ข)

การทำแห้งข้ันท่ีลอง ทำโดยนำหลอดท่ีทำการคอดท้ังหมดไปเสียบเขากับจุกของ manifold ท่ี 
ต่อกับไลโอทีเไสเซอริ เพ่ือทำให้แห้ง และภายในหลอดเป็นสุญญากาศทิงไว้ 2 ข้ัวโมง จนตัวอย่างแห้ง 
ในขั้นนึจะเกิดสภาพสุญญากาศขืน นำในเซลล์จะเหลือเพียง 1-2 % เนื่องจากการระเหิดกลายเป็นไอ 
นำ ทำการปีดผน ึก หลอดแอมพูล ขณะท่ีอยู่บนจุกของ manifold ที่ต่อกับไลโอพีไลเชอริ จากน้ันนำ 
แอมพูลท่ีปีดผนึกแล้วไปทดสอบความเป็นสุญญากาศ หลอดที่ผ่านการตรวจสอบนำไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส

3.3. ประเมินการรอดร!วิตและการย่อยสลายไพริน/ทีเแนนทรีน และนํ้ามันดีเซลของกลุ่ม 
แบคทีเรียท่ีผ่านกระบวนการไลโอทีเไลเชชัน

3.3.1 การวิเคราะห์จำนวนแบคทีเรียท่ีมีร็!วิด
แขวนลอยกลุ่มแบคทีเไ!'ยท่ีผ่านกระบวนการไลโอพีไลเซชันใน 0.85% NaCI ผสมให้เข้ากัน เจือ 

จางให้มีความเข้มข้นของเชลล์ที่เหมาะลมด้วย 0.85% NaCI เกล่ียบนอาหาร LB agar บ่มท่ีตู้บ่มเชือ 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน ทำการนับจำนวนโคโลนึท่ีเกิดขืน คำนวนปริมาณเชลล์ท่ีมี 
ชีวิตเทียบกับปริมาณเชลล์เรมต้นก่อนการทำแห้งเยือกแข็ง



22

3.3.2 การย่อยสลายไพรีนและทีเแนนทรีนของกลุ่มแบคทีเรีย RRM-V3
ใช้เชลล์ที่ผ่านกระบวนการไลโอVเไลเซชัน ช่ึงมี'จำนวนประมาณ 8 log CFU ละลายใน 0.85% 

NaCI จำนวน 1 มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเหลว CFMM บโรมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีมีไพรีนและทีเแนนทรีน 
ความเข้มข้นแต่ละชนิด 0.05 กรัมต่อลิตร โดยชุดควบคุมคืออาหารเหลว CFMM ท่ีมีไพรีน/ทีเแนนทรีน 
แต่ไม่เติมหัวเชือ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเชียส บนเครองเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็น 
เวลา 14วันและ เก็บตัวอย่างวันท่ี 0, 1,3, 7 และ 14หาปร็มาณไพรีนและทีเแนนทรีนท่ีเหลือในอาหาร 
ตามวิธีในข้อ 3.3.3 วัดการเจรีญของกลุ่มแบคทีเรียโดยวิธี Viable plate count บนอาหาร LB agar 
ตามวิธีในข้อ 3.3.1

3.3.3 การสกัดไพรีนและทีเแนนทรีนในอาหารเล๋ียงเซ๋ึอเหลว CFMM
สกัดไพรีนและทีเแนนทรีนที่เหลือในอาหารเลียงเชือเหลว CFMM (ตัดแปลงจาก

Luepromchai และคณะ, 2007) โดยเติมเฮกเซนปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลียงเชือเหลว 
CFMM 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันโดยเครอง Vortex mixer เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นนำส่วนใสชั้นบน 
หรีอชันเฮกเชนแบ่งใส่หลอดใหม่ เติมแอนไฮดรัล Na2S04 (ท่ีผ่านการอบท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
ข้ามคืนและทิงไว้ให้เยิน) เพื่อกำจัดนั้าที่เหลือออกจากชั้นเฮกเซน จากนั้นนำมาผ่านคอลัมน์ 
anhydrous Na2S04 แล้วกรองผ่านชุดกรองสำเร็จรูป PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร และเก็บไว้ท่ี -20 
องศาเซลเซียส จนกว่าจะวิเคราะห์ด้วยเค่ร่ืองแก๊สโครมาโตกราทีเ ตามวิธีในข้อ 3.3.6

3.3.4 การย่อยสลายน้ํามันดีเซลของกลุ่มแบคทีเรีย PDE4
ใช้เชลล์ท่ีผ่านกระบวนการไลโอทีเไลเชชัน ซ่ึงมีจำนวนประมาณ 8 log CFU ใส่ในอาหารเหลว 

CFMM บ่ร็มาตร5 มิลลิลิตรที่มี 1% นำมันดีเซล โดยชุดควบคุมคืออาหารเหลว CFMM ท่ีมีน้ัามัน 
ดีเซลแต่ไม่เติมหัวเชือ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครองเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 14 วันและ เก็บตัวอย่างวันท่ี 0, 1,3, 7 และ 14 หาบ่ร็มาณน้ัามันดีเซลท่ีเหลือในอาหารตาม 
วิธีในข้อ 3.3.3 วัดการเจรีญของกลุ่มแบคทีเรียโดยวิธี Viable plate count ในอาหาร LB agar ตามวิธี 
ในข้อ 3.3.1
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3.3.5 การสกัดนำมันดีเซลท่ีเหลีอ'ใน'อาหารเล่ียงเร็โอเหลว CFMM
เก็บตัวอย่างอาหารเหลว ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จาก'นนเติมเฮกเซนปริมาตร 5 มิลลิลิตร และ 

เติม 15% T rito n -X  100 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็น 
เวลา 6 ช่ัวโมง นำไปแช่ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ข้ามคืน ชั่งทีงไว้ให้เกิดการแยกชั่นแยกส่วน 
เอกเซน ใส่หลอดใหม่ เติมแอนไฮดรัส Na2S04 ท่ีผ่านการอบท่ีอุณหภูมิ 80องศาเซลเซียส ข้ามคืนและ 
ทิงไว้ให้เยิน เพ่ือก ำ จ ัด นาที่เหลือออกจากช่ํน n -h e xa n e  แล้วนำมาผ่านคอลัมน์ anhydrous Na2ร0 4 
จากนั้นกรองผ่านชุดกรองสำเร็จรูป PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร และเก็บไว้ที่-20 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราที! ตามวิธีในข้อ 3.3.6

3.3.6 การวิเคราะห์ปริมาณ PAFIs และนำมันดีเซลโดยแก๊สโครมาโตกราที!
คอลัมน์ทีใช้คือ capillary column HP-5 ชนิด 5% Phenyl Methyl Siloxane (30 เมตร X 0.32 

มิลลิเมตร X 0.25 เมตร nominal) อุณหภูมิสูงสุด 325 องศาเซลเซียส ตัวตรวจลับลัญญาณเป็นชนิด 
Flame ionizing Detector (FID)

สำหรับวิเคราะห์ PAHs อุณหภูมิของคอลัมน์เริ่มที่ 80 องศาเซลเซียส ช่วงต่อมาขึนคร้ังละ 25 
องศาเซลเซียสต่อนาที จนกึง 160 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ช่วงต่อมาขึนครั้งละ 3 
องศาเซลเซียสต่อนาที จนกึง 220 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที และต่อมาขึนครั้งละ 40 องศา 
เซลเซียสต่อนาที จนถึง 300 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที และสุดท้ายคงอุณหภูมิท่ี 300 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 2 นาทีโดยอัตราการไหลของฮีเลียมเท่ากับ 1.7มิลลิลิตรต่อนาที

สำหรับวิเคราะห์นำมันดีเซลอุณหภูมิของคอลัมน์เรมท่ี 80 องศาเซลเซียส ช่วงต่อมาขึนคร้ังละ 
25 องศาเซลเซียสต่อนาที จนถึง 160 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ช่วงต่อมาขึนคร้ังละ 3 องศา 
เซลเซียสต่อนาที จนกึง 240 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที และต่อมาฃ๋ึนคร้ังละ 40 องศาเซลเซียส 
ต่อนาที จนกึง 300 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และสุดท้ายคงอุณหภูมิท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็น 
เวลา 1 นาทีโดยอัตราการไหลของฮีเลียมเท่ากับ 1.7มิลลิลิตรต่อนาที
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3.4 ประสิทธิภาพกลุ่มแบคทีเรียผสม RRM-V3 และ PDE4 ท่ีผ่านกระบวนการไสโอทิ!ไสเซชัน 
ในการบ ำ บ ัด ไพรีน/รี! แนนทรีนและนำมันดี เซลในดีน

3.4.1 การเตรียมดิน
เก็บตัวอย่างดินจากบริเวณสวนผลไม้ในจังหวัดนครราชสีมาที่ไม่มีประวัติการปนเฟ้อนจาก 

ลาร PAHs ห‘รอ น้ํามันดีเชล โดยตากให้แห้งก่อนนำดินมาคัดกรองด้วยเครองคัดกรองขนาดดิน ขนาด 
เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.85 มิลลิเมตร ตรวจสอบการปนเฟ้อน PAHs หรีอนามันดีเซลตามวิธีในข้อ 3.3.5 
และ 3.3.6 ก่อนเก็บดินไว้ท่ี 4 องศาเซลเซียส แบ่งดินบางส่วนไปทำการวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพ 
และองค์ประกอบทางเคมีที่กลุ่มวิจัยเกษตรเคมี สำนักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์

3.4.2 การย่อยสลายไพรีน/รี!แนนทรีน และน้ิามันดีเซลในดิน
ใช้หัวเชือกลุ่มแบคทีเรียผสม RRM-V3 และ PDE4 ที่ผ่านกระบวนการไลโอรีเไลเซชัน โดย 

ละลายกลุ่มแบคทีเรียแต่ละชนิดจำนวน 1 แอมพูลด้วย 0.85% NaCI ใส่ลงในดินไม่ปลอดเชือ 2 กรัม 
ปรับความชืนให้มีค่าเท่ากับ 70% ของความจุสูงสุดของการอุ้มนาด้วยนากลั่นปลอดเชื่อ และปรับ 
ความเป็นกรด-ด่างประมาณ 7 ด้วย 1 นอร์มัลโซเดียมไฮดรอกไซด์ และผสมกับไพรีน/ทีเแนนทรีน
ความเข้มข้นชนิดละ 0.05 กรัม/กรัมดินและนำมันดีเซล 1% (ปริมาตรต่อนาหนัก) โดยออกแบบชุด 
ทดลองท้ังหมด 5 ชุดคือ

ชุดควบคุมท่ี 1 ดินไม่ปลอดเชือผสมกับไพรีน/ทีเแนนทรีและ นามันดีเซลเพื่อศึกษาการลดลง
จากวิธีทางกายภาพ

ชุดควบคุมท่ี 2 ดินไม่ปลอดเชือผสมกับกลุ่มแบคทีเรียที่เตรียมสดเพื่อศึกษาการเจรีญของ 
กลุ่มแบคทีเรียผสมในดิน

ชุดควบคุมท่ี 3 ดินไม่ปลอดเชืธผสมกับกลุ่มแบคทีเรียท่ีผ่านกระบวนการไลโอทีเไลเชชัน เพ่ือ 
ศึกษาการเจริญของกลุ่มแบคทีเรียผสมในดิน

ชุดทดลองท่ี 1 ดินไม่ปลอดเชือผสมกับไพรี'น/ทีเแนนทรีนและนามันดีเซล และกลุ่มแบคทีเรีย 
ผสมท่ีเตรียมสด

ชุดทดลองท่ี 2 ดินไม่ปลอดเช้ือผสมกับไพรีน/ที!แนนทรีนและนามันดีเซล และกลุ่มแบคทีเรีย 
ผสมท่ีผ่านการไลโอทีเไลเซชัน
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ทุกชุดการทดลองใช้จำนวนแบคทีเรียเรมต้นที่เท่ากัน บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บน 
เคร่ืองเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 14 วันและ เก็บตัวอย่างวันท่ี 0, 1,3, 7, 10 และ 14 
หาปริมาณไพรีน/ที!แนนทรีนและปริมาณนำมันดีเซลท่ีเหลือในดินตามวิธีในข้อ 3.3.5วิเคราะห์ปริมาณ 
PAHs และนามันดีเซลโดยแก๊สโครมาโตกราที!ตามวิธีในข้อ 3.3.6 และวัดการเจริญของแบคทีเรีย 
ท้ังหมดโดยวิธี Viable plate count บนอาหาร LB agar ท่ีมีนิลแตตินความเข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เพ่ือยับท้ังเชือรา ตามวิธีในข้อ 3.3.1

3.4.3 การสกัดไพรีน/ทีเแนนทรีนและ น้ํามันดีเซลในดิน
สกัดไพรน/ที!แนนท่ร็นและ นามันดีเซลในดินโดยวิธีท่ีตัดแปลงจาก Luepromchai และคณะ 

(2007) นำตัวอย่างดินทดลอง 2 กรัม เติมเฮกเซนปริมาตร4 มิลลิลิตร และเติม 15% Triton-X 100 
ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ผสมด้วยเค่ร่ืองผสมเป็นเวลา 2 นาที จากน้ีนเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อ 
นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6 ช่ัวโมง นำไปแซ่ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ข้ามคืน ท้ังทิงไว้ให้เกิด 
การแยกช่ัน แยกส่วนเฮกเซนใส่หลอดใหม่ เติมแอนไฮดรัล Na2S04 ท่ีผ่านการอบที่อุณหภูมิ 80 องศา 
เซลเซียส ข้ามคืนและทิงไว้ให้เย็น เพื่อกำจัดนาท่ีเหลือออกจากช่ันเฮกเซน ทั้งทิงไว้จนตกตะกอนก่อน 
เก็บส่วนเฮกเซนไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะวิเคราะห์ด้วยเค่ร่ืองแก๊สโครมาโตกราที! ตามวิธีใน 
ข้อ 3.3.6

3.4.4 การคำนวณปริมาณนำมันดีเซล
ในการคำนวณปริมาณนำมันดีเซลในการทดลองจะใช้ค่าพืนท่ีใต้กราฟของท้ังหมด 18 พีคที่ 

เวลา 2.6, 3.1,3.7,4.4, 5.3, 6.6, 8.2, 10.2, 12.6, 15.3, 18.1,21.0, 23.9, 26.7, 29.5, 32.2, 35.0 
และ 36.4 นาที โดยการคำนวณเป็นค่าปริมาณนามันดีเซลในตัวอย่างท้ังหมด จะได้จากผลรวมของ 
พืนท่ี'ใต้กราฟท้ัง 18 พีค ซึ่งจะคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ตังน้ี

เปอร์เซ็นต์ท่ีเหลืออยู่ = ผลรวมของพืนท่ีใต้กราฟท้ัง 18 พีคของตัวอย่าง X 100
ผลรวมของพืนท่ีใต้กราฟท้ัง 18 พีคฃองตัวอย่างท่ีวันท่ี 0
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