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ธัญชนก สุเริงฤทธิ์ : การคัดแยกกลุํมแบคทีเรียจากรากพืชน้้าและการตรึงบนเปลือก
หอยแครงและนมผักกระเฉดเพื่อการบ้าบัดเชิงชีวภาพของน้้าปนเปื้อนดีเซล (ISOLATION 
OF BACTERIAL CONSORTIUM FROM AQUATIC PLANT ROOTS AND 
IMMOBILIZATION ON COCKLE SHELL AND WATER MIMOSA SPONGE FOR 
BIOREMEDIATION OF DIESEL-CONTAMINATED WATER) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์
หลัก: ผศ. ดร.กอบชัย ภัทรกุลวณิชย์ {, 145 หน๎า. 

กลุํมแบคทีเรีย TS1 คัดแยกจากรากผักตบชวาจากแหลํงน้้าที่คาดวํามีการปนเปื้อนดีเซล ซึ่ง
มีความสามารถในการยํอยสลาย 1% ดีเซลได๎ 84.78% ภายใน 7 วัน ตรึงกลุํมแบคทีเรีย TS1 บน
เปลือกหอยแครงและนมผักกระเฉดโดยใช๎วิธีการดูดซับ จากการตรวจสอบด๎วยกล๎องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบสํองกราดและ PCR-DGGE พบแบคทีเรียยึดเกาะบนเปลือกหอยและนมผักกระเฉด 
แบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยและนมผักกระเฉดสามารถยํอยสลาย  1% ดีเซลได๎ 97.05% และ 
96.26% ตามล้าดับ ภายใน 7 วัน ซึ่งมีความสามารถเทํากับแบคทีเรียอิสระ PCR-DGGE แสดงให๎เห็น
วํา หลังจากการยํอยสลาย 7 วัน พบ TS1 ทั้งบนวัสดุตรึงและอาหารเหลว เปลือกหอยและนมผัก
กระเฉดปลอดเชื้อสามารถดูดซับดีเซลได๎ประมาณ 30% และ 70% ตามล้าดับ นมผักกระเฉดเปื่อยยุํย
หลังการทดสอบ 7 วัน ซ่ึงแตกตํางจากเปลือกหอยไมํถูกยํอยสลายทางชีวภาพ การศึกษาปัจจัยที่มีผล
ตํอการตรึงและการยํอยสลายดีเซลพบวํา ความเข๎มข๎นเซลล์ที่เหมาะสมกับการตรึงคือ 6 log CFU/
มล. ขนาดของเปลือกหอยที่เหมาะสมคือ 5x5 มิลลิเมตร ใช๎เวลาในการตรึง 30 นาที กลุํมแบคทีเรีย
ตรึงสามารถยํอยสลายดีเซลความเข๎มข๎น 1% 3% และ 5% โดยปริมาตรได๎มากกวําเซลล์อิสระอยํางมี
นัยส้าคัญ และสามารถใช๎ซ้้าได๎มากกวํา 5 รอบ สามารถเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงในถุงซิปที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 เดือน โดยแบคทีเรียยังคงประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีเซลได๎ กลุํม
แบคทีเรียตรึงสามารถยํอยสลายดีเซลในอาหารเหลวที่มีปริมาณมากกวํา 20 เทําของน้้าหนักเปลือก
หอยได ๎จากการตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียในกลุํมแบคทีเรีย TS1 โดยใช๎ 16S rDNA พบวํา ในกลุํม
แบคทีเรีย TS1 ประกอบด๎วย Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas sp., 
Ochrobactrum sp., Microbacterium sp., Shinella sp., Pusillimonas sp. และ 
Pseudomonas sp. และเชื้อเดี่ยวสามารถยํอยสลายดีเซลได๎น๎อยกวํากลุํมแบคทีเรีย TS1 อยํางมี
นัยส้าคัญ 
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THANCHANOK SURENGRIT: ISOLATION OF BACTERIAL CONSORTIUM FROM 
AQUATIC PLANT ROOTS AND IMMOBILIZATION ON COCKLE SHELL AND WATER 
MIMOSA SPONGE FOR BIOREMEDIATION OF DIESEL-CONTAMINATED WATER. 
ADVISOR: ASST. PROF.KOBCHAI PATTARAGULWANIT, Dr.rer.nat.{, 145 pp. 

Bacterial consortium TS1 was isolated from water hyacinth roots (Eichhornia 
crassipes), collected from diesel-contaminated fresh water. TS1 could utilize 84.78% of 1% 
diesel within 7 days. TS1 was immobilized on cockle shells and water mimosa sponges by 
adsorption method. Scanning electron microscope (SEM) revealed bacterial cells attached 
on the surface of shells and water mimosa sponges. The shell and water mimosa sponges 
immobilized cells could degrade 1% diesel 97.05% and 96.26% within 7 days, respectively. 
PCR-DGGE showed that TS1 was present on both carriers as well as in culture media. The 
sterile shells and water mimosa sponges could absorb diesel 30% and 70%, respectively. 
After 7 days, water mimosa sponges were decomposed but shells were not biodegradable. 
Factor affecting immobilization and diesel degradation revealed that the optimum of 
initial cell concentration, immobilization time and cockle shell size were 6 log CFU/mL for 
30 minutes and 5x5 millimeter, respectively. The immobilized cell could degrade 1%, 3% 
and 5% diesel in liquid medium significantly more than free cells and could be reused 
more than 5 cycles. The immobilized cells kept in plastic zip lock bag at 4OC for 2 months 
remained active for diesel degradation. Moreover, the immobilized cell could degrade 1% 
diesel in liquid media which was 20-fold of shell weight. TS1 consisted 
of  Pseudomonas aeruginosa,  Stenotrophomonas sp., Ochrobactrum sp., 
Microbacterium sp.,  Shinella sp.,  Pusillimonas sp. and  Pseudomonas sp. Individual 
bacterial strains were significantly less capable of diesel degradation than bacterial 
consortium TS1. 
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บทที่ 1  
 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ดีเซลเป็นสํวนหนึ่งของน้้ามันดิบที่ได๎จากโรงกลั่นน้้ามัน (Ameen และคณะ, 2016) สํวนใหญํ
ประกอบด๎วยไฮโดรคาร์บอนที่เป็นสาย (aliphatic hydrocarbons) ที่มีจ้านวนคาร์บอนระหวําง      
9-23 อะตอม    และสารประกอบที่เป็นวงอะโรมาติก (aromatic compounds) อีกหลายชนิด 
(Nwinyi และคณะ, 2014)    ดีเซลใช๎ประโยชน์ในภาคการขนสํง    เป็นเชื้อเพลิงที่ส้าคัญส้าหรับ
รถยนต์ เรือ และรถไฟ (Nanaki และ Koroneos, 2012)         

ในประเทศไทยมีพ้ืนที่ที่มีความเสี่ยงตํอการรั่วไหลของน้้ามันสูงมาก ได๎แกํ บริเวณแมํน้้า
เจ๎าพระยา ชายฝั่งศรีราชา บริเวณปากแมํน้้าเจ๎าพระยาถึงชายฝั่งด๎านตะวันออกของอําวไทยตอนบน
ถึงอําวบ๎านดอน จังหวัดสุราษฎร์ธานี (กรมควบคุมมลพิษ, 2559)    การรั่วไหลของดีเซลสูํสิ่งแวดล๎อม
อาจเกิดจากอุบัติเหตุหรือจากการกระท้าของมนุษย์       ตัวอยํางเหตุการณ์การปนเปื้อนดีเซลลง
แหลํงน้้าจืดเชํน    เมื่อวันที่ 6 มิถุนายน 2557 เกิดอุบัติเหตุเรือบรรทุกดีเซลชื่อ "พรสมุทรนาวา 5" 
ลํมกลางแมํน้้าเจ๎าพระยา บริเวณทําน้้าปากคลองสาน เกิดคราบน้้ามันขยายเป็นวงกว๎างประมาณ    
20 เมตร (ขําวสดออนไลน์, 2557)    ดีเซลที่รั่วไหลกํอให๎เกิดมลพิษในอากาศ ดิน และแหลํงน้้า     
สํงผลตํอสิ่งมีชีวิตที่อาศัยในแหลํงนั้น     ตัวอยํางเชํน     สัตว์น้้าอาจกินน้้ามันเข๎าไปและสะสมใน
เนื้อเยื่อ    ไขํปลาบางชนิดไมํสามารถฟักเป็นตัวได๎ เป็นต๎น ดีเซลยังสามารถสะสมในหํวงโซํอาหารได๎ 
สํงผลกระทบกับสุขภาพมนุษย์เชํนกัน    ตัวอยํางเชํน    การบริโภคอาหารทะเลที่มีการสะสมสารพิษ
ของน้้ามันซึ่งเป็นอันตรายกับสุขภาพ    ท้าให๎เกิดอาการคลื่นไส๎ เวียนศีรษะ เป็นต๎น (Chang และ
คณะ, 2014)    ดังนั้นการบ้าบัดดีเซลที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล๎อมจึงมีความส้าคัญและจ้าเป็นที่ต๎อง
ด้าเนินการ 

การบ้าบัดดีเซลในสิ่งแวดล๎อมสามารถท้าได๎โดยใช๎วิธีทางกายภาพ เคมีและชีวภาพ ดังนี้ 
1. วิธีทางกายภาพ    เป็นวิธีทั่วไปที่ใช๎ควบคุมการแพรํกระจายของน้้ามันในแหลํงน้้า    นิยม

ใช๎ทุํนลอย (barrier) หรือวัสดุดูดซับชนิดตําง ๆ    วิธีนี้ไมํเปลี่ยนแปลงสมบัติทางกายภาพและเคมีของ
น้้ามัน    จึงไมํสามารถบ้าบัดน้้ามันดีเซลให๎หมดไปได๎     แตํเป็นการเคลื่อนย๎ายน้้ามันออกจากบริเวณ
หนึ่งไปอีกบริเวณหนึ่ง    วิธีนี้มีราคาแพงและจ้าเป็นต๎องน้าวัสดุดูดซับที่มีน้้ามัน    ไปบ้าบัดตํอด๎วย  
วิธีอ่ืน    สํวนวิธีการเผากํอให๎เกิดมลพิษทางอากาศและอาจเกิดสารที่เหลือจากการเผาไหม๎ (Dave 
และ Ghaly, 2011; Lin และคณะ, 2014) 

http://morning-news.bectero.com/tags/698/%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B8%AD.html
http://morning-news.bectero.com/tags/3337/%E0%B8%A5%E0%B9%88%E0%B8%A1.html
http://morning-news.bectero.com/tags/5281/%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%A2%E0%B8%B2.html
http://morning-news.bectero.com/tags/972/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%99.html
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2. วิธีทางเคมี    วิธีนี้จะใช๎รํวมกับวิธีทางกายภาพ     เพ่ือจ้ากัดวงการแพรํกระจายของน้้ามัน           
โดยใช๎สารเคมีที่สามารถเปลี่ยนคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของน้้ามันได๎ เชํน การเติม                 
สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ (synthetic surfactant)    แตํอาจเกิดผลกระทบกับสิ่งมีชีวิตในน้้า 
(Dave และ Ghaly, 2011) 

3. วิธีทางชีวภาพ (bioremediation)    คือ    การใช๎สิ่งมีชีวิตในการก้าจัดหรือลด           
ความเป็นพิษของสารปนเปื้อน เชํน พืช แบคทีเรีย รา ยีสต์ เป็นต๎น (Dellagnezze และคณะ, 2014)    
เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพ ราคาถูก และเป็นมิตรกับสิ่งแวดล๎อม (Liu และคณะ, 2011)    การบ้าบัด
ด๎วยวิธีนี้มี 2 รูปแบบ    ได๎แกํ    การกระตุ๎นให๎แบคทีเรียประจ้าถิ่นท้างานได๎ดีขึ้น (biostimulation) 
เป็นวิธีการบ้าบัดโดยการเติมสารอาหารหรือปรับสภาวะที่จ้าเป็นในการเจริญของจุลินทรีย์ในพ้ืนที่            
ที่มีการปนเปื้อน    การเติมธาตุอาหารที่จ้าเป็น ได๎แกํ ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส หรือการเพ่ิมออกซิเจน  
การปรับ pH เพ่ือชํวยเพ่ิมจ้านวนจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายดีเซลให๎มากขึ้นและลดระยะเวลา      
ในการบ้าบัดให๎น๎อยลง (Kavamura และ Esposito, 2010) วิธีการเติมจุลินทรีย์ 
(bioaugmentation) เป็นวิธีการบ้าบัดโดยการเติมจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการยํอยสลายดีเซล
ลงในพ้ืนที่ปนเปื้อน     เหมาะกับพ้ืนที่ที่มีจุลินทรีย์น๎อยหรือจุลินทรีย์ประจ้าถิ่นไมํสามารถยํอยสลาย
สารปนเปื้อนได๎    จุลินทรีย์ที่เติมลงไปอาจเป็นแบคทีเรียเพียงชนิดเดียวหรือกลุํมแบคทีเรีย        
(Tyagi และคณะ, 2011)    การใช๎กลุํมแบคทีเรียมีประสิทธิภาพในการยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนและ
สารเคมีชนิดตําง ๆ ได๎ดีกวําและรวดเร็วกวําการใช๎แบคทีเรียเพียงชนิดเดียว    เนื่องจากแบคทีเรีย
ชนิดหนึ่งสามารถน้าสารตัวกลาง ( intermediate) ที่ เกิดขึ้นจากการยํอยสลายจากแบคทีเรีย           
อีกชนิดหนึ่งไปใช๎ได๎ ท้าให๎ระบบการบ้าบัดทางชีวภาพเกิดขึ้นอยํางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากขึ้น 
(Das และ Dash, 2014)  

แม๎วําการใช๎แบคทีเรียเพียงชนิดเดียวหรือกลุํมแบคทีเรียจะสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพ            
ในการยํอยสลายดีเซลได๎    แตํยังคงมีข๎อจ้ากัดกลําวคือ    การเติมแบคทีเรียเพียงชนิดเดียวหรือ               
กลุํมแบคทีเรียตํางถิ่นลงในสิ่งแวดล๎อมใหมํอาจเกิดการแขํงขันกับจุลินทรีย์ประจ้าถิ่น    และการเติม
จุลินทรีย์ในรูปแบบเซลล์อิสระยังมีข๎อจ้ากัด เชํน เซลล์ที่เติมลงในแหลํงน้้าถูกเจือจาง    เซลล์ไมํทน
ตํอสารพิษความเข๎มข๎นสูง เป็นต๎น (Liu และคณะ, 2015)    ดังนั้นการตรึงจุลินทรีย์กับวัสดุจะชํวยให๎
จุลินทรีย์มีที่ยึดเกาะ    สามารถเพ่ิมจ้านวนได๎    ทนตํอสารพิษมากขึ้น    ลดการสูญเสียเซลล์    
เซลล์มีความเสถียรและรอดชีวิตได๎    เนื่องจากวัสดุตรึงจะชํวยปกปูองเซลล์จากการสัมผัสกับสารพิษ
โดยตรง (Martins และคณะ, 2013)    นอกจากนี้ยังมีข๎อดีคือ ปกปูองเซลล์จากสภาพแวดล๎อม       
ที่ไมํเหมาะสม    สะดวกตํอการแยกออกมาจากแหลํงที่บ้าบัด    สามารถน้าจุลินทรีย์กลับมาใช๎ซ้้า      
ได๎หลายครั้ง    ลดคําใช๎จํายในการบ้าบัด    และสะดวกตํอการเก็บรักษาเซลล์เป็นเวลานานโดยที่
เซลล์ไมํสูญเสียความสามารถในการยํอยสลาย    วัสดุที่ใช๎ตรึงมีหลายชนิดทั้งวัสดุทางชีวภาพและ 
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วัสดุสังเคราะห์ เชํน แอลจิเนต ใยฝูาย (cotton fiber) เป็นต๎น (Lin และคณะ, 2014; Martins และ
คณะ, 2013)    วัสดุที่เหมาะสมกับการตรึงและการบ้าบัดน้้าที่ปนเปื้อนสารพิษควรเป็นวัสดุที่        
ไมํละลายน้้า ไมํเป็นพิษ หาได๎งําย ราคาถูก มีรูพรุน และให๎ประสิทธิภาพในการตรึงแบคทีเรียที่ดี    
อีกท้ังมีความเหมาะสมกับวิธีการตรึงที่เลือกใช๎ (Martins และคณะ, 2013) 

ปัจจุบันนักวิทยาศาสตร์มีความสนใจในการเลือกใช๎วัสดุทางธรรมชาติมาตรึงจุลินทรีย์เพ่ิมขึ้น 
เพ่ือความเป็นมิตรตํอสิ่งแวดล๎อม    เนื่องจากวัสดุธรรมชาติจะสลายตัวได๎เองเมื่อเวลาผํานไป เชํน 
การใช๎ใยบวบหรือฟางข๎าวเป็นวัสดุตรึง (สุธาวัลย์ ดีสวัสดิ์, 2550) อยํางไรก็ตามการบ้าบัดดีเซลในน้้า
ควรใช๎วัสดุตรึงที่ไมํละลายน้้า    เนื่องจากวัสดุตรึงที่สลายตัวได๎จะท้าให๎แหลํงน้้าเนําเสียเพ่ิมขึ้น    
วัสดุที่มักใช๎ในการบ้าบัดน้้าปนเปื้อนสารพิษ ได๎แกํ แอลจิเนต คาราจีแนน พอลิไวนิลแอลกอฮอล์ 
(PVA) (Martins และคณะ, 2013) 

มีรายงานการวิจัยที่ใช๎เปลือกหอยเป็นวัสดุตรึง    ตัวอยํางเชํน    Simons และคณะ (2013)       
ได๎ตรึงกลุํมแบคทีเรียบนแอลจิเนตและเศษเปลือกหอยแมลงภูํเพ่ือยํอยสลาย weathered oil        
ความเข๎มข๎น 10 กรัมตํอลิตรในน้้าทะเล    พบวํา    การตรึงกลุํมแบคทีเรียบนเศษเปลือกหอยแมลงภูํ
และเติมสารอาหาร    สามารถยํอยสลายไฮโดรคาร์บอน C32 - C40 ได๎ 75±14% หลังจาก 12 สัปดาห์
ในขณะที่การตรึงกลุํมแบคทีเรียบนแอลจิเนตสามารถยํอยสลายได๎เพียง 20±14 %    หรือการตรึง
กลุํมแบคทีเรียบนวัสดุเหลือใช๎จากพืช    ตัวอยํางเชํน   สุธาวัลย์ ดีสวัสดิ์ (2550)    ได๎ตรึงกลุํม
แบคทีเรีย RRM-V3 บนนมผักกระเฉดที่ไมํปลอดเชื้อ    จากนั้นน้ามาทดสอบประสิทธิภาพในการยํอย
สลายไพรีนและฟีแนนทรีนที่ความเข๎มข๎นสุดท๎ายชนิดละ 0.05 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร พบวํา          
กลุํมแบคทีเรียตรึงสามารถลดปริมาณไพรีนและฟีแนนทรีนได๎อยํางรวดเร็วภายใน 3 วัน จนเหลือ 
26.5% และ 2.1% ตามล้าดับ 

หอยแครงเป็นหอยทะเลชนิดหนึ่ง    ซึ่งเป็นที่นิยมบริโภคในเอเชียตะวันออกเฉียงใต๎          
จึงมีเปลือกหอยเกิดขึ้นอยูํมากมาย    เปลือกหอยประกอบด๎วยแคลเซียมคาร์บอเนต (Bharatham 
และคณะ, 2014; Othman และคณะ, 2013)    และมีลักษณะผิวขรุขระนําจะเหมาะกับการน้ามา
ตรึงเซลล์  

นมผักกระเฉดมีสีขาว    ลักษณะคล๎ายฟองน้้า    เป็นเนื้อเยื่อแอเรนไคมา (aerenchyma 
tissues)    ที่ล๎อมรอบต๎นผักกระเฉด    ชํวยพยุงให๎ผักกระเฉดลอยน้้าได๎ (Bhunia และ Mondal, 
2012)    และมีรูพรุนจึงนําจะเหมาะกับการน้ามาตรึงเซลล์ 
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ดังนั้นงานวิจัยนี้มุํงคัดแยกกลุํมแบคทีเรียที่สามารถยํอยสลายดีเซลจากรากพืชน้้าจืด          
จากแหลํงน้้าที่คาดวํามีการปนเปื้อนดีเซล     ตรึงกลุํมแบคทีเรียดังกลําวบนวัสดุทางธรรมชาติ    
ได๎แกํ เปลือกหอยแครงและนมผักกระเฉด    ทดสอบการยํอยสลายดีเซล    ติดตามการเปลี่ยนแปลง
ประชากรโดยวิธี PCR-DGGE    รวมทั้งทดสอบการแปรผันปัจจัยตําง ๆ ที่มีผลตํอความสามารถ       
ในการยํอยสลายดีเซลของกลุํมแบคทีเรียตรึง 

  
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยแครงและนมผักกระเฉด         
ในการบ้าบัดน้้าปนเปื้อนดีเซล 
 
1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 สามารถใช๎กลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยแครงและนมผักกระเฉดเพ่ือบ้าบัดน้้าที่ปนเปื้อน
ดีเซล 
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บทที่ 2  
 

ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 ดีเซล 

ดีเซลเป็นน้้ามันที่ได๎จากการกลั่นน้้ามันดิบ    ที่มีชํวงอยูํระหวํางน้้ามันเคโรซีน (kerosene) 
และน้้ามันหลํอลื่น (lubricating oil)    ดีเซลมีจุดเดือดอยูํในชํวง 275 - 400 องศาเซลเซียส                   
(Yasin และคณะ, 2012)    มีสํวนประกอบหลักคือไฮโดรคาร์บอนที่มีโครงสร๎างเป็นสาย    
(aliphatic hydrocarbons)    มีจ้านวนคาร์บอนระหวําง 9 - 23 อะตอม    มีอัลเคนโซํกิ่งหลายชนิด 
(branched alkanes)    และสารประกอบที่เป็นวงอะโรมาติก (aromatic compound)            
อีกหลายชนิด (Luo และคณะ, 2015; Nwinyi และคณะ, 2014)    และยังมีฟีนอล (phenol) และ 
สารประกอบเฮเทอโรไซคลิก (heterocyclic compounds) ที่มีไนโตรเจนและซัลเฟอร์             
เป็นสํวนประกอบ  อีกทั้งมีโลหะหนักที่มักพบในดีเซลคือทองแดงและนิกเกิล    ซึ่งสารประกอบ
เหลํานี้ล๎วนมีความเป็นพิษกับสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดล๎อม (Santos และคณะ, 2013)     

ดีเซลถูกน้ามาใช๎เป็นเชื้อเพลิงของรถบรรทุก เรือเดินสมุทร และรถไฟ (Nanaki และ 
Koroneos, 2012)    ดีเซลที่มีจ้าหนํายในปัจจุบันนี้แบํงออกได๎เป็น 2 ประเภท คือ 

1. น้้ามันดีเซลหมุนเร็ว (high speed diesel oil) มีชื่อเรียกอ่ืน ๆ อีก เชํน น้้ามันโซลา           
แก๏สออยล์ เป็นต๎น    เหมาะส้าหรับใช๎เป็นเชื้อเพลิงในเครื่องยนต์ดีเซลหมุนเร็วมีความเร็วรอบสูงกวํา 
1,000 รอบตํอนาที    ได๎แกํ รถปิคอัพ รถบรรทุก รถโดยสาร รถแทรกเตอร์ เรือประมง และเครื่อง
ก้าเนิดไฟฟูาบางชนิด (แผนกวิชาการน้้ามัน, 2552) 

2. น้้ามันดีเซลหมุนช๎า (low speed diesel oil) อาจเรียกอีกชื่อหนึ่งวํา น้้ามันขี้โล๎     
เหมาะส้าหรับใช๎เป็นเชื้อเพลิงในเครื่องยนต์ดีเซลหมุนปานกลาง (ระหวําง 300 - 1,000 รอบตํอนาที) 
และเครื่องยนต์ดีเซลหมุนช๎า (ต่้ากวํา 300 รอบตํอนาที)    เชํน เครื่องยนต์ดีเซลขนาดใหญํที่ใช๎กับ
เรือประมง เรือเดินสมุทรและเครื่องก้าเนิดไฟฟูาขนาดใหญํ (แผนกวิชาการน้้ามัน, 2552) 

ดีเซลมีคุณสมบัติละลายน้้าได๎น๎อยเนื่องจากมีสารประกอบไฮโดรคาร์บอนอ่ิมตัวที่มี        
มวลโมเลกุลต่้า (Kauppi และคณะ, 2011)    เมื่อเกิดการเผาไหม๎ที่ไมํสมบูรณ์ท้าให๎เกิดเขมําควัน    
ซึ่งสารในเขมําควันบางชนิดเป็นสารกํอมะเร็งและสํงผลเสียตํอสิ่งแวดล๎อม     เชํน    ไนโตรเจน
ออกไซด์ (nitrogen oxide; NOx) ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ (sulfur dioxide; SO2)    เป็นต๎น             
ดีเซลหมุนเร็วที่มีคุณภาพดีจะมีก้ามะถันในปริมาณต่้า (Yasin และคณะ, 2012) 
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กรมธุรกิจพลังงานได๎ก้าหนดลักษณะและคุณภาพของดีเซลที่จ้าหนํายในประเทศไทย          
ไว๎ดังตารางที่ 2.1 

 
ตารางที่ 2.1 ประกาศกรมธุรกิจพลังงาน เรื่องก าหนดลักษณะและคุณภาพของน้ ามันดีเซล          
พ.ศ. 2556  
 

ข๎อก้าหนด 
ดีเซล 

หมุนเร็ว หมุนช๎า 
ความถํวงจ้าเพาะ (ที่ 15.6 องศาเซลเซียส) 0.81 - 0.87 <0.92 

ความหนืด   (cSt) 1.8 - 4.1 <8.0 
จ้านวนซีเทน  >50 >45 

ก้ามะถัน   (ร๎อยละโดยน้้าหนัก) <0.005 <1.5 

Oxidation Stability (g/m3) <25 - 
น้้าและตะกอน   (ร๎อยละโดยปริมาตร) <0.05 <0.3 

จุดวาบไฟ   (องศาเซลเซียส) >52 >52 

การกลั่น (องศาเซลเซียส)  
อุณหภูมิของสํวนที่กลั่นได๎โดยปริมาตรในอัตราร๎อยละ 90 

<357 - 

โพลีไซคลิก อะโรมาติก ไฮโดรคาร์บอน   (ร๎อยละโดยน้้าหนัก) <11 - 

สี * เหลือง น้้าตาล 

ปริมาณไบโอดีเซลประเภทเมทิลเอสเตอร์ของกรดไขมัน  
(ร๎อยละโดยปริมาตร) ** 

6.5-7 - 

 
* ดูข๎อก้าหนดอ่ืน ๆ เพ่ิมเติมได๎ ในประกาศกรมธุรกิจพลังงาน เรื่องก้าหนดลักษณะและคุณภาพของ
น้้ามันดีเซล พ.ศ. 2556  
** ประกาศกรมธุรกิจพลังงาน เรื่องก้าหนดลักษณะและคุณภาพของน้้ามันดีเซล (ฉบับที่ 6)            
พ.ศ. 2558 
- คือ ไมํระบุข๎อก้าหนด 
ที่มา : กรมธุรกิจพลังงาน (http://www.taia.or.th/home/media/file/550351393067586.pdf, 
สืบค๎นเมื่อ 7 เมษายน 2559) 

 

http://www.taia.or.th/home/media/file/550351393067586.pdf,%20สืบค้น
http://www.taia.or.th/home/media/file/550351393067586.pdf,%20สืบค้น


 

 

7 

ดีเซลถูกน้ามาใช๎ในด๎านอุตสาหกรรมการขนสํงทั้งทางบกและทางน้้า   จึงท้าให๎ความต๎องการ
ในการใช๎ดีเซลมีมากขึ้น    จากสถิติปริมาณน้้ามันเชื้อเพลิงที่ผู๎ค๎าจ้าหนํายน้้ามันให๎ลูกค๎าจ้าแนก         
ตามชนิดน้้ามันเชื้อเพลิงทั่วประเทศไทย ตั้งแตํพ.ศ. 2554-2558 ของกรมธุรกิจพลังงาน กระทรวง
พลังงาน    แสดงให๎เห็นวํา    ความต๎องการการใช๎ดีเซลหมุนเร็วมีแนวโน๎มเพ่ิมสูงขึ้นอยํางตํอเนื่อง 
ตั้งแตํปีพ.ศ. 2554 ที่จ้าหนํายดีเซลประมาณ 18 พันล๎านลิตร และในปีพ.ศ. 2558 สามารถจ้าหนําย
ได๎ประมาณ 21 พันล๎านลิตร    ดังแสดงในตารางที่ 2.2  
 
ตารางท่ี 2.2 สถิติปริมาณน้ ามันเชื้อเพลิงบางชนิดที่ผู้ค้าจ าหน่ายน้ ามันให้ลูกค้าทั่วประเทศไทย 
ตั้งแต่พ.ศ. 2554-2558 
 

ชนิดน้ ามัน
เชื้อเพลิง 

2554 2555 2556 2557 2558 

เบนซิน - - 616,221.19 498,186.31 501,770.91 
ดีเซลหมุน
เร็ว 

18,070,047.72 20,021,890.76 20,404,522.45 20,562,890.56 21,368,108.79 

น้้ามันเตา 2,455,918.02 2,363,322.06 2,154,893.26 2,073,581.09 2,043,012.80 

แก๏สโซฮอล์    
อี 20 

221,650.31 366,648.66 962,730.82 1,344,037.14 1,510,809.14 

แก๏สโซฮอล์  
อี 85 

9,094.94 35,739.67 140,566.48 334,038.14 317,460.31 

* ตัวเลขที่แสดงมีหนํวยเป็นพันลิตร 
 
ที่มา : ส้านักงานสถิติแหํงชาติ (http://service.nso.go.th/nso/web/statseries/statseries17 
.html, สืบค๎นเมื่อ 14 มิถุนายน 2559) 
 
 
 
 
 
 
 

http://service.nso.go.th/nso/web/statseries/statseries17.html,%20สืบค้น
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2.2 สถานการณ์การปนเปื้อนดีเซล 

 การปนเปื้อนดีเซลเกิดขึ้นจากอุบัติเหตุ    เชํน เรือบรรทุกน้้ามันอับปาง เป็นต๎น    หรือเกิด
จากกิจกรรมตําง ๆ ของมนุษย์    เชํน การท้าความสะอาดถังบรรจุดีเซล เป็นต๎น (Zhang และคณะ, 
2014)    มีรายงานการปนเปื้อนดีเซลในแหลํงน้้าทั้งน้้าทะเลและน้้าจืดบํอยครั้ง    ตัวอยํางเชํน 

 Woolfenden และคณะ (2011)    พบการปนเปื้อนดีเซลและน้้ามันหลํอลื่นในดินตะกอนที่
แอนตาร์กติก ซึ่งเป็นน้้ามันทั้งสองชนิดถูกน้ามาใช๎ในยานพาหนะขนสํงและเครื่องจักรตําง ๆ  

Zhang และคณะ (2013)   พบการปนเปื้อนดีเซลในแมํน้้าหวงผูํและแมํน้้าแยงซี    ซึ่งเป็น
แหลํงน้้าจืดที่ส้าคัญของเซียงไฮ๎และพบดีเซลตกค๎างที่ชายฝั่ง    สาเหตุเกิดจากเรือปลํอยน้้ามันสูํ 
แหลํงน้้า  

Xiong และคณะ (2014)   รายงานวํา ในแตํละปีจะมีปิโตรเลียมประมาณ 
287,280,000 ลิตรรั่วไหลลงสูํแหลํงน้้าของอเมริกาเหนือ    ในจ้านวนนี้เป็นน้้ามันเชื้อเพลิง 48% 
น้้ามันดิบ 29%    และ 25% ของอุบัติเหตุการรั่วไหลของน้้ามันในประเทศแคนาดาคือ การรั่วไหล
ของดีเซล 

Karthika และคณะ (2014)    รายงานวํา การรั่วไหลของน้้ามันสํวนใหญํเกิดขึ้นที่
สหรัฐอเมริกาและอาหรับ 

Milinkovitch และคณะ (2015)    รายงานวํา การขนสํงทางเรือที่เพ่ิมมากขึ้นอาจท้าให๎      
มีน้้ามันรั่วไหลสูํมหาสมุทรอาร์กติกมากขึ้น    และการใช๎ใช๎ดีเซลแทนน้้ามันเชื้อเพลิงที่มีมวลโมเลกุล
สูงจะเป็นพิษกับสิ่งมีชีวิตในน้้าเพราะมี PAH ในปริมาณท่ีมากกวํา 

Onur และคณะ (2015)    รายงานวํา พบดีเซลปนเปื้อนในแมํน้้าคิซิเลอมัค (Kızılırmak 
river) บริเวณที่ใกล๎กับโรงกลั่นน้้ามันในประเทศตุรกี 

Sagerup และคณะ (2016)    รายงานวํา อุบัติเหตุน้้ามันรั่วไหลที่ชายฝั่งนอร์เวย์สํวนใหญํจะ
เป็นการรั่วไหลของดีเซลและเบนซินในปริมาณไมมํากนักแตํเกิดขึ้นบํอยครั้ง 

ประเทศไทยมีรายงานเหตุการณ์ดีเซลปนเปื้อนในแหลํงน้้าจืดและน้้าทะเลบํอยครั้ง             
ทั้งอุบัติเหตุจากรถขนสํงและเรือบรรทุกน้้ามัน    ตัวอยํางเชํน    เมื่อวันที่ 6 มิถุนายน พ.ศ. 2557 
เกิดอุบัติเหตุเรือบรรทุกน้้ามันดีเซลชื่อวํา "พรสมุทรนาวา 5"    ลํมกลางแมํน้้าเจ๎าพระยาบริเวณทําน้้า
ปากคลองสาน    เบื้องต๎นพบคราบน้้ามันขยายเป็นวงกว๎างประมาณ 20 เมตร (ขําวสดออนไลน์, 
2557)    และจากการรวบรวมสถิติของกรมเจ๎าทํา พ.ศ. 2550 – 2555 พบวํา มีอุบัติเหตุที่ท้าให๎เกิด
การรั่วไหลของดีเซลในปริมาณตําง ๆ ซึ่งจะพบในจังหวัดที่มีพ้ืนที่ติดกับบริเวณชายฝั่งทะเลหรือแมํน้้า    
ดังตารางที่ 2.3  
 

http://morning-news.bectero.com/tags/698/%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B8%AD.html
http://morning-news.bectero.com/tags/698/%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B8%AD.html
http://morning-news.bectero.com/tags/972/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%99.html
http://morning-news.bectero.com/tags/3337/%E0%B8%A5%E0%B9%88%E0%B8%A1.html
http://morning-news.bectero.com/tags/5281/%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%A2%E0%B8%B2.html
http://morning-news.bectero.com/tags/972/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%99.html
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ตารางท่ี 2.3 สถิติเหตุการณ์ดีเซลรั่วไหล ณ สถานที่ต่าง ๆ ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2550 – 2555         
 

ปี ชนิดน้ ามัน ปริมาณที่รั่วไหล เหตุการณ์ สถานที ่

2550 ดีเซล 20 ลิตร เรือสนับสนุน 
การย๎ายทุํน L-88  
ที่ก้าลังปฏิบัติงานย๎าย
ทุํน SBM 

บริเวณโครงการนางนวล 
นอกชายฝั่งจังหวัดชุมพร 
ของบริษัท ปตท. ส้ารวจ
และผลิตปิโตรเลียม จ้ากัด 
(มหาชน) 

ดีเซล 9,000 ลิตร รถบรรทุกน้้ามัน 
ของบริษัท บางขัน 
ปิโตรเลียม  
เกิดอุบัติเหตุ  

น้้ามันรั่วไหลลงคลองชะเมา 
จังหวัดนครศรีธรรมราช 

ดีเซลและ
น้้ามันเตา 

20,000 ลิตร เรือบรรทุกแก๏สของ
บริษัท เวิร์ลไวด์ ทราน
สปอร์ต จ้ากัด อับปาง 

บริเวณหํางจากชายฝั่ง 
อ้าเภอสทิงพระ ประมาณ  
6 ไมล์ทะเล จังหวัดสงขลา 

2552 ดีเซล 7,000 ลิตร เรือล้าเลียง 
ทํอนซุงจม 

บริเวณทะเลในเขต 
จังหวัดพังงา 

2553 ดีเซล (B5) 40,000 ลิตร เรือบรรทุกน้้ามันชื่อ 
ส.โชคถาวร 6 จม 

หํางจากเกาะราชาใหญํ 
ทางด๎านตะวันออก 
ประมาณ 4 ไมล์ทะเล 
จังหวัดภูเก็ต 

ดี เ ซ ล แ ล ะ
น้้ามันเครื่อง 

ไมํทราบปริมาณ เรือ ข.2 ของ 
กรมเจ๎าทํา 

บริเวณปลายทําเทียบเรือ 
ของศูนย์ฝึกพาณิชย์นาวี 
จังหวัดสมุทรปราการ 

2555 ดีเซล (น้้า
ปนน้้ามัน) 

ไมํทราบปริมาณ เรือบรรทุกน้้ามันชื่อ 
VENUS 20 ลักลอบ
ปลํอยน้้ามัน 

บริเวณทางทิศตะวันออก
ของเกาะสมุยหํางฝั่ง
ประมาณ 22 ไมล์ทะเล 

 
ที่มา : กรมเจ๎าทํา (http://www.md.go.th/md2/index.php/2014-01-19-05-02-28/2014-01-
19-05-14-13/2014-01-19-06-02-02/-oil-spill, สืบค๎นเมื่อ 20 พฤษภาคม 2559) 

http://www.md.go.th/md2/index.php/2014-01-19-05-02-28/2014-01-19-05-14-13/2014-01-19-06-02-02/-oil-spill,%20สืบค้น
http://www.md.go.th/md2/index.php/2014-01-19-05-02-28/2014-01-19-05-14-13/2014-01-19-06-02-02/-oil-spill,%20สืบค้น
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2.3 ผลกระทบของดีเซลต่อสิ่งแวดล้อม 

เนื่องจากดีเซลมีประโยชน์ในภาคการขนสํง    เป็นเชื้อเพลิงที่ส้าคัญส้าหรับรถยนต์ เรือ   
และรถไฟ    จึงอาจเกิดการรั่วไหลสูํสิ่งแวดล๎อม    ทั้งที่เกิดจากอุบัติเหตุหรือเกิดจากกิจกรรมตําง ๆ        
ของมนุษย์    กํอให๎เกิดมลพิษในอากาศ ดิน แหลํงน้้าผิวดินและแหลํงน้้าใต๎ดิน (Zhang และคณะ, 
2014)    ซึ่งเป็นอันตรายตํอมนุษย์ สัตว์น้้า นกน้้า และพืช (Agamuthu และ Darasnia, 2013)  

 
2.3.1 ผลกระทบของดีเซลต่อดิน 

เมื่อดีเซลเกิดการรั่วไหลลงสูํดินจะมีผลกับพืช    โดยชะลอการเจริญของรากและล้าต๎น     
ของพืช    เนื่องจากดินที่ปนเปื้อนดีเซลเป็นพิษกับพืช    และเกิดสภาวะที่ไมํเหมาะสมกับดินโดยดีเซล
จะเข๎าไปแทนที่ชํองอากาศในดิน     ท้าให๎อากาศ น้้าและสารอาหารไมํสามารถผํานเข๎าไปในชํองวําง
ระหวํางดินได๎    อาจสํงผลให๎อัตราการงอกของเมล็ดพืชลดลง    เนื่องจากฟิล์มของไฮโดรคาร์บอน        
ที่ เ คลื อบผิ วของ เมล็ ด พืชจะปูองกันการ ถํ าย เทน้้ าและอากาศของ เ อ็มบริ โอ  ( embryo)                 
สํวนผลกระทบในระดับเซลล์พบวํา    คลอโรฟิลล์ของพืชที่สัมผัสกับดีเซลจะถูกท้าลาย    นอกจากนี้
ยังพบการผลิตไฟโตฮอร์โมนที่เกี่ยวข๎องกับสภาวะกดดัน (stress-related phytohormones)             
เพ่ิมมากขึ้นและการสะสมสารพิษในเนื้อเยื่อพืชมากขึ้น     สํงผลตํอขนาดของพืชที่ เล็กลง             
และการเจริญเติบโตของพืชลดลง (Graj และคณะ, 2013; Nikhil และคณะ, 2013) 

 

2.3.2 ผลกระทบของดีเซลต่อน้ า 

เมื่อดีเซลรั่วไหลสูํแหลํงน้้าจะลอยอยูํบนผิวน้้า    จึงสํงผลกระทบเพียงเล็กน๎อยกับสัตว์ที่
อาศัยอยูํใต๎น้้าที่ลึกมากๆ (subtidal species)    แตํจะสํงผลกระทบโดยตรงกับสิ่งมีชีวิตที่ต๎องสัมผัส
กับผิวน้้า    เชํน    สาหรํายเคลป์ (kelp) และหญ๎าทะเลบางชนิด    สัตว์เลี้ยงลูกด๎วยนมและนกน้้า
บางชนิดที่หากินในน้้าและต๎องโผลํขึ้นมาที่ผิวน้้าเพ่ือหายใจจะต๎องสัมผัสกับน้้ามัน    เมื่อสิ่งมีชีวิต
สัมผัสกับน้้ามัน กินน้้ามันเข๎าไป หรือสูดดมไอระเหยของน้้ามันจะเกิดความเป็นพิษในรูปแบบตําง ๆ 
เชํน การสะสมน้้ามันในเนื้อเยื่อ    น้้ามันสามารถท้าลายดีเอ็นเอได๎    สํงผลกระทบกับการท้างานของ
ระบบภูมิคุ๎มกัน    หัวใจท้างานผิดปกติ     ไขํของปลาฝุอ    ตัวอํอนของปลาตาย    นกน้้าสูญเสีย
ความสามารถในการลอยน้้าและขนนกสูญเสียความเป็นฉนวน    เป็นต๎น    มนุษย์ก็ได๎รับผลกระทบ
จากการรั่วไหลของน้้ามันทั้งทางตรงและทางอ๎อม ได๎แกํ การสูดดมไอระเหยของน้้ามันมีผลตํอสุขภาพ
โดยตรงและการรับประทานอาหารทะเลที่มีการสะสมสารพิษของน้้ามัน    ท้าให๎เกิดการเจ็บปุวย        
ตําง ๆ ตั้งแตํอาการเวียนศีรษะ คลื่นไส๎ ไปจนถึงเกิดมะเร็ง และมีผลกับระบบประสาทสํวนกลาง    
สารประกอบอินทรีย์ที่สามารถระเหยได๎ (volatile organic compounds; VOCs) สามารถท้าลาย        
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ดีเอ็นเอได๎อยํางรุนแรง ท้าให๎เกิดมะเร็ง ท้าลายระบบสืบพันธุ์และระบบประสาท    นอกจาก นี้        
การรั่วไหลของน้้ามันยังสํงผลกระทบทางอ๎อมด๎านเศรษฐกิจตํอชาวประมงที่ไมํสามารถจับปลา       
ในพ้ืนที่ที่มีน้้ามันรั่วไหลได๎ (Chang และคณะ, 2014)  

 
2.3.3 ผลกระทบของดีเซลในอากาศ 

การเผาไหม๎ของดีเซลท้าให๎เกิดไอเสีย    ซึ่งมีสารประกอบตําง ๆ กวําร๎อยชนิด    อีกทั้งยังมี
อนุภาคขนาดเล็ก ไอระเหย และสารอินทรีย์ที่เป็นพิษหลายชนิด    องค์การระหวํางประเทศเพ่ือ       
การวิจัยโรคมะเร็ง (International Agency for Research on Cancer; IARC) ได๎จัดให๎ไอเสีย      
จากการเผาไหม๎ของเครื่องยนต์ดีเซลเป็นสารกํอมะเร็งในกลุํมท่ี 1 คือ สารกํอมะเร็งในมนุษย์    โดยใช๎
ข๎อมูลของมนุษย์ สัตว์ และข๎อมูลจากการทดลอง    พบวํา 25% ของอนุภาคอันตรายทั้งหมด         
ในอากาศมาจากเครื่องยนต์ดีเซล    อนุภาคที่เกิดขึ้นจากการเผาไหม๎ของเครื่องยนต์ดีเซลร๎อยละ 30 
ของน้้าหนัก คือ สารประกอบอินทรีย์ทั้งสารประกอบที่มีขั้วและไมํมีขั้ว เชํน สารประกอบ PAH           
ชนิดตําง ๆ ซึ่งเป็นสารสํวนใหญํที่ปนเปื้อนในอากาศของตัวเมือง อีกทั้งสามารถเป็นสารกํอกลายพันธุ์
และสารกํอมะเร็ง    สารเคมีมากกวํา 40 ชนิดถูกจัดให๎เป็นสารปนเปื้อนในอากาศที่เป็นพิษ (toxic 
air contaminants; TACs) ในแคลิฟอร์เนีย    ซ่ึง TACs ประกอบด๎วยคาร์บอนมอนอกไซด์ ซัลเฟอร์      
ไดออกไซด์ สารหนู อะเซทัลดีไอด์ เบนซีน ฟอร์มัลดีไฮด์ ตะกั่วอนินทรีย์ สารประกอบแมงกานีส        
ชนิดตําง ๆ สารประกอบปรอทชนิดตําง ๆ เมทานอล ฟีนอล และสารประกอบไซยาไนด์ชนิดตําง ๆ    
การสัมผัสไอเสียจากดีเซลที่มีความเข๎มข๎นสูงอาจกํอให๎เกิดโรคระบบทางเดินหายใจ มีอาการอิดโรย 
การรับรู๎กลิ่นแยํลง ระคายเคืองตา จมูก และล้าคอ มีอาการปวดหัว งํวงซึม คลื่นไส๎ จุกเสียดท๎อง        
เกิดลิ่มเลือดเพ่ิมมากขึ้นและกระตุ๎นเกล็ดเลือด และสามารถท้าให๎เกิดมะเร็งปอดในมนุษย์ได๎ (Lawal 
และคณะ, 2016) 

จะเห็นได๎วําดีเซลมีความเป็นพิษตํอสิ่งมีชีวิตหลายชนิด    สามารถสะสมในหํวงโซํอาหารและ
สามารถถํายทอดมาสูํมนุษย์ทั้งทางตรงและทางอ๎อม    ดีเซลมีความเป็นพิษสูง     ดังนั้นจึงมี      
ความจ้าเป็นต๎องบ้าบัดดีเซลที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล๎อม 
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2.4 การบ าบัดดีเซลในสิ่งแวดล้อม 

การบ้าบัดดีเซลในสิ่งแวดล๎อมสามารถท้าได๎หลายวิธีทั้งวิธีทางกายภาพ เคมีและชีวภาพ 
(Dave และ Ghaly, 2011) ดังนี้ 

 
2.4.1 วิธีทางกายภาพ  

วิธีนี้นิยมใช๎เพ่ือควบคุมการรั่วไหลของน้้ามันในแหลํงน้้า    สํวนใหญํจะใช๎วัสดุที่สามารถกั้น            
การแพรํกระจายของน้้ามันโดยไมํเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของน้้ามัน    วัสดุที่
น้ามาใช๎ได๎แกํ บูม (boom)  สกิมเมอร์ (skimmer) และวัสดุดูดซับ (adsorbent materials)        
ดังแสดงในรูปที่ 2.1    วิธีเหลํานี้สามารถใช๎ได๎กับน้้ามันทุกชนิด    แตํมีข๎อเสียคือ ราคาแพง และ       
ต๎องใช๎เทคโนโลยีอ่ืนเข๎ามาชํวยก้าจัดน้้ามันที่ถูกก้าจัดออกแล๎ว (Dave และ Ghaly, 2011) 
 

  
รูปที่ 2.1 ลักษณะของบูม (A) สกิมเมอร์ (B) และวัสดุดูดซับสังเคราะห์ (C) (Dave และ Ghaly, 
2011) 

 
นอกจากนี้ดีเซลบางสํวนสามารถสลายตัวเมื่อโดนแสง (photodegradation) (Agamuthu 

และ Darasnia, 2013)    และยังมีวิธีการเผา (thermal remediation) แตํมีข๎อเสียคือ    การเผา
อาจสํงผลกระทบกับสัตว์น้้า คนและสิ่งแวดล๎อม    อีกทั้งปลํอยสารประกอบที่เป็นพิษหลังการเผาไหม๎
สูํบรรยากาศ    และสิ่งที่เหลือจากการเผาอาจมีความหนืดมากกวําสารดั้งเดิม (Dave และ Ghaly, 
2011) 

 
 
 

(A) (B) (C) 
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2.4.2 วิธีทางเคมี  

วิธีนี้ใช๎รํวมกับวิธีทางกายภาพเพ่ือปูองกันการแพรํกระจายของน้้ามันไปยังชายฝั่งและถิ่นที่อยูํ
อาศัยของสัตว์น้้า    โดยสารเคมีที่น้ามาใช๎จะเปลี่ยนสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของน้้ามัน 
ตัวอยํางเชํน    สารที่ท้าให๎น้้ามันแตกตัว (dispersants)     สารที่ท้าให๎น้้ามันแข็งตัว (solidifiers)    
เป็นต๎น   แตํสารเคมีที่น้ามาใช๎อาจเป็นอันตรายตํอสุขภาพของคนและสิ่งมีชีวิตในน้้า (Dave และ 
Ghaly, 2011) 
 

2.4.3 วิธีทางชีวภาพ  

วิธีทางชีวภาพ (bioremediation)    คือ    การใช๎สิ่งมีชีวิตในการก้าจัดหรือลดความเป็นพิษ
ของสารปนเปื้อน เชํน พืช แบคทีเรีย รา ยีสต์ เป็นต๎น (Dellagnezze และคณะ, 2014)    เป็นวิธีที่มี
ประสิทธิภาพ ราคาถูก และเป็นมิตรกับสิ่งแวดล๎อม (Liu และคณะ, 2011)   โดยจุลินทรีย์หลายชนิด
สามารถใช๎ไฮโดรคาร์บอนเป็นแหลํงคาร์บอนและแหลํงพลังงานเพียงแหลํงเดียวในการเจริญ    
หลังจากการยํอยสลายจะเกิดคาร์บอนไดออกไซด์ น้้าและชีวมวลของเซลล์    ซึ่งการยํอยสลายทาง
ชีวภาพของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนจะเรียงล้าดับตามการยํอยสลายจากงํายไปยากตามลักษณะ
โครงสร๎างของสาร เชํน  ไฮโดรคาร์บอนที่เป็นสายจะยํอยสลายได๎งํายกวําวงอะโรมาติก เป็นต๎น 
(Maliji และคณะ, 2013)    ตัวอยํางแบคทีเรียที่สามารถยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนในน้้า   เชํน    
Pseudomonas, Achromobacter, Acinobactor, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, 
Brevibacterium, Flavobacterium, Nocardia, Vibrio เป็นต๎น (Dave และ Ghaly, 2011) 

การบ้าบัดทางชีวภาพยังแบํงได๎เป็น 2 รูปแบบ ได๎แกํ  
ก) Biostimulation    เป็นการเติมสารอาหารหรือปรับสภาวะให๎เหมาะสมและจ้าเป็นกับ       

การเจริญของจุลินทรีย์ในพ้ืนที่ที่มีการปนเปื้อน    โดยสารอาหารที่เติมลงไปอาจเป็นสารอินทรีย์หรือ
สารอนินทรีย์ (Macaulay และ Rees, 2014)    ซึ่งสารอาหารที่จ้าเป็น ได๎แกํ ไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัส    หรือการเพ่ิมออกซิเจน    การปรับ pH เพ่ือชํวยกระตุ๎นจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลาย
น้้ามันให๎เพ่ิมจ้านวนมากขึ้นและลดระยะเวลาในการบ้าบัดให๎น๎อยลง (Kavamura และ Esposito, 
2010)    วิธีนี้เหมาะสมกับการบ้าบัดในดินและน้้า    สํวนใหญํจะใช๎ยํอยสลายอัลเคน BTEX และ 
PAHs (Macaulay และ Rees, 2014)    อีกทั้งเป็นวิธีที่ประหยัดคําใช๎จํายเนื่องจากไมํจ้าเป็น         
ต๎องขุดดินหรือขนย๎ายน้้าที่ปนเปื้อนไปบ้าบัดนอกพ้ืนที่    อยํางไรก็ตามการเติมสารอาหาร         
ความเข๎มข๎นสูงลงในน้้าที่ต๎องการบ้าบัด    อาจท้าให๎เกิดการเจริญมากเกินของสาหรําย    สํงผลให๎
ออกซิเจนในน้้าลดลง    อาจเกิดความเป็นพิษตํอมนุษย์และระบบนิเวศน์ทางทะเล    จึงควรทดสอบ
หาความเข๎มข๎นของสารอาหารที่เหมาะสมกํอนเติมลงไปบ้าบัด (Macaulay และ Rees, 2014) 
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ตัวอยํางการบ้าบัดด๎วยวิธี biostimulation 
Calvo และคณะ (2010)    ได๎ทดสอบบ้าบัดดินเหนียวที่ปนเปื้อนปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน 

โดยเติมสารอาหารชนิดตําง ๆ    เชํน    สารอาหารอินทรีย์    สารอาหารอนินทรีย์    และสารลด  
แรงตึงผิว    พบวํา    ชุดการทดสอบที่เติมสารอาหารไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโปแทสเซียม    
สามารถลดปริมาณปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนทั้งหมดได๎มากที่สุดถึง 87.6+0.55%    ในขณะที่       
ชุดธรรมชาติบ้าบัดลดได๎เพียง 19.6+0.21% 

Nikolopoulou และคณะ (2013)    ได๎ทดสอบบ้าบัดทรายชายหาดที่ปนเปื้อนน้้ามันดิบ  
ความเข๎มข๎น 0.5% โดยน้้าหนักตํอปริมาตร    โดยเติมสารอาหารไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และ      
โปแทสเซียม กรดยูริค เลซิทิน และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ    พบวํา    ชุดการทดลองที่เติมปุ๋ย ยูริค        
เลซิทิน และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ    สามารถยํอยสลายอัลเคนได๎ 99% ในเวลา 30 วัน   ในขณะที่
ชุดควบคุมท่ีมีเพียงทรายและน้้ามันดิบยํอยสลายได๎ 58% 

Jung และคณะ (2014)  ได๎ทดสอบการยํอยสลายดินที่ปนเปื้อนดีเซลโดยเปรียบเทียบชุดที่
เติมดินเหนียวแดงธรรมดา    ชุดที่เติมดินเหนียวแดงที่ผํานกระบวนการ (processed red clay) กับ
ชุดควบคุมท่ีไมํเติมดินเหนียวแดง    พบวํา    ชุดที่เติมดินเหนียวธรรมดาและชุดที่เติมดินเหนียวแดงที่
ผํานกระบวนการสามารถยํอยสลายดีเซลได๎ 26.4% และ 36% ตามล้าดับ ภายใน 35 วัน   ในขณะที่
ชุดควบคุมมีดีเซลเหลืออยูํ 94.6%     แสดงวํา   การเติมดินเหนียวสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพ       
การยํอยสลายดีเซลของแบคทีเรียในดินได๎ 

Ofoegbu และคณะ (2015)    ได๎ทดสอบการยํอยสลายน้้ามันดิบในดินโดยเปรียบเทียบ         
การเติมสารชนิดตําง ๆ ได๎แกํ สารอาหารไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโปแทสเซียม มูลวัว และเถ๎า
แกลบเมล็ดปาล์ม    พบวํา    การเติมสารอาหารที่ผสมมูลวัวสามารถยํอยน้้ามันดิบความเข๎มข๎น 2%, 
4% และ 6% ได๎ 84.62%, 71.80% และ 58.60% ตามล้าดับ ในเวลา 40 วัน    ซึ่งให๎ผลการยํอย
สลายที่ดีกวําการเติมสารอาหาร มูลวัว และเถ๎าแกลบเมล็ดปาล์มอยํางใดอยํางหนึ่งเพียงชนิดเดียว 
ในขณะที่ชุดควบคุมสามารถยํอยสลายได๎เพียง 30% ทุกความเข๎มข๎น  

Horel และคณะ (2015)    ได๎ทดสอบการยํอยสลายตะกอนทรายชายหาดจ้านวน 200 กรัม    
ที่ปนเปื้อนดีเซลปริมาณ 800 มิลลิกรัม    โดยเปรียบเทียบชุดการทดลองที่เติมหญ๎าชนิดหนึ่ง 
(Spartina alterniflora) ชุดที่เติมเนื้อเยื่อปลาชนิดหนึ่ง (Chloroscombrus chrysurus) และ
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสอนินทรีย์    พบวํา ชุดที่เติมเนื้อเยื่อปลาเกิดการยํอยสลายมากที่สุดภายใน
เวลา 42 วัน    โดยสามารถเพ่ิมอัตราการยํอยสลายได๎ 104% เมื่อเทียบกับชุดควบคุม 
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Victor และคณะ (2015)    ได๎ทดสอบการยํอยสลายดินที่ปนเปื้อนน้้ามันเครื่องที่ใช๎แล๎ว          
ความเข๎มข๎น 10% โดยน้้าหนัก     โดยเปรียบเทียบการเติมเปลือกกล๎วยและเปลือกกล๎าย (plantain 
peel) ที่ตากแห๎งลงไปในดิน    พบวํา ชุดที่เติมเปลือกกล๎ายสามารถยํอยสลายน้้ามันได๎ 93.5%        
ในเวลา 70 วัน   ซึ่งมากกวําชุดที่เติมเปลือกกล๎วยที่ยํอยสลายได๎ 84.11% 

 
ข) Bioaugmentation      เป็นวิธีการบ้าบัดโดยการเติมจุลินทรีย์ที่มีความสามารถ       

ในการยํอยสลายดีเซลลงในพ้ืนที่ปนเปื้อน      เหมาะกับพ้ืนที่ที่มีจุลินทรีย์ไมํเพียงพอหรือจุลินทรีย์ 
ประจ้าถิ่นไมํสามารถยํอยสลายสารปนเปื้อนได๎    จุลินทรีย์ที่เติมลงไปอาจเป็นแบคทีเรียเพียง        
ชนิดเดียว กลุํมแบคทีเรีย หรือแบคทีเรียที่ตัดตํอพันธุกรรม (Tyagi และคณะ, 2011)    รวมถึง
จุลินทรีย์ที่อยูํในพื้นท่ีปนเปื้อนหรือนอกพ้ืนที่ปนเปื้อน    เป็นวิธีที่สามารถใช๎บ้าบัดได๎ทั้งในดินและน้้า
ที่มีการปนเปื้อน    สามารถยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได๎หลายชนิด    และการน้า
จุลินทรีย์ที่อยูํในพ้ืนที่ปนเปื้อนมาเพ่ิมจ้านวนแล๎วเติมกลับลงไปเพ่ือบ้าบัดในพ้ืนที่เดิมจะเพ่ิมโอกาส
การประสบความส้าเร็จในการบ้าบัดมากขึ้น (Macaulay และ Rees, 2014) 

ตัวอยํางการบ้าบัดด๎วยวิธี bioaugmentation 
Taccari และคณะ (2012)    ได๎ทดสอบบ้าบัดดินที่ปนเปื้อนดีเซลความเข๎มข๎น 1%         

โดยน้้าหนัก    โดยเปรียบเทียบดินที่เติมปุ๋ย ดินที่เติมปุ๋ยและกลุํมแบคทีเรียที่คัดแยกจากดินที่
ปนเปื้ อนดี เซล และดินที่ เติมปุ๋ ย  กลุํ มแบคที เรียและสารลดแรงตึ งผิ วชี วภาพ    พบวํา                  
ชุดการทดลองของดินที่เติมปุ๋ย กลุํมแบคทีเรียสามารถยํอยสลายดีเซลได๎ 96% ภายในเวลา 120 วัน 

Pontes และคณะ (2013)    ได๎ทดสอบการบ้าบัดน้้ามันฝังตัวในทราย เปรียบเทียบวิธี             
การบ้าบัด 3 ชุดทดลอง    ได๎แกํ    ชุดธรรมชาติบ้าบัด (natural attenuation; NA) ชุดที่เติม
สารอาหาร (biostimulation; BS) และชุดที่เติมจุลินทรีย์ที่ยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนและสารอาหาร 
(bioaugmentation; BA)     ท้าการทดลองเป็นเวลา 180 วัน    พบวํา ชุดการทดลอง BA สามารถ         
ยํอยสลายน้้ามันที่ฝังตัวในทรายได๎สูงถึง 80% ในเวลา 60 วัน    ในขณะที่ชุดการทดลอง BS ใช๎เวลา 
120 วัน   

Nikolopoulou และคณะ (2013)    ได๎ทดสอบบ้าบัดน้้าทะเลที่ปนเปื้อนน้้ามันดิบ 0.5%  
โดยน้้าหนักตํอปริมาตร    โดยเปรียบเทียบชุดการทดลองเติมสารอาหาร (NPK) กรดยูริคและเลซิทิน 
สารลดแรงตึงผิว และแบคทีเรีย (pre-adapted indigenous cultures)    พบวํา    ชุดการทดลอง  
ที่เติมสารอาหาร สารลดแรงตึงผิวและแบคทีเรีย    สามารถยํอยสลายอัลเคนได๎สูงถึง 99% ภายใน
เวลา 15 วัน    ในขณะที่การเติมสารอาหารเพียงอยํางเดียวยํอยสลายอัลเคนได๎เพียง 20% ภายใน
เวลา  60 วัน 
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Liu และคณะ (2015)   ได๎ทดสอบการยํอยสลายน้้าทะเลสังเคราะห์ที่ปนเปื้อนดีเซล         
ความเข๎มข๎น 2,342 มิลลิกรัมตํอลิตร โดยใช๎ Rhodococcus pyridinivorans  CC-HCCH11 
และ Gordonia alkanivorans  CC-JG39 ที่ตรึงในเม็ดเจลแคลเซียมแอลจิเนต    พบวํา   เซลล์ตรึง
สามารถยํอยสลายได๎ 78% ในเวลา 23 วัน ในขณะที่ขุดควบคุมที่ไมํเติมแบคทีเรียตรึงยํอยสลายได๎ 
35% 

Onur และคณะ (2015)   ได๎ทดสอบบ้าบัดตัวอยํางน้้าที่ปนเปื้อนดีเซลจากแมํน้้าที่อยูํใกล๎กับ
โรงกลั่นน้้ามัน    โดยใช๎ Acinetobacter haemolyticus Zn01    ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่คัดแยกได๎จาก
แมํน้้า    พบวํา    A. haemolyticus สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ 92% ภายใน 14 วัน และสามารถ
สร๎างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได๎    จึงมีแนวโน๎มสูงที่จะน้าแบคทีเรียดังกลําวมาประยุกต์ใช๎งานด๎าน
การบ้าบัดทางชีวภาพของน้้าที่ปนเปื้อนดีเซล  

Masy และคณะ (2016)    น้า Rhodococcus erythropolis T902.1 เติมลงในดินเหนียว         
ที่ปนเปื้อนไฮโดรคาร์บอน    พบวํา การเติมแบคทีเรียสามารถยํอยสลายไฮโดรคาร์บอน (C10 - C40)         
ที่ความเข๎มข๎น 1.0 และ 6.5 กรัมตํอกิโลกรัมตํอน้้าหนักแห๎งของดินได๎มากกวําชุดธรรมชาติบ้าบัด             
ในสภาวะไร๎อากาศ และชุดที่เติมออกซิเจน หลังจาก 80 วัน    แสดงวํา การเติมแบคทีเรียสามารถ            
ลดเวลาในการบ้าบัดได๎    นอกจากนี้ยังพบอัตราสํวนของ R. erythropolis เป็น 1% ของประชากร
แบคทีเรียทั้งหมดในดินซึ่งลดลงจาก 25% ในวันที่ 0    และดินที่เติมแบคทีเรียต๎องการออกซิเจน           
5.89 กรัมในการยํอยสลายไฮโดรคาร์บอน 1 กรัมโดยประมาณ    และเมื่อเพ่ิมความเข๎มข๎นของ
ไฮโดรคาร์บอนแบคทีเรียก็ต๎องการออกซิเจนมากข้ึน 

Crisafi และคณะ (2016)    ได๎ทดสอบการบ้าบัดน้้าทะเลที่ปนเปื้อนน้้ามันรั่วไหล    โดยแบํง
การทดลองเป็นชุดที่เติมสารอาหาร (NPK) เพียงอยํางเดียว ชุดที่เติมกลุํมแบคทีเรียที่ยํอยสลาย
ไฮโดรคาร์บอนและสารอาหาร และชุดที่เติมสารกระจายน้้ามันและสารอาหาร     พบวํา    การเติม           
กลุํมแบคทีเรียและสารอาหารสามารถยํอยสลายน้้ามันในตัวอยํางน้้าทะเลได๎ 79+3.2% ในเวลา           
14 วัน    ซึ่งมากกวําชุดที่เติมเพียงสารอาหารอยํางเดียวที่ยํอยสลายเพียง 73+2.4%    และชุดที่เติม        
สารกระจายน้้ามันยํอยสลายได๎ 69+2.6% 
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2.5 การใช้แบคทีเรียในการบ าบัดดีเซลปนเปื้อน 

 แบคทีเรียสามารถยํอยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในดินและน้้า    โดยใช๎
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนเป็นแหลํงคาร์บอนและแหลํงพลังงาน (Maliji และคณะ, 2013)             
ซึ่งการยํอยสลายสามารถเกิดขึ้นในสภาวะที่ใช๎อากาศหรือไมํใช๎อากาศ (Dellagnezze และคณะ, 
2014) 

ตัวอยํางการใช๎แบคทีเรียเพียงชนิดเดียวในการยํอยสลายดีเซล เชํน 
Maliji และคณะ (2013)    น้า Bacillus cereus A, B. cereus B และ B. cereus C              

ที่คัดแยกจากน้้าทะเลที่ปนเปื้อนน้้ามัน    มาทดสอบการยํอยสลายดีเซลความเข๎มข๎น 4%           
โดยปริมาตรในอาหารเหลว    พบวํา    B. cereus A สามารถยํอยสลายอะลิฟาติกและอะโรมาติก        
ในดีเซลได๎ดีท่ีสุดคือ 82.41% และ 81.56% ภายใน 3 วัน 
 Niazy และคณะ (2016)    ได๎คัดแยก Pseudomonas aeruginosa จ้านวน 5 สายพันธุ์ 
จากดินที่ปนเปื้อนดีเซล     น้ามาทดสอบการยํอยสลายดีเซลความเข๎มข๎น 1% โดยปริมาตรใน         
อาหารเหลว    พบวํา    P. aeruginosa I2 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ดีที่สุดคือ 88% ในเวลา 7 วัน 

Nkem และคณะ (2016)    น้า Cellulosimicrobium cellulans และ Acinetobacter 
baumannii ที่คัดแยกจากก๎อนน้้ามัน (tarball)    มาทดสอบการยํอยสลายดีเซลความเข๎มข๎น 2% 
โดยปริมาตรในอาหารเหลว     พบวํา    C. cellulans และ A. baumannii สามารถยํอยสลาย    
อัลเคนในดีเซลได๎ 64.4% และ 58.1% ภายใน 10 วัน  

 
การใช๎กลุํมแบคทีเรียแทนการใช๎แบคทีเรียเพียงชนิดเดียวสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพ            

การยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนและสารเคมีชนิดตําง ๆ ได๎อยํางรวดเร็ว    เนื่องจากแบคทีเรียชนิดหนึ่ง
สามารถน้าสารตัวกลาง (intermediate) ที่เกิดขึ้นจากการยํอยสลายจากแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่ง           
ไปใช๎ได๎    ท้าให๎ระบบการบ้าบัดทางชีวภาพเกิดขึ้นอยํางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากขึ้น             
(Das และ Dash, 2014)     

ตัวอยํางการใช๎กลุํมแบคทีเรียยํอยน้้ามัน เชํน 
Zanaroli และคณะ (2010)    ได๎น้ากลุํมแบคทีเรีย ENZ-G1 และ ENZ-G2 ซึ่งผํานการเพ่ิม

จ้านวนจากกลุํมแบคทีเรียทางการค๎า ENZTVEBA   มาทดสอบการยํอยสลายดีเซลความเข๎มข๎น        
1 กรัมตํอลิตรในอาหารเหลว minimum mineral medium    พบวํา    กลุํมแบคทีเรีย ENZ-G1 
และ ENZ-G2 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ 90.8+1.2% และ 89.4+0.1% ตามล้าดับ ภายใน 10 วัน  
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Jayashree และคณะ (2012)    ได๎คัดแยก Pseudomonas sp., Bacillus sp.,           
Serratia sp. และ Staphylococcus sp. จากดินที่ปนเปื้อนน้้ามันบริเวณทําเรือ    จากนั้นน้า
แบคทีเรียมาทดสอบการยํอยสลายน้้ามันหลํอลื่น (lubricating oil) ความเข๎มข๎น 4% โดยน้้าหนักตํอ
ปริมาตรในอาหารเหลว minimal salt media เป็นเวลา 30 วัน    พบวํา    แบคทีเรียทั้ง 4 ชนิด
สามารถยํอยสลายน้้ามันได๎ 90.2%, 82.3%, 78.8% และ 25.5% ตามล้าดับ    แตํเมื่อน้าแบคทีเรีย
ทั้ง 4 ชนิดมาผสมกัน    พบวํา    กลุํมแบคทีเรียสามารถยํอยสลายน้้ามันได๎ 97.2%  

Bao และคณะ (2012)    ได๎คัดแยก Ochrobactrum sp. N1, Brevibacillus parabrevis 
N2, B. parabrevis N3 และ B. parabrevis N4 จากน้้าทะเลและโคลนที่ปนเปื้อนปิโตรเลียม      
น้ากลุํมแบคทีเรียมาทดสอบการยํอยสลายน้้ามันดิบ 0.5% โดยน้้าหนักตํอปริมาตรใน mineral salt 
medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มีโซเดียมคลอไรด์ 3% เป็นเวลา 14 วัน    พบวํา              
กลุํมแบคทีเรียสามารถยํอยน้้ามันดิบได๎ 79%  

 Al-Wasify และ Hamed (2014)    ได๎คัดแยก Pseudomonas aeruginosa,  Bacillus 
subtilis และ Acinetobacter lwoffi จากน้้าและดินที่ปนเปื้อนปิโตรเลียมมาทดสอบการยํอยสลาย
น้้ามันดิบ 0.2% โดยปริมาตรในอาหาร mineral salt medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เป็นเวลา 
28 วัน    พบวํา    P. aeruginosa, B. subtilis และ A. lwoffi ยํอยสลายได๎ 67.37%, 63.36% 
และ 59.26% ตามล้าดับ ในเวลา 10 วัน    แตํกลุํมแบคทีเรียสามารถยํอยน้้ามันดิบได๎ 81.27%    
แสดงให๎เห็นวํา    กลุํมแบคทีเรียมีความสามารถในการยํอยสลายน้้ามันดิบมากกวําแบคทีเรียเพียง
ชนิดเดียว 

Mnif และคณะ (2015)    ได๎คัดแยกกลุํมแบคทีเรียที่สามารถยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนจาก
ดินที่ปนเปื้อนไฮโดรคาร์บอน    น้ามาทดสอบการยํอยสลายดีเซลความเข๎มข๎น 5% โดยปริมาตร    
ในอาหารเหลว minimal-salt medium ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เป็นเวลา 21 วัน    พบวํา            
กลุํมแบคทีเรียสามารถยํอยสลาย 5% ดีเซลได๎ 31.44+1.64% 

 
2.6 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการย่อยสลายทางชีวภาพ 

การบ้าบัดทางชีวภาพให๎ประสบความส้าเร็จมีหลายปัจจัยเป็นองค์ประกอบและเกี่ยวข๎อง      
ทั้งปัจจัยทางชีวภาพและทางกายภาพ    เชํน    ความสามารถของจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลาย
ปิโตรเลียม ความเข๎มข๎นของปิโตรเลียม สารอาหาร ความเค็ม อุณหภูมิ และปัจจัยอ่ืนๆ (Peixoto 
และคณะ, 2011)    ปัจจัยที่ส้าคัญได๎แกํ 
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1) อุณหภูมิ 
อุณหภูมิเป็นปัจจัยส้าคัญที่สํงผลกับกิจกรรมของเอนไซม์    โดยอุณหภูมิชํวงกลาง ๆ 

(mesophilic) ประมาณ 30-40 องศาเซลเซียส ถึงชํวงอุณหภูมิสูง (thermophilic) อาจสูงถึง
ประมาณ 60 องศาเซลเซียส    จะเพ่ิมกิจกรรมของเอนไซม์ในการยํอยสลายไฮโดรคาร์บอน 
นอกจากนี้อุณหภูมิยังสํงผลกับความสามารถในการละลายของไฮโดรคาร์บอน    แตํชํวงอุณหภูมิต่้า
จะท้าให๎น้้ามันหนืดมากข้ึน ซึ่งสามารถชํวยยับยั้งการแพรํกระจายของน้้ามันบนผิวน้้า แตํท้าให๎ยากตํอ
การยํอยสลาย (Sonawdekar, 2012)    ถึงแม๎วําการยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนทางชีวภาพสามารถ
เกิดขึ้นได๎ในชํวงอุณหภูมิที่กว๎างแตํในสิ่งแวดล๎อมตําง ๆ จะมีอัตราการยํอยสลายสูงสุดที่อุณหภูมิ
แตกตํางกัน    ได๎แกํ    ในดินที่ชํวงอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส ในแหลํงน้้าจืดบางแหํงที่ชํวง
อุณหภูมิ 20-30 องศาเซลเซียส และในทะเลที่ชํวงอุณหภูมิ 15-20 องศาเซลเซียส (Das และ 
Chandran, 2011)  

2) สารอาหาร 
สารอาหารเป็นสํวนส้าคัญที่ชํวยเสริมกิจกรรมการยํอยสลายไฮโดรคาร์บอน    โดยเฉพาะ

ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส    สารอาหารบางชนิดอาจเป็นปัจจัยที่จ้ากัดการยํอยสลาย    เมื่อเกิดเหตุ
น้้ามันรั่วไหลในทะเลหรือแหลํงน้้าจืดจะมีแหลํงคาร์บอนเพ่ิมมากขึ้นอยํางมีนัยส้าคัญ    แตํจะขาด
แคลนแหลํงไนโตรเจนและฟอสฟอรัส     ซึ่งปริมาณของสารทั้งสองชนิดที่มีอยูํจะเป็นปัจจัยที่จ้ากัด        
การยํอยสายน้้ามัน   ในทะเลมีไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในระดับต่้าแตํในแหลํงน้้าจืดขาดไนโตรเจน
และฟอสฟอรัสเนื่องจากธาตุทั้งสองชนิดเป็นธาตุอาหารที่จ้าเป็นกับพืช    ดังนั้นการเติมสารอาหารจึง
จ้าเป็นส้าหรับการเพ่ิมความสามารถในการยํอยสลายน้้ามัน    ในทางตรงกันข๎ามหากเติมสารอาหาร
มากเกินไปจะยับยั้งความสามารถในการยํอยสลายได๎ (Das และ Chandran, 2011)     ตามหลักของ
การบ้าบัดอัตราสํวนของคาร์บอนตํอไนโตรเจนตํอฟอสฟอรัส (C:N:P) ควรเป็น 120:10:1     ซึ่งอาจ
ปรับได๎ตามชนิดของจุลินทรีย์    นอกจากนี้อาจเติมสารอ่ืน ๆ ตามความต๎องการได๎ (Sonawdekar, 
2012) 

3) ความเค็ม 
ความเค็มเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่มีผลกับการยํอยสลายน้้ามัน    จุลินทรีย์หลายชนิดสามารถ

เจริญในอาหารทดสอบที่มีความเค็มเทียบเทําน้้าทะเลได๎     โดยสามารถยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนใน
อาหารที่มีโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ความเข๎มข๎น 0.1-2 โมลาร์    แตํที่ความเข๎มข๎น 0.4 โมลาร์จะ
ให๎ผลการยํอยสลายสูงที่สุด    ซึ่งเป็นความเข๎มข๎นที่ใกล๎เคียงกับน้้าทะเลสํวนใหญํในธรรมชาติ 
(Sonawdekar, 2012)    หากแหลํงปนเปื้อนมีความเค็มสูงจะยับยั้งการยํอยสลายทางชีวภาพ 
(Sierra-Garcia และ Oliveira, 2013) 
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 4) จุลินทรีย์ 
จุลินทรีย์ที่มีวิถีการยํอยสลายที่เหมาะสมเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่มีความส้าคัญ (Das และ 

Chandran, 2011)    และหากทราบลักษณะทางสรีรวิทยาของจุลินทรีย์ในแหลํงที่มีการปนเปื้อน
ปิโตรเลียมอาจท้าให๎ทราบกลไกการยํอยสลาย (Sierra-Garcia และ Oliveira, 2013)  

5) ความเป็นกรด-เบส (pH) 
ชํวง pH ที่เหมาะสมกับการยํอยสลายควรมีคําอยูํระหวําง 6-9 (Das และ Chandran, 2011) 

สภาวะแวดล๎อมที่มีคํา pH ต่้าจะยับยั้งการยํอยสลายไฮโดรคาร์บอน (Sonawdekar, 2012)     
6) ออกซิเจน 
ออกซิเจนเป็นอีกสิ่งหนึ่งที่ต๎องใช๎ในการยํอยสลายทางชีวภาพ    แตํปริมาณของออกซิเจนที่       

จะใช๎ขึ้นอยูํกับชนิดของจุลินทรีย์    แบคทีเรียกลุํมที่ต๎องใช๎อากาศจะใช๎ออกซิเจน 3.1 มิลลิกรัมตํอ
มิลลิลิตรในการยํอยสลายไฮโดรคาร์บอน 1 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตรโดยไมํค้านึงถึงมวลรวมของ
แบคทีเรีย    ดังนั้นจึงสามารถแปรผันได๎ตามมวลของแบคทีเรียที่เพ่ิมขึ้นหรือลดลง (Sonawdekar, 
2012)    ออกซิเจนเป็นตัวชํวยในปฏิกิริยาของเอนไซม์ออกซิจีเนส (oxygenases) ในชํวงแรกของ 
การยํอยสลายภายใต๎สภาวะมีอากาศ    ซึ่งเป็นสภาวะที่เกิดการยํอยสลายอยํางรวดเร็วและสมบูรณ์ 
(Das และ Chandran, 2011) 

7) ชนิดของไฮโดรคาร์บอน 
 โดยทั่วไปการยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนจะเรียงล้าดับจากงํายไปหายาก    ดังนี้    อัลเคน >  
อัลเคนแบบกิ่ง > วงอะโรมาติกน้้าหนักโมเลกุลต่้า > วงอัลเคน สารประกอบอะโรมาติกน้้าหนัก
โมเลกุลสูงและสารประกอบที่มีขั้ว    อยํางไรก็ตามในสภาวะที่มีประชากรของจุลินทรีย์แตกตํางกัน
และปัจจัยทางกายภาพแตกตํางกันอาจสํงผลให๎ล้าดับการยํอยสลายเปลี่ยนแปลงได๎ (Sonawdekar, 
2012) 

8) สมบัติทางกายภาพของไฮโดรคาร์บอน 
สมบัติไฮโดรคาร์บอนมีผลตํอการบ้าบัด    เชํน    ไฮโดรคาร์บอนที่ไมํชอบน้้าจะดูดซับกับดิน 

ไฮโดรคาร์บอนสายสั้นอาจระเหยได๎    ความสามารถในการละลายน้้าของไฮโดรคาร์บอน    สํงผลกับ
การยํอยสลายทางชีวภาพ (Sonawdekar, 2012) 

9) ความเข๎มข๎นของไฮโดรคาร์บอน 
อัตราการยํอยสลายของจุลินทรีย์และการยํอยสลายทางชีวภาพของไฮโดรคาร์บอนขึ้นอยูํกับ

ความสามารถในการละลาย    หากความสามารถในการละลายสูงจะยิ่งท้าลายสิ่งมีชีวิต    โดยปกติ         
ถ๎าน้้ามันมีความเข๎มข๎นมากกวํา 5%    จะยับยั้งกิจกรรมการยํอยสลายของจุลินทรีย์    นอกจากนี้
สํงผลกับอัตราสํวนของ C:N:P และจ้ากัดปริมาณออกซิเจน (Sonawdekar, 2012) 
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2.7 การตรึงเซลล์จุลินทรีย์ (Microbial immobilization) 

ปัจจุบันมีการประยุกต์ใช๎เทคโนโลยีชีวภาพเพ่ือบ้าบัดสิ่งแวดล๎อมที่ปนเปื้อนปิโตรเลียม     
มากขึ้น    นักวิทยาศาสตร์พบวํา    วิธีการบ้าบัดทางชีวภาพมีความหลากหลาย    มีความเสถียรสูง 
สามารถประยุกต์ใช๎งานกับสารพิษได๎หลายชนิด     มีต๎นทุนต่้าและมีประสิทธิภาพ (Bayat และคณะ, 
2015)    อยํางไรก็ตามการบ้าบัดทางชีวภาพด๎วยการเติมจุลินทรีย์มักไมํประสบความส้าเร็จ    
เนื่องจากเซลล์ที่เติมลงในแหลํงน้้าถูกเจือจางหรือเซลล์ไมํทนตํอสารพิษความเข๎มข๎นสูง  (Liu และ
คณะ, 2015)     ดังนั้นการตรึงเซลล์จึงเป็นวิธีการหนึ่งที่ท้าให๎การบ้าบัดทางชีวภาพประสบ
ความส้าเร็จ    ท้าให๎แบคทีเรียรอดชีวิตและคงกิจกรรมการบ้าบัดสารพิษได๎ 

สิ่งที่น้ามาตรึงมีหลายชนิด เชํน เอนไซม์ ออแกเนลตําง ๆ ของเซลล์ (cellular organelles) 
เซลล์พืช เซลล์สัตว์ และเซลล์จุลินทรีย์    นอกจากการประยุกต์ใช๎ทางสิ่งแวดล๎อม เชํน การบ้าบัด       
น้้าเสีย และการบ้าบัดทางชีวภาพ    การตรึงเซลล์จุลินทรีย์ยังถูกน้ามาใช๎ประโยชน์ในด๎านตําง ๆ    
เชํน การผลิตสารเคมีที่มีประโยชน์ อุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม  เป็นต๎น   ซึ่งวิธีการตรึงจะชํวย
เพ่ิมความเสถียรและการอยูํรอดของเซลล์ได๎ (Bayat และคณะ, 2015) 

ข๎อดีของการตรึงเซลล์คือ    ท้าให๎เซลล์แบคทีเรียมีจ้านวนมาก สามารถน้าเซลล์มาใช๎ซ้้าได๎ 
ชํวยแก๎ปัญหาเซลล์ถูกเจือจาง    เซลล์ตรึงสามารถผลิตสารที่ต๎องการปริมาณมากได๎ เกิดสภาวะที่
เหมาะสมกับจุลินทรีย์    ปรับปรุงความเสถียรทางพันธุกรรม    ปูองกันเซลล์จากความเสียหาย          
ที่เกิดจากแรงเฉือน    เซลล์ทนตํอความเป็นพิษของสารเคมี pH อุณหภูมิ ตัวท้าละลาย              
และโลหะหนัก (Bayat และคณะ, 2015) 

สิ่งที่ควรค้านึงในการเลือกวัสดุตรึง    ควรเป็นวัสดุที่ไมํละลายน้้า ไมํเป็นพิษ ไมํกํอมลพิษ 
สามารถบรรจุเซลล์ปริมาณมากลงไปได๎ ทนตํอสภาพเชิงกล สภาวะทางชีวภาพและทางเคมีได๎         
มีอายุการเก็บรักษานาน    เหมาะสมกับการใช๎งาน    ราคาถูก    งํายตํอการแยกออกมาจากอาหาร     
งํายตํอการผลิตและการใช๎งาน    มีความเหมาะสมกับวิธีการตรึงที่เลือกใช๎ (Bayat และคณะ, 2015; 
Martins และคณะ, 2013) 

วัสดุที่ใช๎ในการตรึงมีหลายชนิดอาจใช๎วัสดุอินทรีย์หรือวัสดุอนินทรีย์ 
วัสดุอินทรีย์แบํงเป็นวัสดุทางธรรมชาติและวัสดุสังเคราะห์     วัสดุทางธรรมชาติ เชํน      

แอลจิเนต (alginate) คาราจีแนน (carrageenan) จากสาหรําย    วัสดุสังเคราะห์ เชํน พอลิยูรีเทน 
(polyurethane) เรซิน (resin)    วัสดุอินทรีย์มีมากกวําวัสดุอนินทรีย์    โดยทั่วไปจะใช๎วัสดุ
สังเคราะห์มากกวําวัสดุทางธรรมชาติเนื่องจากมีความทนทานมากกวํา  
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วัสดุอนินทรีย์ เชํน ดินเหนียว ถํานก้ามันต์ เซรามิก เป็นต๎น    เนื่องจากเป็นวัสดุที่ทนตํอ pH 
สารเคมี ทนตํอการยํอยสลายของจุลินทรีย์ และทนตํอความร๎อน    จึงน้าวัสดุกลุํมนี้มาใช๎ตรึงเซลล์
(Bayat และคณะ, 2015; Martins และคณะ, 2013) 

ตัวอยํางการตรึงจุลินทรีย์บนวัสดุเพ่ือใช๎ในการบ้าบัดทางชีวภาพของสารพิษชนิดตําง ๆ        
ดังแสดงในตารางที่ 2.4 

 
ตารางท่ี 2.4 ตัวอย่างการตรึงจุลินทรีย์เพื่อใช้ในการบ าบัดสารพิษชนิดต่าง ๆ (Bayat และคณะ, 

2015) 
 

สารที่ต้องการบ าบัด วัสดุตรึง จุลินทรีย์ 
แคดเมียมและสังกะส ี แอลจิเนต Pseudomonas fluorescens G7 

ดีเซล พอลิไวนิลแอลกอฮอล ์ แบคทีเรียที่ยํอยสลายไฮโดรคาร์บอน 
เอทิลเบนซีน แอลจิเนต,วุ๎น,  

พอลิอะครลิาไมด ์
Pseudomonas fluorescens-CS2 

กรดไซยานูรดิ  ก๎อนดินเหนียว Pseudomonas sp. NRRL B-12228 
แนฟทาลีน แอลจิเนต,วุ๎น,  

พอลิอะครลิาไมด ์
Pseudommonas sp. Strain NGK 1 

ไนโตรฟีนอล ดินไดอะตอม Pseudomonas sp. 
ฟีนอล พอลิไวนิลแอลกอฮอล ์ Acinetobacter sp. strain PD12 

2,4,6-ไตรไนโตรโทลูอีน แอลจิเนต Arthrobacter sp. 
2,4,6-ไตรคลอโรฟีนอล คาราจีแนน/เจลเจลาติน กลุํมแบคทีเรีย 
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วิธีการตรึงมีหลายวิธี วิธีที่นิยมใช๎ ได๎แกํ (Bayat และคณะ, 2015) 
ก. การดูดซับ (Adsorption) 
วิธีนี้จุลินทรีย์จะยึดเกาะบนพื้นผิววัสดุที่มีลักษณะเป็นรูพรุน    วิธีนี้เป็นวิธีการตรึงที่งํายที่สุด 

อาศัยปฏิสัมพันธ์ทางกายภาพระหวํางจุลินทรีย์และพ้ืนผิววัสดุ (รูปที่ 2.2 A)    มีข๎อดีคือ ท้าได๎งําย 
รวดเร็ว มีราคาถูก ไมํต๎องใช๎สารเคมี และมีประสิทธิภาพ    เมื่ อเซลล์ยึดเกาะกับวัสดุตรึงแล๎ว         
เซลล์สามารถเจริญบนผิวของวัสดุตรึงได๎    การตรึงเซลล์บนวัสดุตรึงที่เหมาะสมจะชํวยกระตุ๎น              
เมทาบอลิซึมของจุลินทรีย์ ปกปูองเซลล์จากสารพิษ และยังคงประสิทธิภาพของเซลล์ได๎ (Martins 
และคณะ, 2013) 

เทคนิคนี้อาศัยเพียงแรงอํอน ๆ ยึดเซลล์กับวัสดุตรึง    โดยพบวําแรงที่ใช๎มีหลายชนิด    เชํน    
แรงวอน เดอ วาลส์ (van der Waals) พันธะไอออน (ionic bonds) พันธะไฮโดรโฟบิก 
(hydrophobic bonds) และพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonds)    ปัจจัยที่มีผลกับการตรึงเซลล์
แบบดูดซับ    ได๎แกํ    อายุและลักษณะทางสรีรวิทยาของเซลล์ โครงสร๎างพ้ืนผิวของเซลล์แบคทีเรีย 
(แฟลกเจลลาหรือสํวนประกอบอ่ืน ๆ)    ประจุที่ผิวเซลล์    และคุณสมบัติไฮโดรโฟบิกซึ่งเป็น        
สิ่งส้าคัญที่ท้าให๎เซลล์เกาะกับพ้ืนผิวที่แข็งได๎    สํวนประกอบของอาหาร pH และสภาวะแวดล๎อม  
ตําง ๆ คุณสมบัติของพ้ืนผิววัสดุตรึง    เซลล์จะเกาะกับวัสดุมากหรือน๎อยขึ้นอยูํกับโครงสร๎างและ
ขนาดของ  รูพรุนของวัสดุตรึง    สภาพตามธรรมชาติของวัสดุก็เป็นสิ่งส้าคัญเชํนกัน    โดยพบวํา 
วัสดุตรึงทีเ่ป็นสารอินทรีย์มีลักษณะหลายแบบและโครงสร๎างรูพรุนที่หลากหลาย    ในขณะที่วัสดุตรึง
ที่เป็นสารอนินทรีย์จะทนตํอการยํอยสลายทางชีวภาพ (Bayat และคณะ, 2015; Martins และคณะ, 
2013) 

 
ข. พันธะโควาเลนท์/การเชื่อมขวาง (Covalent bonding/Cross linking) 

 วิธีนี้เกิดขึ้นโดยใช๎กลไกการสร๎างพันธะโควาเลนท์ระหวํางวัสดุตรึงกับเซลล์ในสารละลาย        
ที่มีสารยึดเกาะ (รูปที่ 2.2 B)    วิธีนี้ใช๎ได๎ดีกับการตรึงเอนไซม์    แตํไมํคํอยน้ามาใช๎กับการตรึงเซลล์ 
เพราะสารที่ใช๎เป็นสารยึดเกาะอาจเป็นพิษกับเซลล์    อาจท้าให๎สูญเสียเซลล์หรือกิจกรรมของเอนไซม์
บางชนิดได๎ และยากตํอการหาสภาวะที่เซลล์จะตรึงกับวัสดุโดยที่เซลล์ไมํถูกท้าลายหรือสูญเสีย
ความสามารถไป (Martins และคณะ, 2013) 
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ค. การกักเก็บ (Entrapment) 
 วิธีนี้เซลล์จะเข๎าไปอยูํในรูพรุนของวัสดุตรึง (รูปที่ 2.2 C)    เทคนิคนี้จะชํวยปกปูองเซลล์ 
และยืดอายุเซลล์ทั้งในตอนที่ใช๎งานและระหวํางชํวงที่เก็บรักษา    วัสดุที่ใช๎ตรึงมีหลายชนิด เชํน วุ๎น      
แอลจิเนต คาราจีแนน เซลลูโลส คอลลาเจน เจลาติน พอลิสไตรีน (polystyrene) พอลิยูรีเทน 
(polyurethane) เป็นต๎น     แอลจิเนตเป็นสารที่นิยมใช๎ในการตรึงเซลล์      เพราะงํายตํอการเตรียม
และใช๎งาน    วิธีนี้มีข๎อดีคือ    เซลล์จะมีความทนตํอสภาวะเชิงกลสูง    แตํก็มีข๎อเสีย เชํน เซลล์
อาจจะรั่วออกจากวัสดุ    มีคําใช๎จํายในการตรึง    วัสดุตรึงเสียสภาพระหวํางใช๎งาน    และไมํ
สามารถตรึงเซลล์หรือเอนไซม์ในจ้านวนมากลงไปในวัสดุ (Martins และคณะ, 2013) 
 

ง. การเข้าแคปซูล (Encapsulation) 
วิธีนี้คล๎ายกับเทคนิคการกักเก็บ    โดยเซลล์หรือเอนไซม์จะอยูํในเยื่อหุ๎ม (แคปซูล) (รูปที่ 2.2 

D)    ซึ่งเยื่อหุ๎มจะมีหน๎าที่ให๎สารซึมผํานได๎บางสํวน    แตํสารอาหารหรือสารที่ต๎องการยํอยสลาย         
ซึมผํานได๎อยํางอิสระ    และยังคงเก็บเซลล์หรือเอนไซม์ไว๎ด๎านในได๎    ปัจจัยที่ท้าให๎เกิดลักษณะ
เชํนนี้คือ    ขนาดที่เหมาะสมของรูพรุนของเยื่อหุ๎มควรสอดคล๎องกับขนาดของสิ่งที่อยูํด๎านในเยื่อหุ๎ม         
ซึ่งเทคนิคนี้จะชํวยปกปูองเซลล์หรือเอนไซม์จากสภาวะแวดล๎อมที่ไมํเหมาะสม    ถึงแม๎วําเทคนิค       
การเข๎าแคปซูลจะสามารถใสํเซลล์จ้านวนมากลงไปได๎ แตํแคปซูลมีลักษณะเปราะบาง    และเซลล์
หรือเอนไซม์จะถูกจ้ากัดการแพรํกระจาย (Martins และคณะ, 2013) 

 

 
                               (A)                               (B) 

 
                               (C)                               (D) 
 
 

รูปที่ 2.2 การตรึงเซลล์แบบต่าง ๆ การดูดซับ (A) การเชื่อมขวาง (B) การกักเก็บ (C) การเข้า
แคปซูล (D) 

= เซลล์จุลินทรีย์, เอนไซม์ 
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2.8 การประยุกต์ใช้เทคโนโลยีการตรึงเซลล์เพื่อการบ าบัดน้ ามันทางชีวภาพ 

ปัจจุบันมีการน้าเทคโนโลยีการตรึงเซลล์มาใช๎ในการบ้าบัดพ้ืนที่ปนเปื้อนน้้ามันตําง ๆ       
การตรึงเซลล์สํวนใหญํจะใช๎วิธีการดูดซับ    รองลงมาคือวิธีการกักเก็บ    และวัสดุที่น้ามาตรึงมี
หลากหลายชนิดทั้งวัสดุอินทรีย์และวัสดุอนินทรีย์ 

ตัวอยํางการตรึงแบคทีเรียบนวัสดุชนิดตําง ๆ และน้ามาใช๎ในการยํอยสลายน้้ามันในน้้า เชํน 
Chekroud และคณะ (2011)    ได๎น้า Rhodococcus sp. S และ Pseudomonas sp. S 

และกลุํมแบคทเีรียมาตรึงบนฟางข๎าวโดยวิธีการดูดซับ และตรึงในแอลจิเนตโดยวิธีการกักเก็บ   พบวํา 
เซลล์ตรึงสามารถยํอยสลายน้้ามันดิบความเข๎มข๎น 2% โดยปริมาตรในอาหารเหลวที่มีสารลดแรงตึง
ผิว Triton X-100 ความเข๎มข๎น 1% โดยปริมาตรได๎มากกวําเซลล์อิสระ   โดยเซลล์ที่ตรึงในแอลจิเนต
สามารถยํอยสลายน้้ามันได๎ 87.75 - 92% หลังจาก 9 วัน    สํวนเซลล์ที่ตรึงบนฟางข๎าวสามารถยํอย
สลายน้้ามันได๎ 88 - 90% หลังจาก 12 วัน    และฟางข๎าวดูดซับน้้ามันได๎ 8-10% 

Jayashree และคณะ (2012)    น้า Pseudomonas sp. มาตรึงในแคลเซียมแอลจิเนต 
พบวํา     ผลการยํอยสลายน้้ามันหลํอลื่นความเข๎มข๎น 4% โดยน้้าหนักตํอปริมาตรของแบคทีเรีย 
หลังการตรึงไมํลดลง    ในขณะที่เซลล์อิสระที่ยํอยสลายได๎ 90.2% ในเวลา 30 วัน 

Hou และคณะ (2013)    ได๎ตรึงแบคทีเรีย Acinetobacter sp. F9 บน puffed foxtail 
millet (PFM) กับเมมเบรนจากสารประกอบแคลเซียมแอลจิเนต-ไคโทซาน    จากนั้นน้ามาทดสอบ
ความสามารถในการยํอยสลายดีเซลความเข๎มข๎น 1% โดยปริมาตร    พบวํา    แบคทีเรียตรึงสามารถ
ยํอยดีเซลได๎มากกวํา 90% ในเวลา 2 วัน    ในขณะที่แบคทีเรียอิสระยํอยสลายดีเซลได๎น๎อยกวํา 
90% ในเวลา 7 วัน    

Nopcharoenkul และคณะ (2013)     น้า Pseudoxanthomonas sp. RN402 มาตรึงบน 
เม็ดพลาสติกพอลิเอทิลีน (polyethylene plastic pellets)    จากนั้นน้าไปทดสอบการยํอยสลาย
ดีเซลความเข๎มข๎นตําง ๆ    พบวํา    การตรึงเซลล์ท้าให๎แบคทีเรียสามารถยํอยสลายดีเซล          
ความเข๎มข๎นสูงได๎    อีกทั้งสามารถน้ากลับมาใช๎ซ้้าได๎อีก 70 รอบในอาหารเหลวที่มีดีเซล             
200 มิลลิกรัมตํอลิตรโดยยังคงประสิทธิภาพในการยํอยสลาย 

Maliji และคณะ (2013)    ได๎ตรึง B. cereus A บนฟองน้้า (sponge) และบวบ (luffa)    
น้ามายํอยสลายดีเซลความเข๎มข๎น 2% โดยปริมาตร    พบวํา    แบคทีเรียที่ตรึงบนบวบ สามารถ 
ยํอยสลายอะลิฟาติกและอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในดีเซลได๎ 80.67% และ 78.63% ตามล้าดับ 
และสามารถใช๎ซ้้าได๎ 8 รอบ    ซึ่งมีประสิทธิภาพมากกวําแบคทีเรียที่ตรึงบนฟองน้้าที่สามารถ     
ยํอยสลายอะลิฟาติกและอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในดีเซลได๎ 71.97% และ 68.63% ตามล้าดับ     
แตํสามารถใช๎ซ้้าได๎เพียง 6 รอบ  
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Simons และคณะ (2013)    ได๎ตรึงกลุํมแบคทีเรียบนแอลจิเนตและเศษเปลือกหอยแมลงภูํ
เพ่ือยํอยสลาย weathered oil ความเข๎มข๎น 10 กรัมตํอลิตรในน้้าทะเล    พบวํา     การตรึงกลุํม
แบคทีเรียบนเศษเปลือกหอยและเติมสารอาหาร    สามารถยํอยสลายไฮโดรคาร์บอน C32 - C40        

ได๎ 75+14% หลังจาก 12 สัปดาห์    ในขณะที่การตรึงกลุํมแบคทีเรียบนแอลจิเนตสามารถยํอยสลาย
ได๎เพียง 20+14%   

Lin และคณะ (2014)    ได๎ตรึง Acinetobacter sp. HC8-3S และ Vibrio sp. HC8-3B             
บนใยฝูาย (cotton fiber)    น้ามาทดสอบประสิทธิภาพในการยํอยสลายน้้ามันดิบ    พบวํา 
แบคทีเรียตรึงสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการยํอยสลายน้้ามันดิบได๎ 30% ที่ pH 5.6-8.6              
เมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียอิสระ  

El-Gendy และ Nassar (2015)    ได๎ตรึง Pseudomonas aeruginosa ในเม็ดแคลเซียม 
แอลจิเนต (Ca-alginate beads) ด๎วยวิธีการเข๎าแคปซูล    แล๎วน้ามาทดสอบประสิทธิภาพ                
ในการยํอยสลายดีเซลความเข๎มข๎น 6 กรัมตํอลิตร    พบวํา    แบคทีเรียตรึงสามารถยํอยสลายดีเซล
ได๎ 76%    ในขณะที่แบคทีเรียอิสระยํอยสลายได๎ 74% เมื่อผํานไป 28 วัน    แสดงวํา    การตรึง
แบคทีเรียไมํยับยั้งความสามารถการยํอยสลาย    เมื่อเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงที่ อุณหภูมิ 4          
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วัน    พบวํา    แบคทีเรียตรึงยังคงประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีเซล  
6 กรัมตํอลิตร    โดยสามารถยํอยสลายได๎ 75% ภายใน 28 วัน   และเมื่อทดสอบใช๎ซ้้า 2 รอบ    
พบวํา แบคทีเรียตรึงสามารถยํอยสลายดีเซลได๎ 76% เมื่อเวลาผํานไป 56 วัน    ซึ่งให๎ผลที่           
ไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ  

Kee และคณะ (2015)    ได๎ตรึงกลุํมแบคทีเรียที่สามารถยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนบนขี้เลื่อย 
และกากลูกปาล์ม    จากนั้นน้ามาทดสอบในน้้าทะเลสังเคราะห์ที่มีน้้ามันดิบความเข๎มข๎น 1%      
โดยปริมาตร    พบวํา    เมื่อเวลาผํานไป 8 สัปดาห์    กลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนขี้เลื่อยและ          
กากลูกปาล์มสามารถยํอยสลายน้้ามันดิบได๎ 60% และ 65% ตามล้าดับ    ในขณะที่แบคทีเรียอิสระ
ยํอยสลายได๎เพียง 45% 

Shen และคณะ (2015)    น้ากลุํมแบคทีเรียที่สามารถยํอยสลายน้้ามันดิบและ PAHs             
มาตรึงบนถํานโค๎ก (semi-coke)    และน้ามาทดสอบการยํอยน้้ามันดิบความเข๎มข๎น 3 กรัมตํอลิตร         
ในอาหารเหลว    พบวํา    กลุํมแบคทีเรียตรึงสามารถยํอยสลายน้้ามันดิบได๎ 48% ที่อุณหภูมิ 25              
องศาเซลเซียส ภายใน 5 วัน    ในขณะที่กลุํมแบคทีเรียอิสระสามารถยํอยสลายน้้ามันดิบได๎ 27% 
และ 48% ที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ ภายใน 7 วัน    แสดงวํา    การตรึง
เซลล์ท้าให๎แบคทีเรียสามารถปรับตัวในอุณหภูมิต่้าได๎    ซึ่งเป็นผลดีกับการน้าไปประยุกต์ใช๎ใน       
การบ้าบัดน้้าทะเลที่มีน้้ามันรั่วไหลจริง 
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H. Zhang และคณะ (2016) ได๎ตรึง Corynebacterium variable HRJ4 บนถํานชีวภาพ 
(biochar) จากนั้นน้ามาทดสอบประสิทธิภาพในการยํอยสลายน้้ามันดิบความเข๎มข๎น 1% โดยน้้าหนัก          
ตํอปริมาตร    ซึ่งมีสํวนประกอบของอัลเคน (C16, C18, C19, C26, C28) และ PAH    พบวํา    
แบคทีเรียตรึงสามารถยํอยสลายได๎ประมาณ 80% ภายในเวลา 7 วัน    ในขณะที่แบคทีเรียอิสระยํอย
สลายได๎ประมาณ 70%    โดยแบคทีเรียตรึงที่สามารถยํอยอัลเคนชนิด C16-C19 ลดลงไปมากกวํา      
80-90% เมื่อเทียบกับแบคทีเรียอิสระ  

 

 

2.9 วัสดุตรึงท่ีใช้ในงานวิจัย  

ก) เปลือกหอยแครง 
 หอยแคร งมี ชื่ อ ส ามัญภาษา อั งกฤษคื อ  cockle และมี ชื่ อทา งวิ ทย าศาสตร์ คื อ                
Anadara granosa    เป็นหอยทะเลสองฝาชนิดหนึ่ง    เจริญเติบโตในโคลนบริเวณชายฝั่ง 
หอยแครงเป็นที่นิยมบริโภคกันอยํางแพรํหลายในเอเชียตะวันออกเฉียงใต๎    จึงมีเปลือกหอยแครง
เกิดขึ้นเป็นจ้านวนมาก    เปลือกหอยประกอบด๎วยผลึกแคลไซต์ประมาณ 95-99% ที่กํอตัวเป็น
แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) (Boro และคณะ, 2012)    ซึ่งสามารถน้ามาใช๎ผลิตกระดูกเทียม 
(Bharatham และคณะ, 2014)     นอกจากนี้แคลเซียมออกไซด์ (CaO) ที่เกิดขึ้นจากการสลายตัว
ของ CaCO3 ด๎วยกระบวนการ calcination    โดย CaO ถูกน้ามาใช๎ในอุตสาหกรรมตําง ๆ    เชํน    
การผลิตแก๎ว วัสดุกํอสร๎าง เป็นต๎น (Mohamed และคณะ, 2012)    และยังมีการน้า CaO มาใช๎
ในทางเคมี    เชํน    ใช๎เป็นตัวเรํงในกระบวนการ transesterification เพ่ือผลิตไบโอดีเซล (Buasri 
และคณะ, 2013)    นอกจากนี้ยังมีการศึกษาน้า CaO จากเปลือกหอยแครงมาใช๎เป็นตัวดูดซับ
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ในปฏิกิรยิา carbonation (Rashidi และคณะ, 2011) 

เปลือกหอยแครงเป็นวัสดุทางธรรมชาติ เป็นวัสดุเหลือใช๎ที่มีอยูํมากมายและมีผิวขรุขระ 
(Othman และคณะ, 2013)    นําจะเหมาะแกํการน้ามาใช๎เป็นวัสดุตรึงจุลินทรีย์ 
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ข) นมผักกระเฉด 
กระเฉดมีชื่อสามัญภาษาอังกฤษคือ water mimosa และมีชื่อทางวิทยาศาสตร์คือ 

Neptunia oleracea Lour.    เป็นพืชน้้าที่ลอยน้้าได๎     พบแพรํกระจายในอินเดียและเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต๎    พืชชนิดนี้รับประทานได๎    สิ่งหนึ่งที่แสดงให๎เห็นวําพืชนี้มีการแพรํกระจาย         
บนผิวน้้าอยํางรวดเร็วคือ    มีทุํนสีขาว    ลักษณะเป็นฟองน้้ าของเนื้อเยื่อแอเรนไคมา 
(aerenchyma tissue)    ที่เรียกวํานมผักกระเฉด ล๎อมรอบล้าต๎น ชํวยพยุงให๎ผักกระเฉดลอยน้้าได๎ 
(Bhunia และ Mondal, 2012) ดังรูปที่ 2.3    แอเรนไคมาประกอบด๎วยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและ
ลิกนิน (Pereira, 2015)  

 

 
 

รูปที่ 2.3 ลักษณะนมผักกระเฉดสีขาวที่หุ้มล าต้น (ลูกศรชี)้ (Bhunia และ Mondal, 2012) 
 

การสร๎างแอเรนไคมา (aerenchyma)    เป็นการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาที่พบในพืช            
ที่ เจริญภายใต๎สภาวะน้้าทํวมหรือสภาวะที่มีออกซิเจนต่้า    เ พ่ือเ พ่ิมการดูดซึมออกซิ เจน            
จากบรรยากาศและการสังเคราะห์แสงของสํวนที่ไมํจมน้้า    เนื้อเยื่อแอเรนไคมา แบํงออกเป็น         
2 ประเภท (Yamauchi และคณะ, 2013) ได๎แกํ  

1. แอเรนไคมาปฐมภูมิ (primary aerenchyma) หรือ cortical aerenchyma    ซึ่งเกิดที่
รากของพืชชนิดตําง ๆ เชํน ข๎าว (Oryza sativa) ข๎าวโพด (Zea mays) ข๎าวบาร์เลย์ (Hordeum 
vulgare) และข๎าวสาลี (Triticum aestivum) เป็นต๎น 

2. แอเรนไคมาทุติยภูมิ (secondary aerenchyma)    จะเกิดรอบ ๆ ล้าต๎น รากแก๎ว              
รากพิเศษ และปมรากของพืชตระกูลถั่วที่เจริญในสภาวะน้้าทํวม เชํน ถั่วเหลือง (Glycine max)    
ถั่วเหลืองปุา (Glycine soja) โสน (Sesbania aculeata) โสนอัฟริกัน (Sesbania rostrata)      
ผักกระเฉด (Neptunia oleracea) เป็นต๎น   

นมผักกระเฉดเป็นวัสดุทางธรรมชาติเป็นวัสดุเหลือใช๎มีลักษณะคล๎ายฟองน้้าที่มีรูพรุน    
นําจะเหมาะแกํการน้ามาใช๎เป็นวัสดุตรึงจุลินทรีย์ 
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งานวิจัยกํอนหน๎ารายงานวํา    ราในดินสามารถยํอยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได๎      
6-82%    แบคทีเรียในดินสามารถยํอยสลายได๎ 0.13-50%    และแบคทีเรียในน้้าทะเลสามารถยํอย
สลายได๎ 0.003-100%    แตํแบคทีเรียในแหลํงน้้าจืดยังไมํคํอยมีข๎อมูลด๎านการยํอยสลายปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอนมากนัก (Onur และคณะ, 2015)   ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจคัดแยกกลุํมแบคทีเรียจาก
รากพืชน้้าจากแหลํงน้้าที่คาดวํามีการปนเปื้อนของดีเซล    ซึ่งยังไมํคํอยมีการศึกษาการคัดแยก         
กลุํมแบคทีเรียจากรากพืชน้้าที่สามารถยํอยสลายดีเซลที่ปนเปื้อนในน้้าได๎    จากนั้นน้ากลุํมแบคทีเรีย
มาตรึงบนเปลือกหอยแครงและนมผักกระเฉด    ซึ่งวัสดุตรึงทั้งสองชนิดเป็นวัสดุทางธรรมชาติที่            
ยังไมํคํอยมีการศึกษาด๎านการน้ามาใช๎ในการบ้าบัดทางชีวภาพของดีเซลที่ปนเปื้อนในน้้า  และ        
ยังไมํคํอยมีการศึกษาปัจจัยตําง ๆ ที่มีผลตํอประสิทธิภาพของแบคทีเรียตรึงในการยํอยสลายดีเซล       
ในน้้า  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

 

บทที่ 3  
 

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีด าเนินงานวิจัย 

อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

1. กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nipro (Thailand) Corporation 
Limited, Thailand 

2. ขวดแก๎วฝาเกลียว (vial) ขนาด 22 มิลลิลิตร (Screw cap with teflon liner) ของบริษัท 
Lab System, Thailand 

3. เครื่องก้าเนิดเสียงความถี่สูง (Ultrasonicator) ชนิดอําง รุํน Sonorex super RK 100ของ
บริษัท Banderlin electronic, Germany 

4. เครื่องเขยํา รุํน Innova 4000 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA 
5. เครื่องชั่ง รุํน ME 3002 และ ของบริษัท  METTLER-TOLEDO, Switzerland 
6. เครื่องนึ่งอบฆําเชื้อ (Autoclave) รุํน ES-315 ของบริษัท TOMY digital biology, Japan 

และรุํน HV-25 ของบริษัท HIRAYAMA manufacturing, Japan 
7. เครื่องบันทึกภาพจากเจล (Gel documentation system) รุํน Gel DOC 2000TM ของ

บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA 
8. เครื่องปั่นผสม (Vortex mixer) รุํน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA 
9. เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal Cycler) รุํน T100 ของบริษัท Bio-Rad 

Laboratories Inc., USA 
10. เครื่องวัดคําการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุํน Genesis 20 ของบริษัท Thermo  

Fisher Scientific, USA 
11. เครื่องวัดคําความเป็นกรด-เบส (pH meter) รุํน S20 SevenEasy ของบริษัท METTLER-

TOLEDO, Switzerland 
12. เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (Nanodrop2000) ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
13. เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุํน 6500 ของบริษัท  

Kubota, Japan 
 - หัวหมุนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญํ รุํน RA 22 

14. เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดตั้งโต๏ะ (Bench-top centrifuge) รุํน FORCE1418 บริษัท Select 
BioProducts, USA 
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15. ชุดกรองส้าเร็จรูปชนิด PTFE (Polytetrafluoroethylene) ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางรู           
0.2 ไมโครเมตร รุํน DISMIC-13JP ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan 

16. ชุดกรองส้าเร็จรูปชนิด Supor membrane ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางรู 0.2 ไมโครเมตร     
รุํน PN4612 ของบริษัท PALL corporation, USA 

17. ชุดเครื่องแก๏สโครมาโทกราฟี (Gas Chromatography, GC) 
- เครื่องแก๏สโครมาโทกราฟี รุํน 6890N ของบริษัท Agilent Technologies, USA 
- คอลัมน์ ชนิด HP-5 ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 320 ไมโครเมตร ความยาว 30 เมตร 

ภายในเคลือบด๎วยเฟนนิลเมธิลไซโลเซนความเข๎มข๎น 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร 
- เครื่องตรวจวัด (Detector) ชนิด Frame Ionization Detector (FID) 
- เข็มฉีดยาขนาดเล็ก (Microsyrings) ขนาด 10 ไมโครลิตร 

18. ชุดเครื่องมือท้าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (Agarose Gel Electrophoresis System) 
รุํน Mupid-2plus ของบริษัท Mupid, Japan 

19. ชุดเครื่องมือท้าดีเนเจอร์เกรเดียนต์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (Denature Gradient Gel 
Electrophoresis; DGGE) รุํน DCodeTM system ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., 
USA 

20. ตู๎เขี่ยเชื้อ (Laminar air flow) รุํน LV1250 ของบริษัท Official Equipment 
Manufacturing, Thailand 

21. ตู๎ดูดสารเคมี (Hood) รุํน FH150DC ของบริษัท Official Equipment Manufacturing, 
Thailand 

22. ตู๎บํมเชื้อ (Incubator) รุํน BE600 ของบริษัท Memmert, Germany 
23. ตู๎อบฆําเชื้อ (Hot air oven) รุํน UE600 ของบริษัท Memmert, Germany 
24. ตู๎อบแห๎ง (Oven) ของบริษัท Contherm Scientific, New Zealand 
25. ตู๎แชํแข็งจุดเยือกแข็งต่้า (Deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุํน SF-PC697 ของ

บริษัท Panasonic, Thailand 
26. ไมโครปิเปตต์ (Micropipette) ขนาด 20, 100, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของ

บริษัท Gilson, France 
27. หลอดทดลองขนาด 18x180 มิลลิเมตร, 21x200 มิลลิเมตร 
28. หลอดเก็บเชื้อแชํแข็ง (Cryotube) บริษัท Nalgene Nunc International, Denmark 
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เคมีภัณฑ์ 

1. กรดไฮโดรคลอริกเข๎มข๎น (Hydrochloric acid 37%) ของบริษัท Merck, Germany 
2. กลีเซอรอล (Glycerol), (C3H5(OH)3) ของบริษัท Merck, Germany 
3. คลอโรฟอร์ม (Chloroform), (CHCl3) ของบริษัท V.S.CHEM HOUSE, Thailand 
4. แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O) ของบริษัท Asia Pacific Specialty 
Chemicals, Australia  
5. ดีเซล (Diesel oil) ของบริษัท ปตท. จ้ากัด (มหาชน) 
6. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 
7. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (Anhydrous Na2SO4) ของบริษัท Merck, German 
8. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia 
9. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 
10. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคะไฮเดรต (Na2HPO4•12H2O) ของบริษัท Merck, 
Germany 
11. ทริปโตน (Tryptone) ของบริษัท  Difco Laboratories, USA  
12.  นอร์มัลเฮกเซน (C6H14) ของบริษัท Merck, Germany  
13.  โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท  Merck, Germany 
14.  โปรตีเนสเค (Proteinase K) ของบริษัท Worthington Biochemical Corporation, USA 
15.  ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) ของบริษัท  Bio Springer, France  
16.  เฟอริกคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O) ของบริษัท Poch, Poland 
17.  เมทานอล (CH3OH) ของบริษัท Merck, Germany  
18.  แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4•7H2O) ของบริษัท Merck, Germany  
19.  ไลโซไซม์ (Lysozyme) ของบริษัท Sigma, USA  
20.  อะกาโรสเจล (Agarose gel) ของบริษัท Cambrex Bio Science Rockland, USA  
21.  เอทานอล (C2H5OH) ของบริษัท Merck, Germany 
22.  แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4 ของบริษัท Bio Basic Canada, Canada  
23.  ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (Isoamyl alcohol), (C5H12O) ของบริษัท AJAX Finechem, 
Australia 
24.  ไอโซโปรพานอล (Isopropanol), (C3H8O) ของบริษัท Merck, Germany 
25.  1kb DNA ladder ของบริษัท Thermo Fisher Scientific Inc., USA 
26.  100 base pair DNA ladder ของบริษัท New England Biolabs, USA 
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27.  โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ EUB r1387 ของบริษัท 1st BASE Laboratories, Malaysia 
28.  โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ EUB f933GC ของบริษัท Integrated DNA technologies, 
USA 
29.  40% Acrylamide/Bis solution ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, China 
30.  CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide), ((C16H32N(CH3)3)Br) ของบริษัท TCl-
EP, Japan  
31.  dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท Takara bio, Japan 
32.  Dye solution ของบริษัท New England Biolabs, USA 
33.  EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2•2H2O) ของบริษัท 
Dolindo, Japan  
34.  สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ (Ethidium bromide solution) เข๎มข๎น 10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA  
35.  ฟอร์มาไมด์ปลอดประจุ (Formamide (Deionized)) ของบริษัท Bio Basic Canada, 
Canada  
36.  Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท United States Biological, USA 
37.  SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan 
38.  Taq DNA polymerase ของบริษัท New England Biolabs, USA  
39.  TEMED (N,N,N’,N’-Tetra-methyl-ethylenediamine) ของบริษัท Bio-Rad 
Laboratories Inc., USA 
40.  Trisma base (tris (hydroxymethyl) amminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท 
Sigma, USA 
41.  ยูเรีย (Urea) ของบริษัท Sigma-aldrich, Switzerland 
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ไพรเมอร์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 
ตารางท่ี 3.1 ไพรเมอร์ที่ใช้เพิ่มจ านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ส าหรับ  PCR-DGGE 
 

ไพรเมอร์ ล้าดับนิวคลีโอไทด์ (5’-3’) เอกสารอ๎างอิง 

EUB 933F+GC GCG CGC GCG CGC GCG CGC GCG 
CGC GCG CGC GCG CGC GCG CGC    
GCA CAA GCG GTG GAG CAT GTGG 

ดัดแปลงจาก 
Iwamoto และคณะ (2000) 

EUB 1387R GCC CGG GAA CGT ATT CAC CG Iwamoto และคณะ (2000) 
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แผนผังงานวิจัย 
 

เก็บตัวอยํางพืชน้้า 
 
 

คัดแยกกลุํมแบคทีเรียที่สามารถยํอยสลายดีเซลจากรากพืชน้้า 
 
 

ศึกษาความสามารถของกลุํมแบคทีเรียในการยํอยสลายดีเซลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
 
 

ตรึงกลุํมแบคทีเรียบนเปลือกหอยแครงและนมผักกระเฉด 
และทดสอบความสามารถในการยํอยสลายดีเซล 

 
 

ทดสอบแปรผันปัจจัยตําง ๆ ที่มีผลตํอความสามารถในการยํอยสลายดีเซลของกลุํมแบคทีเรียตรึง 
 
 

ทดสอบประสิทธิภาพการยํอยสลายดีเซลของโคโลนีเดี่ยวที่คัดแยกได๎กับกลุํมแบคทีเรีย TS1 
 
 

บํงชี้ชนิดของแบคทีเรียในกลุํมแบคทีเรียที่คัดแยกได๎ 
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วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.1 การคัดแยกกลุ่มแบคทีเรียท่ีสามารถย่อยสลายดีเซลจากรากพืชน้ า 

 3.1.1 ตัวอย่างรากพืชน้ า 

 เก็บตัวอยํางพืชน้้าจากแหลํงน้้าที่มีการปนเปื้อนของดีเซลในเขตปริมณฑลและตํางจังหวัด     
ซึ่งตัวอยํางรากพืชน้้าที่ใช๎ในงานวิจัยนี้    ได๎แกํ    รากผักตบชวาและรากผักบุ๎งไทย 
 ผักตบชวา เก็บจากริมแมํน้้าเจ๎าพระยาบริเวณด๎านหลังวัดท๎องคุ๎ง อ้าเภอพระประแดง 
จังหวัดสมุทรปราการ    และริมแมํน้้าแมํกลองบริเวณด๎านหลังวัดบางกุ๎ง อ้าเภอบางคนที จังหวัด
สมุทรสงคราม 
 ผักบุ๎งไทย เก็บจากริมคลองพระปรงบริเวณหมูํบ๎านริมน้้า  อ้าเภอกบินทร์บุรี จังหวัด
ปราจีนบุรี 
  
 3.1.2 การคัดแยกและเก็บรักษากลุ่มแบคทีเรียจากรากพืชน้ า 

น้ารากพืชมาล๎างด๎วยน้้าประปาและตัดรากพืชจ้านวน 1 กรัม    ใสํลงในขวดรูปชมพํูขนาด  
250 มิลลิลิตรที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว carbon-free mineral medium (CFMM) (Komukai-
Nakamura และคณะ, 1996) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มี 0.5% ดีเซลโดยปริมาตร    
บํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยําที่ความเร็ว 200 รอบตํอนาทีเป็นเวลา 7 วัน    ถํายน้้าเลี้ยงเชื้อ 
10% ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ใหมํที่มีดีเซลความเข๎มข๎น 0.5% โดยปริมาตร    ท้าซ้้า        
อยํางน๎อย 5 ครั้ง    และเก็บกลุํมแบคทีเรียที่คัดแยกทั้งหมดโดยน้าเชื้อที่มีอายุ 7 วันมาผสมกับ           
กลีเซอรอลในอัตราสํวนอาหารเลี้ยงเชื้อตํอกลีเซอรอลเป็น 3:7    บรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อแชํแข็ง 
(cryotube)    เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 
 3.1.3 การเตรียมกลุ่มแบคทีเรีย 

 เลี้ยงกลุํมแบคทีเรียที่คัดแยกจากรากพืชน้้าในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมอาหาร 
Luria-Bertani (LB) ความเข๎มข๎น 10% (ภาคผนวก ก) และเติมดีเซลความเข๎มข๎น 0.5% โดยปริมาตร    
บํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยําที่ความเร็ว 200 รอบตํอนาทีเป็นเวลา 2 วัน    เก็บเชื้อโดย   
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที              
ล๎างเซลล์ด๎วยสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ จ้านวน 2 ครั้ง    กระจายเซลล์ในอาหาร         
เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM    เจือจางให๎มีคําการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ให๎ได๎คําเทํากับ 1 ซึ่งจะมี
จ้านวนแบคทีเรียประมาณ 8 log CFU ตํอมิลลิลิตร 
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 3.1.4 คัดกรองกลุ่มแบคทีเรียท่ีสามารถย่อยสลายดีเซล 

เตรียมกลุํมแบคทีเรียตามวิธีข๎อ 3.1.3 น้ามาทดสอบในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร             
5 มิลลิลิตร ที่มี 1% ดีเซล แบํงชุดการทดลองออกเป็น 5 ชุด ได๎แกํ 
ชุดการทดลองที่ 1 อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซล 
ชุดการทดลองที่ 2 อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซลและกลุํมแบคทีเรียที่คัดแยกจากราก     

ผักตบชวากลุํมท่ี 1  
ชุดการทดลองที่ 3 อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซลและกลุํมแบคทีเรียที่คัดแยกจากราก

ผักตบชวากลุํมท่ี 2  
ชุดการทดลองที่ 4 อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซลและกลุํมแบคทีเรียที่คัดแยกจากรากผักบุ๎ง

ไทย 
ทุกชุดการทดลองท้าในหลอดทดลองขนาด 18 x 180 มิลลิเมตร บํมแบบเขยําที่ความเร็ว 

200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7 เพ่ือวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือ
ตามวิธีข๎อ 3.8 และนับจ้านวนแบคทีเรียโดยใช๎วิธี viable plate count ตามวิธีข๎อ 3.7 

 
3.1.5 การคัดแยกแบคทีเรียเดี่ยว 

เมื่อได๎กลุํมแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยํอยสลายดีเซลได๎ดีที่สุด น้ากลุํมแบคทีเรียมา
คัดแยกแบคทีเรียเดี่ยวด๎วยเทคนิค spread plate บนอาหารแข็ง LB    บํมที่อุณหภูมิ 30          
องศาเซลเซียส    เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง    คัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะแตกตํางกัน เชํน ขนาด สีของ
โคโลนี เป็นต๎น    น้ามาแยกเชื้อให๎บริสุทธิ์ด๎วยวิธี streak plate บนอาหารแข็ง LB บํมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส    เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง    ท้าซ้้าจนมั่นใจวําเป็นโคโลนีเดี่ยว    สังเกตจากลักษณะ
โคโลนีจะต๎องมีลักษณะเดียวกันทั้งหมด    จากนั้นเก็บรักษาแบคทีเรียที่คัดแยกได๎บนอาหารแข็ง LB 
slant ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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3.1.6 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียเดี่ยวที่คัดแยกได้ 

ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยสังเกตจากลักษณะโคโลนี เชํน ขนาด ลักษณะ
ผิวหน๎า สีของโคโลนี เป็นต๎น    ตรวจสอบรูปรํางและการติดสีแกรมของแบคทีเรียด๎วยการย๎อมสี    
แกรม (Gram’s stain)     

การวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA    ท้าได๎โดยน้าแบคทีเรียเดี่ยวที่คัดแยกได๎ 
มา streak plate บนอาหารแข็ง LB บํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง             
สํงโคโลนีเดี่ยววิเคราะห์ล้าดับเบสโดยใช๎ไพรเมอร์ 785F และ 907R    บริษัท Macrogen, Korea    
เมื่อได๎ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอแล๎ว    เชื่อมล้าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช๎โปรแกรม 
BioEdit version 7.2.5 (Bio Edit Sequence Alignment Editor)    และจัดจ้าแนกชนิดของ
แบคทีเรียโดยเปรียบเทียบกับข๎อมูลในฐานข๎อมูล GenBank โดยใช๎โปรแกรม BLASTn 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  

 
3.2 การตรึงกลุ่มแบคทีเรีย 

 
 3.2.1 การเตรียมวัสดุตรึง 

3.2.1.1 เปลือกหอยแครง 

เก็บเปลือกหอยมาจากร๎านอาหาร หน๎าปากซอยชุมชนศูนย์การค๎าปากน้้า อ้าเภอเมือง 
จังหวัดสมุทรปราการ    ซึ่งเปลือกหอยมีลักษณะเปียก มีเศษเนื้อและสิ่งสกปรกติดอยูํ     น้าเปลือก
หอยมาล๎างด๎วยน้้าสะอาดและต๎มในน้้าเดือดนาน 15-20 นาที    เพ่ือก้าจัดเศษเนื้อและสิ่งสกปรก 
โดยไมํขัดเพ่ือคงสภาพเดิมไว๎    ล๎างด๎วยน้้าสะอาดอีกครั้ง    จากนั้นอบแห๎งที่ อุณหภูมิ 60          
องศาเซลเซียส    เป็นเวลา 48 ชั่วโมง    ทุบเป็นชิ้นเล็ก    คัดเลือกเปลือกหอยขนาดประมาณ        
5x5 มิลลิเมตรด๎วยสายตา    เก็บไว๎ที่อุณหภูมิห๎องจนกวําจะใช๎  

ส้าหรับการเตรียมเปลือกหอยปลอดเชื้อเพ่ือใช๎เป็นชุดควบคุมการดูดซับดีเซล    น้าเปลือก
หอยที่ทุบแล๎วไปท้าให๎ปลอดเชื้อด๎วยเครื่องนึ่งอบฆําเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที    และบันทึกภาพด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM) 
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  3.2.1.2 นมผักกระเฉด 

เก็บนมผักกระเฉดมาจากร๎านขายผักกระเฉดในตลาดส้าโรง อ้าเภอเมือง จังหวัด
สมุทรปราการ    ซึ่งนมผักกระเฉดเป็นเนื้อเยื่อสีขาวที่รูดออกจากล้าต๎นผักกระเฉด    มีลักษณะ        
เปียกชื้น    มีเศษรากและแหนติดอยูํ    น้านมผักกระเฉดมาล๎างท้าความสะอาดด๎วยน้้าประปา 2 ครั้ง 
ตากแห๎งกลางแดดเป็นเวลา 8 ชั่วโมง    และตัดให๎เป็นชิ้นเล็ก ๆ ขนาดประมาณ 5x5 มิลลิเมตร     
เก็บไว๎ที่อุณหภูมิห๎องจนกวําจะใช๎     

ส้าหรับการเตรียมนมผักกระเฉดปลอดเชื้อเพ่ือใช๎เป็นชุดควบคุมการดูดซับดีเซล    น้านมผัก
กระเฉดที่ตัดแล๎วไปท้าให๎ปลอดเชื้อด๎วยเครื่องนึ่งอบฆําเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี   และบันทึกภาพด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM)   
 

3.2.2 การตรึงกลุ่มแบคทีเรีย 

 
  3.2.2.1 การตรึงกลุ่มแบคทีเรียบนเปลือกหอย (เชษฐ์สุดา จิตต์การุณย์, 2556) 

เตรียมกลุํมแบคทีเรียตามวิธีในข๎อ 3.1.3    น้ากลุํมแบคทีเรียที่มีจ้านวนเซลล์ 8 log CFU 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร    มาหยดลงบนเปลือกหอยแครงจ้านวน 5 กรัมที่อยูํในขวดฝาเกลียวให๎ทั่ว 
บํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง    ชะล๎างแบคทีเรียสํวนเกินออกด๎วยสารละลาย 
0.85% โซเดียมคลอไรด์จ้านวน 2 ครั้ง    บันทึกภาพกลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนเปลือกหอยแครงภายใต๎
กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM)    นับจ้านวนแบคทีเรียตรึงตามวิธีข๎อ 3.7.2 

 
  3.2.2.2 การตรึงกลุ่มแบคทีเรียบนนมผักกระเฉด (สุธาวัลย์ ดีสวัสดิ์, 2550) 

เตรียมกลุํมแบคทีเรียตามวิธีในข๎อ 3.1.3    น้ากลุํมแบคทีเรียที่มีจ้านวนเซลล์ 8 log CFU 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร    เติมลงในนมผักกระเฉด 0.1 กรัมที่อยูํในขวดฝาเกลียว    ผสมให๎เข๎ากัน
ด๎วยเครื่อง vortex mixer    บํมที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง    บันทึกภาพกลุํมแบคทีเรียที่ตรึง         
บนนมผักกระเฉดภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM)    นับจ้านวนแบคทีเรียตรึง    
ตามวิธีข๎อ 3.7.3 
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3.3 ความสามารถของกลุ่มแบคทีเรียในการย่อยสลายดีเซลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

 
3.3.1 ความสามารถของกลุ่มแบคทีเรียแบบเซลล์อิสระในการย่อยสลายดีเซล 

น้ากลุํมแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยํอยสลายดีเซลได๎ดีที่สุดจากวิธีข๎อ 3.1.4            
มาทดลองซ้้าเชํนเดียวกับข๎อ 3.1.4    แตํเก็บตัวอยํางให๎ถี่ขึ้นเป็นวันที่ 0, 3, 7, 10 และ 14               
เพ่ือตรวจสอบเค๎าโครงการยํอยสลายดีเซล    เพ่ือคัดเลือกให๎ได๎กลุํมแบคทีเรียที่มีความสามารถ       
สูงที่สุด 1 กลุํมเพ่ือใช๎เป็นตัวแทนในการศึกษา 

เตรียมกลุํมแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยํอยสลายดีเซลได๎ดีที่สุดและกลุํมแบคทีเรีย 
SJ42 ที่คัดแยกโดยสุธาสินี จิตติมณี ตามวิธีข๎อ 3.1.3     น้ามาทดสอบในอาหารเหลว CFMM 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตรที่มี 1% ดีเซล    ชุดควบคุมคือ อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซล    ท้าการ
ทดลองในหลอดทดลองขนาด 18 x 180 มิลลิเมตร    บํมแบบเขยําที่ความเร็ว 200 รอบตํอนาที     
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7    เพ่ือวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือตามวิธีข๎อ 
3.8 และนับจ้านวนแบคทีเรียโดยใช๎วิธี viable plate count ตามวิธีข๎อ 3.7 

 
3.3.2 ความสามารถของกลุ่มแบคทีเรียตรึงในการย่อยสลายดีเซล 

เตรียมกลุํมแบคทีเรียตรึงตามวิธีข๎อ 3.2.2.1 และ 3.2.2.2    น้ามาทดสอบในอาหารเหลว 
CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มี 1% ดีเซล แบํงชุดการทดลองออกเป็น 8 ชุด ได๎แกํ 
ชุดการทดลองที่ 1 อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซล 
ชุดการทดลองที่ 2 อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซลและเปลือกหอยทีป่ลอดเชื้อ  
ชุดการทดลองที่ 3 อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซลและเปลือกหอยทีไ่มํปลอดเชื้อ  
ชุดการทดลองที่ 4 อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซลและนมผักกระเฉดที่ปลอดเชื้อ 
ชุดการทดลองที่ 5 อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซลและนมผักกระเฉดที่ไมํปลอดเชื้อ 
ชุดการทดลองที่ 6 อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซลและกลุํมแบคทีเรียอิสระ (8 log CFU/mL) 
ชุดการทดลองที่ 7 อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซลและกลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนเปลือกหอย 
ชุดการทดลองที่ 8 อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซลและกลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนนมผักกระเฉด 

ทุกชุดการทดลองท้าในหลอดทดลองขนาด 18 x 180 มิลลิเมตร    บํมแบบเขยําที่ความเร็ว 
200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    เก็บตัวอยํางวันที่ 0, 3 และ 7 เพ่ือวิเคราะห์ดีเซลที่
เหลือตามวิธีข๎อ 3.8 และนับจ้านวนแบคทีเรียโดยใช๎วิธี viable plate count ตามวิธีข๎อ 3.7    และ
สกัดดีเอ็นเอเพ่ือตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงประชากรโดยวิธี PCR-DGGE ตามวิธีข๎อ 3.5 และเก็บ
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ตัวอยํางเปลือกหอยและนมผักกระเฉดที่มีกลุํมแบคทีเรียตรึงไปตรวจสอบการยึดเกาะและการเจริญ
ของแบคทีเรียด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM) 

 
3.3.3 ความสามารถของแบคทีเรียเดี่ยวในการย่อยสลายดีเซลกับกลุ่มแบคทีเรีย TS1 

เตรียมแบคทีเรียทั้ง 7 ไอโซเลตและกลุํมแบคทีเรีย TS1 ตามวิธีข๎อ 3.1.3    น้ามาทดสอบใน
อาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตรที่มี 1% ดีเซล    ท้าการทดลองในหลอดทดลองขนาด     
18 x 180 มิลลิเมตร บํมแบบเขยําที่ความเร็ว 200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส      
เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7    เพ่ือวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือตามวิธีข๎อ 3.8 และนับจ้านวนแบคทีเรีย      
โดยใช๎วิธี viable plate count ตามวิธีข๎อ 3.7 
 
3.4 การตรวจสอบการตรึ งกลุ่มแบคที เ รี ยบนเปลือกหอยและนมผักกระเฉดด้วย            
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 

เตรียมตัวอยํางเปลือกหอยไมํปลอดเชื้อ เปลือกหอยปลอดเชื้อ นมผักกระเฉดสด นมผัก
กระเฉดปลอดเชื้อ นมผักกระเฉดไมํปลอดเชื้อ และกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยและนมผัก
กระเฉดวันที่ 0 และวันที่ 7 และตัวอยํางกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยหลังจากผํานการใช๎ซ้้า        
5 รอบ    ตรวจสอบลักษณะพ้ืนผิวของวัสดุตรึงและการยึดเกาะของกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอย
และนมผักกระเฉดด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM)  

ขั้นตอนนี้ด้าเนินการโดยศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย โดยมีขั้นตอนโดยยํอดังนี้     ตรึงตัวอยํางวัสดุที่มีกลุํมแบคทีเรียตรึงด๎วย 2.5%           
กลูทารัลดีไฮด์ใน 0.1 โมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.2 นาน 1-2 ชั่วโมง    จากนั้นล๎างด๎วยฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ 2 ครั้ง  ครั้งละ 10 นาที ตามด๎วยน้้ากลั่น 1 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที    และก้าจัดน้้าออกด๎วย
เอทานอลที่ความเข๎มข๎น 30%, 50%, 70%, 95% ความเข๎มข๎นละ 10 นาทีตํอครั้ง    จากนั้นล๎างด๎วย 
100%   เอทานอลอีก 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที    ท้าตัวอยํางให๎แห๎งด๎วยเครื่องท้าตัวอยํางให๎แห๎ง ณ  
จุดวิกฤติ (Critical point deyer, Quorum model K850, UK)    จากนั้นน้าตัวอยํางมาติดบน       
แทํนวางตัวอยํางและฉาบตัวอยํางด๎วยทองโดยใช๎เครื่องฉาบสารโลหะ (sputter coater, Balzers 
model SCD 040, Germany)    สุดท๎ายน้าตัวอยํางที่ได๎ไปสํองดูด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบสํองกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) รุํน JEOL, model JSM-6400, Tokyo, 
Japan เพ่ือดูการยึดเกาะและการเจริญของกลุํมแบคทีเรียบนเปลือกหอยแครงและนมผักกระเฉด 
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3.5 การติดตามพลวัตรประชากรของกลุ่มแบคทีเรียในอาหารเลี้ ยงเชื้อเหลวโดยใช้ 
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 

 
      3.5.1 วิธีแยกแบคทีเรียจากวัสดุตรึงเพื่อสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

3.5.1.1 วิธีแยกแบคทีเรียจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

 เซลล์กลุํมแบคทีเรียตรึงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวแยกได๎โดยน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
10,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 2 นาท ีเทสํวนน้้าใสทิ้งจะได๎ตะกอนเซลล์เพ่ือน้าไปสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

 
3.5.1.2 วิธีแยกแบคทีเรียจากวัสดุตรึงท่ีไม่ปลอดเชื้อ  

น้าเปลือกหอย 5 กรัมใสํลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร    บํมแบบเขยําที่
ความเร็ว 200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง    น้าอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลวที่มีกลุํมแบคทีเรียปริมาตร 2 มิลลิลิตรใสํลงในหลอดไมโครฟิวจ์    น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 2 นาที เทสํวนน้้าใสทิง้จะได๎ตะกอนเซลล์เพ่ือน้าไปสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

น้านมผักกระเฉด 1.0 กรัมเติมสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ ปริมาตร 9.9 มิลลิลิตร 
ผสมให๎เข๎ากันด๎วยเครื่อง vortex mixer เป็นเวลา 60 วินาที    น้าแบคทีเรียแขวนลอยใสํลงในหลอด
ไมโครฟิวจ์    น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบตํอนาทีเป็นเวลา 2 นาที    เพ่ือแยกเศษ        
นมผักกระเฉดออก    ถํายสํวนน้้าใสใสํหลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหมํ    น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
10,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 2 นาที เทสํวนน้้าใสทิ้งจะได๎ตะกอนเซลล์เพ่ือน้าไปสกัดจีโนมิก          
ดีเอ็นเอ 

 
3.5.1.3 วิธีแยกกลุ่มแบคทีเรียตรึงจากเปลือกหอยและนมผักกระเฉด  

น้าเปลือกหอยที่มีกลุํมแบคทีเรียตรึงมาท้าให๎แบคทีเรียหลุดออกจากวัสดุตรึงด๎วยเครื่อง
ก้าเนิดคลื่นเสียงความถี่สูง ที่ความถี่ 35 เมกะเฮิร์ตซ์ เป็นเวลา 60 วินาที ในสารละลาย 0.85% 
โซเดียมคลอไรด์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และใช๎เครื่อง vortex mixer อีก 15 วินาที ท้าซ้้า 4 รอบ    
โดยเก็บสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ที่มีแบคทีเรียทุกรอบรวมกันปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,000 
รอบตํอนาที      เป็นเวลา 2 นาที    เพ่ือตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) ของเปลือกหอย    
ถํายสํวนน้้าที่มีแบคทีเรียแขวนลอยใสํหลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหมํ     น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 2 นาที    เทสํวนน้้าใสทิ้งจะได๎ตะกอนเซลล์เพ่ือน้าไปสกัดจีโนมิก      
ดีเอ็นเอ 
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น้านมผักกระเฉดที่มีกลุํมแบคทีเรียตรึงมาท้าให๎แบคทีเรียหลุดออกจากวัสดุตรึง    โดยเติม
สารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ ปริมาตร 9.9 มิลลิลิตร    ผสมให๎เข๎ากันด๎วยเครื่อง vortex 
mixer เป็นเวลา 60 วินาที    น้าแบคทีเรียแขวนลอยใสํลงในหลอดไมโครฟิวจ์    น้าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 4,000 รอบตํอนาทีเป็นเวลา 2 นาที    เพ่ือแยกเศษนมผักกระเฉดออก    ถํายสํวนน้้าใสใสํ
หลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหมํ    น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตํอนาที    เป็นเวลา 2 
นาที เทสํวนน้้าใสทิ้งจะได๎ตะกอนเซลล์เพ่ือน้าไปสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

 
3.5.2 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 

สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของกลุํมแบคทีเรียที่คัดแยกได๎ตามวิธีที่ดัดแปลงจาก Ausubel และคณะ 
(1995)    น้าตะกอนเซลล์ที่ได๎จากข๎อ 3.5.1 มาเติมบัฟเฟอร์ TE (ภาคผนวก ก) ปริมาตร           
517 ไมโครลิตร    กระจายตะกอนเซลล์โดยการใช๎ไมโครปิเปตต์ดูดขึ้นลง    จากนั้นเติมไลโซไซม์ 
(Lysozyme) ความเข๎มข๎น 60 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร         
ผสมให๎เข๎ากันด๎วยการกลับหลอดไปมา    น้าไปบํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา           
30-45 นาที    จากนั้นเติม 20% SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และโปรตีเนสเค 
(Proteinase K)  ความเข๎มข๎น 20 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร    
ผสมให๎เข๎ากันด๎วยการกลับหลอดไปมา    น้าไปบํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา           
30-45 นาที    แล๎วจึงเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข๎มข๎น 5 โมลาร์ (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร    ผสมให๎เข๎ากันด๎วยการกลับหลอดไปมา    เติมสารละลาย CTAB/NaCl          
(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร    ผสมให๎เข๎ากันด๎วยการกลับหลอดไปมา    น้าไปบํมที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส     เป็นเวลา 10 นาที    จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล์ (ภาคผนวก ข)     ในปริมาตรที่เทํากับปริมาตรของสารละลายสุดท๎าย    ผสมโดย          
การเขยําจนกระทั่งกลายเป็นอิมัลชัน น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา          
10 นาท ี   ถํายเฉพาะสํวนน้้าใสที่อยูํเหนือตะกอนและชั้นคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ไปใสํใน
หลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหมํ (ระวังอยําให๎ตะกอนติดไปด๎วย)    จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอร์ม/ 
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ ในปริมาตรที่เทํากับปริมาตรของสารละลายสุดท๎าย    ผสมโดยการเขยํา
จนกระทั่งกลายเป็นอิมัลชัน    น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 15 นาที    
ถํายเฉพาะสํวนน้้าใสที่อยูํเหนือตะกอนและชั้นคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ไปใสํในหลอด          
ไมโครฟิวจ์หลอดใหมํ    แล๎วเติมไอโซโปรพานอลในปริมาตรที่เทํากับปริมาตรของสารละลายสุดท๎าย    
ผสมให๎เข๎ากันด๎วยการกลับหลอดไปมาเป็นเวลา 1 นาที    จะสังเกตเห็นตะกอนสีขาวของดีเอ็นเอ    
น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา  1 นาที เทสํวนของไอโซโปรพานอลทิ้ง    
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แล๎วล๎างตะกอนดีเอ็นเอที่ได๎ด๎วย 70% เอธานอล (ภาคผนวก ข) ที่เย็นจัดปริมาตร 400 ไมโครลิตร    
โดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000    รอบตํอนาที เป็นเวลา 5 นาที    คํอย ๆ เทสํวนน้้าใสทิ้งสุดท๎าย
น้าตะกอนดีเอ็นเอที่ได๎ไประเหยให๎แห๎งสนิท    แล๎วละลายตะกอนดีเอ็นเอในบัฟเฟอร์ TE ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร และใสํ RNase A ความเข๎มข๎น 10 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร           
0.5 ไมโครลิตร    บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที    เพ่ือก้าจัดอาร์เอ็นเอ    
จากนั้นเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส 

 
3.5.3 การตรวจสอบดีเอ็นเอ 

เตรียมอะกาโรสเจลเข๎มข๎น 0.9% (ภาคผนวก ข) ที่หลอมละลายเทลงในถาดเตรียมเจล     
ใสํหวีเสียบ    รอจนเจลแข็งตัวแล๎วจึงดึงหวีออก    วางแผํนอะกาโรสที่เตรียมได๎ในแชมเบอร์         
เทบัฟเฟอร์ 1X TAE (ภาคผนวก ข) ให๎ทํวมเหนือแผํนเจลประมาณ 2-3 มิลลิเมตร    ผสมสารละลาย
เอ็นเอปริมาตร 5 ไมโครลิตรกับสีติดตาม (6X loading dye) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร    หยอดลงใน
ชํองของอะกาโรสเจล    โดยใช๎ 1 kb DNA ladder เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน     จากนั้นท้าอิเลคโทร
โฟเรซิส    โดยใช๎ความตํางศักย์ 100 โวลต์    นาน 20-30 นาที    ย๎อมแผํนเจลด๎วยสารละลาย     
เอธิเดียมโบรไมด์ความเข๎มข๎น 10 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข)    เป็นเวลานาน 15-20 นาที 
น้าไปสํองภายใต๎แสงอัลตราไวโอเลต (Karthika และคณะ) ด๎วยเครื่อง Gel Documentation 
 วิเคราะห์ความเข๎มข๎นของดีเอ็นเอโดยวัดคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 
นาโนเมตร (A260 และ A280)    ด๎วยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (Nanodrop2000)    ค้านวณ
อัตราสํวนของความยาวคลื่น 260/280 ถ๎ามีคําน๎อยกวํา 1.8 แสดงวํา มีโปรตีนปนเปื้อนสูง    แตํถ๎า
คําสูงกวํา 2.0 แสดงวํา มีอาร์เอ็นเอปนเปื้อนสูง    และค้านวณหาความเข๎มข๎นของดีเอ็นเอจากสมการ 
  ดีเอ็นเอสายคูํ (นาโนกรัมตํอไมโครลิตร)  =  A260 X 50 X dilution factor 
 
 3.5.4 การเพิ่มจ านวนชุดดีเอ็นเอของ 16S rDNA ของกลุ่มแบคทีเรียที่คัดแยกได้ด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) (Iwamoto และคณะ, 
2000) 
 ไพรเมอร์ที่ใช๎คือ 933F ซึ่งมี GC clamp เชื่อมตํอบริเวณ 5’ และ 1387R เพ่ิมจ้านวน         
ดีเอ็นเอบริเวณ V-6,7,8 จะได๎ผลิตภัณฑ์ PCR  ความยาวประมาณ 500 bp โดยมีความเข๎มข๎นสุดท๎าย
ของสารแตํละชนิดในปฏิกิริยาเป็นดังนี้ 
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10X PCR buffer (ความเข๎มข๎น 1 เทํา) 3    ไมโครลิตร 
สารละลาย dNTP (ความเข๎มข๎น 0.2 มิลลิโมลาร์) 0.6  ไมโครลิตร 
ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ (933F+GC) (ความเข๎มข๎น 0.34 ไมโครโมลาร์) 1     ไมโครลิตร 
รีเวิร์สไพรเมอร์ (1387R) (ความเข๎มข๎น 10 ไมโครโมลาร์) 1     ไมโครลิตร 
สารละลายดีเอ็นเอ (ความเข๎มข๎นประมาณ 100 นาโนกรัมตํอไมโครลิตร) 1     ไมโครลิตร 
เอนไซม์ Taq DNA polymerase (ความเข๎มข๎น 2.5 หนํวย) 0.2    ไมโครลิตร 
น้้าปลอดประจุปลอดเชื้อ 23.2  ไมโครลิตร 
   

 รวมสํวนผสมทั้งหมดในหลอด PCR ให๎มีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร    ผสมให๎เข๎ากันเบา ๆ 
ระวังอยําให๎เกิดฟองอากาศ    จากนั้นเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด๎วยเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (T100 
Thermal Cycler) (Biorad, USA)    โดยโปรแกรมในการท้าปฏิกิริยาลูกโซํพอริเมอเรสใช๎สภาวะดังนี้ 
 

1. Initial denaturation step อุณหภูมิ  95  องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที 
2. Denaturation step อุณหภูมิ  95  องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
3. Annealing step อุณหภูมิ  66  องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
4. Extension step อุณหภูมิ  72  องศาเซลเซียส เวลา 3 นาที 
5. ท้าข้ันตอนที่ 2-4 จ้านวน 30 รอบ  
6. Final extension อุณหภูมิ  72  องศาเซลเซียส เวลา 7 นาที 

  
 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 500 bp ที่เกิดขึ้นด๎วยวิธีอะกาโรสเจล            
อิเลคโทรโฟเรซิสตามวิธีข๎อ 3.5.3    โดยใช๎เจลความเข๎มข๎น 2% (ภาคผนวก ข)    ในบัฟเฟอร์ 1X 
TAE เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 
 
 3.5.5 ตรวจติดตามพลวัตรประชากรของกลุ่มแบคทีเรียด้วยเทคนิค Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)  

 อุปกรณ์ท่ีใช๎ส้าหรับวิเคราะห์ DGGE ของ DCodeTM system (Bio-Rad Laboratories Inc., 
USA)    เตรียมพอลิอะคริลาไมด์เจลที่มีความเข๎มข๎น 8% ที่มีเกรเดียนต์ของสารละลาย denaturant 
50-70% (ภาคผนวก ข) จากสารละลาย denaturant 100% ที่มีสํวนประกอบของยูเรียและ 40% 
ฟอร์มาไมด์    การท้าเกรเดียนต์ของสารละลาย denaturant    โดยใช๎ระบบจํายเกรเดียนต์ตามวิธี        
ที่ระบุในคูํมือ    หลังจากท้าเกรเดียนต์ของสารละลาย denaturant ลงในชุดแซนวิชเตรียมเจลแล๎ว 
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ต๎องเสียบหวีลงไประหวํางกระจกแซนวิช    ระวังอยําให๎มีฟองอากาศ    ทิ้งให๎อะคริลาไมด์เจลแข็งตัว
นาน 6 ชั่วโมง    จากนั้นน้าชุดแซนวิชใสํในแชมเบอร์ที่มีบัฟเฟอร์ TAE ความเข๎มข๎น 1 เทํา ปริมาตร 
7 ลิตร    ที่ผํานการให๎ความร๎อนจนได๎อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส    ผสมผลิตภัณฑ์ PCR กับ          
สีติดตาม    หยอดลงในชํองวิ่ง    แล๎วท้าอิเลคโทรโฟเรซิสโดยใช๎ความตํางศักย์ 130 โวลต์ ที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 4 ชั่วโมง 30 นาที    ย๎อมพอลิอะคริลาไมด์เจลด๎วยสารละลาย        
เอธิเดียมโบรไมด์เข๎มข๎น 10 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) เป็นเวลา 15-20 นาที    น้าไปสํอง
ภายใต๎แสงอัลตราไวโอเลต (Karthika และคณะ) ด๎วยเครื่อง Gel Documentation 
 
3.6 การทดสอบแปรผันปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการตรึงเซลล์และการย่อยสลายดีเซล  

 
3.6.1 จ านวนเซลล์ที่ใช้ในการตรึง 

เตรียมกลุํมแบคทีเรียตรึงตามวิธีข๎อ 3.2.2.1 โดยใช๎จ้านวนเซลล์ 6, 8 และ 10 log CFU ตํอ
มิลลิลิตร ทดสอบการยํอยสลายดีเซลในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตรที่มี 1% ดีเซล         
ตามวิธีที่ระบุในข๎อ 3.3.2 โดยชุดควบคุมได๎แกํ อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซล ชุดเปลือกหอย 
ที่ปลอดเชื้อ ชุดเปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อ และชุดกลุํมแบคทีเรียอิสระ 6, 8 และ 10 log CFU/มล.  
ทุกชุดการทดลองท้าในหลอดทดลองขนาด 18 x 180 มิลลิเมตร บํมแบบเขยําที่ความเร็ว 200         
รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7 เพ่ือวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือ         
ตามวิธีข๎อ 3.8 โดยแยกสกัดสํวนอาหารเหลวและเปลือกหอย    และนับจ้านวนแบคทีเรียโดยใช๎วิธี 
viable plate count ตามวิธีข๎อ 3.7 
 

3.6.2 ผลของระยะเวลาในการตรึงเซลล์บนเปลือกหอย 

เตรียมกลุํมแบคทีเรียตรึงตามวิธีที่ให๎ผลดีที่สุดจากข๎อ 3.6.1    แตํใช๎เวลาในการตรึง 30 นาที 
และไมํชะล๎างแบคทีเรียสํวนเกิน    และใช๎เวลาในการตรึง 2 ชั่วโมงและชะล๎างแบคทีเรียสํวนเกินด๎วย
สารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด์    ทดสอบการยํอยสลายดีเซลในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 
มิลลิลิตรที่มี 1% ดีเซล ตามวิธีที่ระบุในข๎อ 3.3.2    โดยชุดควบคุมได๎แกํ    อาหารเหลว CFMM        
ที่เติม 1% ดีเซล ชุดเปลือกหอยที่ปลอดเชื้อ ชุดเปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อ    ทุกชุดการทดลองท้าใน
หลอดทดลองขนาด 18 x 180 มิลลิเมตร    บํมแบบเขยําที่ความเร็ว 200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส    เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7    เพ่ือวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือตามวิธีข๎อ 3.8  โดยแยก
สกัดสํวนอาหารเหลวและเปลือกหอย    และนับจ้านวนแบคทีเรียโดยใช๎วิธี viable plate count 
ตามวิธีข๎อ 3.7 
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3.6.3 ขนาดของวัสดุตรึง 

เตรียมกลุํมแบคทีเรียตรึงตามวิธีข๎อ 3.2.2.1    โดยใช๎จ้านวนเซลล์ที่ให๎ผลดีที่สุดจากข๎อ 3.6.1 
และระยะเวลาในการตรึงที่ให๎ผลดีที่สุดจากข๎อ 3.6.2    มาตรึงบนเปลือกหอยหยาบขนาด 5x5 
มิลลิเมตร จ้านวน 5 กรัม    และเปลือกหอยละเอียดขนาด 2x2 มิลลิเมตร จ้านวน 5 กรัม    จากนั้น
น้ามาทดสอบการยํอยสลายดีเซลในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มี 1% ดีเซล             
ตามวิธีที่ระบุในข๎อ 3.3.2    โดยชุดควบคุมได๎แกํ    อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซล ชุดเปลือก
หอยทีป่ลอดเชื้อ ชุดเปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อ และชุดกลุํมแบคทีเรียอิสระ    ทุกชุดการทดลองท้าใน
หลอดทดลองขนาด 18 x 180 มิลลิเมตร    บํมแบบเขยําที่ความเร็ว 200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส    เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7 เพ่ือวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือตามวิธีข๎อ 3.8    โดยแยกสกัด
สํวนอาหารเหลวและเปลือกหอย    และนับจ้านวนแบคทีเรียโดยใช๎วิธี viable plate count ตามวิธี
ข๎อ 3.7 

 
 3.6.4 ปริมาณดีเซล 

เตรียมกลุํมแบคทีเรียตรึงตามวิธีข๎อ 3.2.2.1    โดยใช๎วิธีที่ให๎ผลดีที่สุดจากข๎อ 3.6.1 - 3.6.3    
มาทดสอบการยํอยสลายดีเซลในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มีดีเซลความเข๎มข๎น 1%, 
3% และ 5% โดยปริมาตร    ตามวิธีที่ระบุในข๎อ 3.3.2     โดยชุดควบคุมได๎แกํ อาหารเหลว CFMM 
ที่เติม 1%, 3% และ 5% ดีเซล ชุดเปลือกหอยที่ปลอดเชื้อ ชุดเปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อ และชุดกลุํม
แบคทีเรียอิสระ    ทุกชุดการทดลองท้าในหลอดทดลองขนาด 18 x 180 มิลลิเมตร    บํมแบบเขยําที่
ความเร็ว 200 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7              
เพ่ือวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือตามวิธีข๎อ 3.8    โดยแยกสกัดสํวนอาหารเหลวและเปลือกหอย    และนับ
จ้านวนแบคทีเรียโดยใช๎วิธี viable plate count ตามวิธีข๎อ 3.7 

 
3.6.5 การใช้ซ้ ากลุ่มแบคทีเรียตรึง 

น้าแบคทีเรียตรึงที่ให๎ผลดีที่สุดจากข๎อ 3.6.1 - 3.6.3    มาทดสอบการใช๎ซ้้า 5 รอบ        
รอบละ 7 วัน ในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 10 มิลลิลิตรที่เติม 1% ดีเซล ทดสอบในหลอดทดลอง
ขนาด 21 x 200 มิลลิเมตร    บํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    เขยําที่ความเร็ว 200 รอบตํอนาที    
เมื่อครบ 7 วันแยกเปลือกหอยที่มีแบคทีเรียตรึงถํายใสํอาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซล         
เก็บสํวนน้้าจากการทดสอบการยํอยสลายดีเซลในแตํละรอบน้าไปวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือตามวิธีข๎อ 3.8    
และนับจ้านวนแบคทีเรียในสํวนน้้าโดยใช๎วิธี viable plate count ตามวิธีข๎อ 3.7 
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3.6.6 ระยะเวลาในการเก็บรักษากลุ่มแบคทีเรียตรึง 

เตรียมกลุํมแบคทีเรียตรึงที่ให๎ผลดีที่สุดจากข๎อ 3.6.1 และ 3.6.3    จากนั้นแบํงการเก็บรักษา
เป็น 2 กลุํม    ได๎แกํ    กลุํมที่ 1 เก็บรักษาในหลอดฝาเกลียวขนาด 22 มิลลิลิตร    และกลุํมที่ 2  
เก็บรักษาในถุงซิปล็อคขนาด 6 x 8 เซนติเมตร     ทุกชุดการทดลองเก็บรักษาในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 เดือนและ 2 เดือน    เมื่อครบก้าหนดเวลาน้ากลุํมแบคทีเรียตรึง          
มาทดสอบประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีเซลในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 10 มิลลิลิตรที่มี 1% 
ดีเซล ทดสอบในหลอดทดลองขนาด 21 x 200 มิลลิเมตร     บํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    
เขยําที่ความเร็ว 200 รอบตํอนาที    ชุดควบคุมคือ กลุํมแบคทีเรียหลังการตรึงเป็นเวลา 2 ชั่วโมง        
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส     เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7    เพ่ือวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือตามวิธีข๎อ 
3.8      และนับจ้านวนแบคทีเรียโดยใช๎วิธี viable plate count ตามวิธีข๎อ 3.7  

 
3.6.7 อัตราส่วนของแบคทีเรียตรึงกับปริมาตรอาหารเหลวที่ใช้ทดสอบ 

เตรียมกลุํมแบคทีเรียตรึงที่ให๎ผลดีที่สุดจากข๎อ 3.6.1 และ 3.6.3    จากนั้นทดสอบ          
การยํอยสลายดีเซลในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 และ 10 มิลลิลิตรที่มี 1% ดีเซล               
ตามวิธีที่ระบุในข๎อ 3.3.2    โดยชุดควบคุมได๎แกํ อาหารเหลว CFMM ที่เติม 1% ดีเซล                     
ชุดเปลือกหอยที่ปลอดเชื้อ ชุดเปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อ และชุดกลุํมแบคทีเรียอิสระ    ทุกชุด           
การทดลองท้าในหลอดทดลองขนาด 18 x 180 มิลลิเมตร    บํมแบบเขยําที่ความเร็ว 200 รอบตํอ
นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7    เพ่ือวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือตามวิธี
ข๎อ 3.8    โดยแยกสกัดสํวนอาหารเหลวและเปลือกหอย    และนับจ้านวนแบคทีเรียโดยใช๎วิธี viable 
plate count ตามวิธีข๎อ 3.7 

 
3.7 การวิเคราะห์จ านวนแบคทีเรีย 

 
 3.7.1 การวิเคราะห์จ านวนแบคทีเรียโดยวิธี viable plate count 

 เจือจางตัวอยํางด๎วยสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ (ภาคผนวก ข)    ให๎มีความเข๎มข๎น
ที่เหมาะสมและ drop plate บนอาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) (ภาคผนวก ก)    บํมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง    นับจ้านวนโคโลนีที่เกิดขึ้นทั้งหมด ค้านวณเป็น CFU ตํอ
มิลลิลิตรหรือ CFU ตํอกรัมของวัสดุตรึง 
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 3.7.2  การวิเคราะห์จ านวนแบคทีเรียท่ีตรึงบนเปลือกหอย 

 น้าตัวอยํางเปลือกหอยที่มีกลุํมแบคทีเรียตรึงมาท้าให๎แบคทีเรียหลุดออกจากวัสดุตรึงด๎วย
เครื่อง sonicator ที่ความถี่ 35 เมกะเฮิร์ตซ์ เป็นเวลา 60 วินาที ในสารละลาย 0.85% โซเดียม     
คลอไรด์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร    และใช๎เครื่อง vortex mixer อีก 15 วินาที ท้าซ้้า 4 รอบ    โดยเก็บ
สารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ที่มีแบคทีเรียทุกรอบรวมกันปั่นเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลล์    
ปรับปริมาตรเหลือ 1 มิลลิลิตร    เจือจางและ drop plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB    บํมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 - 48 ชั่วโมง    นับจ้านวนโคโลนีที่เกิดขึ้นทั้งหมดค้านวณ
เป็น CFU ตํอกรัมของวัสดุตรึง 
 
 3.7.3 การนับจ านวนแบคทีเรียท่ีตรึงบนนมผักกระเฉด 

 เติมสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ ปริมาตร 9.9 มิลลิลิตร    ลงในตัวอยํางนมผัก
กระเฉดที่มีกลุํมแบคทีเรียตรึง 0.1 กรัม    ผสมให๎เข๎ากันด๎วยเครื่อง vortex mixer เป็นเวลา 60 
วินาที     เจือจางและ drop plate    บนอาหารแข็ง LB     บํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส     
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง    นับจ้านวนโคโลนีที่เกิดข้ึนทั้งหมดค้านวณเป็น CFU ตํอกรัมของวัสดุตรึง 
 
3.8 วิเคราะห์ปริมาณดีเซลท่ีเหลือ 

 
 3.8.1 การสกัดดีเซล 

 สกัดดีเซลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM    โดยเติม n-Hexane ปริมาตร 1 เทํา    ผสมให๎
เข๎ากันกับตัวอยํางโดยเครื่อง vortex mixer นานตํอเนื่อง 2 นาที    แชํที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง    ดูดชั้นตัวท้าละลายด๎านบนแยกใสํหลอดทดลองใหมํ     เติมโซเดียม            
ซัลเฟตที่อบแห๎งเพ่ือดึงน้้าออก    ผสมให๎เข๎ากันด๎วยเครื่อง vortex mixer    ทิ้งให๎ตกตะกอน          
กรองสํวนตัวท้าละลายด๎วย PTFE    วิเคราะห์ดีเซลที่เหลือด๎วยเครื่องแก๏สโครมาโทกราฟีตามวิธีในข๎อ 
3.8.2 
 ส้าหรับชุดการทดลองที่มีวัสดุตรึง    ใช๎ช๎อนตักสารที่ปลอดเชื้อแยกวัสดุตรึงออกจากอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว    เติม n-Hexane ปริมาตร 1 เทํา    จากนั้นสกัดดีเซลออกจากวัสดุตามวิธีข๎างต๎น 
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 3.8.2 การวิเคราะห์ปริมาณดีเซลที่เหลือด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี  

 ใช๎คอลัมน์ capillary HP-5 ชนิด 5% Phenyl Methyl Siloxane (ยาว 30 เมตร x กว๎าง 
0.32 มิลลิเมตร x หนา 0.25 เมตร)    อุณหภูมิสูงสุด 325 องศาเซลเซียส    ตัวตรวจจับสัญญาณเป็น
ชนิด Flame Ionizing Detector (FID)    อุณหภูมิของคอลัมน์เริ่มที่ 80 องศาเซลเซียส    ชํวงตํอมา
ขึ้นครั้งละ 25 องศาเซลเซียสตํอนาที    จนถึง 160 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที    ชํวงตํอมาขึ้น           
ครั้งละ 3 องศาเซลเซียสตํอนาที    จนถึง 240 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที     และตํอมาขึ้นครั้ง
ละ 40 องศาเซลเซียสตํอนาที    จนถึง 300 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที     และสุดท๎ายคง
อุณหภูมิที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที    โดยอัตราการไหลของฮีเลียมเทํากับ 1.7 มิลลิลิตร
ตํอนาท ี
 บันทึกพ้ืนที่ใต๎กราฟทั้ง 18 คําที่พีค ณ เวลา ตําง ๆ ได๎แกํ 2.5, 3.0, 3.6, 4.2, 5.0, 6.1, 7.4, 
9.4, 11.7, 14.3, 17.2, 20.1, 23.0, 26.0, 28.8, 31.7, 34.5 และ 36.0 นาท ี   จากนั้นน้ามาค้านวณ
ปริมาณดีเซลที่เหลือ ดังสูตร 
 
                      ผลรวมของพ้ืนที่ใต๎กราฟท้ัง 18 พีคของตัวอยําง 
                                         ผลรวมของพ้ืนที่ใต๎กราฟท้ัง 18 พีคของวันที่ 0 
 
3.9 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 วิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติของผลการยํอยสลายดีเซลโดยใช๎โปรแกรม IBM SPSS Statistics 
version 22 วิเคราะห์ด๎วย one way-ANOVA โดยใช๎ Duncan's multiple range test ก้าหนด
ระดับนัยส้าคัญ 0.05 
 
 

 

 

 

 

 

 

X 100 % ดีเซลคงเหลือ  = 
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บทที่ 4  
 

ผลการทดลอง 

4.1 คัดแยกกลุ่มแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายดีเซลจากรากพืชน้ า 

 
 จากการเก็บตัวอยํางพืชน้้าจากแหลํงน้้าที่มีการปนเปื้อนดีเซลในจังหวัดสมุทรปราการ 
สมุทรสงครามและปราจีนบุรี    จ้านวน 3 สถานที่    สถานที่ละ 1 ตัวอยําง    รวมทั้งหมด 3 
ตัวอยําง    ได๎แกํ  

สถานที่ที่ 1 แมํน้้าเจ๎าพระยาบริเวณวัดท๎องคุ๎ง    จังหวัดสมุทรปราการ    พิกัดที่เก็บ
ผักตบชวาคือ GPS: 13.656515, 100.547513  

สถานที่ที่ 2 แมํน้้าแมํกลองบริเวณวัดบางกุ๎ง    จังหวัดสมุทรสงคราม    พิกัดที่เก็บผักตบชวา
คือ GPS: 13.446381, 99.943072  

สถานที่ที่ 3 คลองพระปรงบริเวณหมูํบ๎านริมน้้า    จังหวัดปราจีนบุรี    พิกัดที่เก็บผักบุ๎งไทย
คือ GPS: 13.983711, 101.718559 

น้ารากพืชใสํลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว    carbon-free mineral medium (CFMM)    ที่มี 
0.5% ดีเซลโดยปริมาตร    บํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    เขยําที่ความเร็ว 200 รอบตํอนาที      
เป็นเวลา 7 วัน    ถํายเชื้อ 10% ใสํอาหารใหมํทุก 7 วัน    ท้าซ้้า 5 ครั้ง    พบวํา    หลังจากผํานไป 
35 วัน    อาหารเลี้ยงเชื้อขุํน    มีสีน้้าตาลเข๎ม    น้้าตาลอํอน    และสีเขียวอมน้้าเงิน (รูปที่ 4.1)    
แสดงวํา    ตัวอยํางรากพืชน้้าทั้ง 3 ตัวอยําง มีกลุํมแบคทีเรียที่สามารถยํอยสลายดีเซลในน้้าได๎ 
(ตารางที่ 4.1) 
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รูปที่ 4.1 สีของการเพาะเลี้ยงกลุ่มแบคทีเรียในอาหารเหลว CFMM ที่มี 0.5% ดีเซล           

กลุ่มแบคทีเรียจากรากผักตบชวา กลุ่มที่ 1 (A) กลุ่มแบคทีเรียจากรากผักตบชวา  
กลุ่มที่ 2 (B) และกลุ่มแบคทีเรียรากผักบุ้ง (C) เปรียบเทียบกับชุดควบคุมอาหารเลี้ยง
เชื้อ (D) ที่เวลา 0 วัน  

 
ตารางท่ี 4.1 กลุ่มแบคทีเรียที่คัดแยกจากรากพืชน้ าชนิดต่าง ๆ 
 

ชนิดของรากพืชน้ า สถานที่เก็บตัวอย่างพืชน้ า รหัส 

ผักตบชวา แมํน้้าเจ๎าพระยา บริเวณวัดท๎องคุ๎ง จ.สมุทรปราการ TS1 

ผักตบชวา แมํน้้าแมํกลอง บริเวณวัดบางกุ๎ง จ.สมุทรสงคราม TS2 

ผักบุ๎งไทย คลองพระปรง บริเวณหมูํบ๎านริมน้้า จ.ปราจีนบุรี TS3 

 
น้ากลุํมแบคทีเรียทั้ง 3 กลุํมที่คัดแยกได๎    มาทดสอบความสามารถในการยํอยสลาย 1% 

ดีเซลในอาหารเหลว CFMM    พบวํา    ในวันที่ 7 ชุดควบคุมมีปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํมากที่สุดคือ 
92.47+0.75%     ในชุดการทดลองทุกชุดมีปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํน๎อยกวําชุดควบคุม    โดยชุด          
การทดลองที่มีปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํน๎อยที่สุดคือ    ชุดที่เติมกลุํมแบคทีเรีย TS1 มีปริมาณดีเซล
เหลืออยูํ 15.22+3.09%    รองลงมาคือ ชุดที่เติมกลุํมแบคทีเรีย TS3 และ TS2 ที่มีปริมาณดีเซล
เหลืออยูํ 21.99+7.94% และ 32.99+4.48% ตามล้าดับ (รูปที่ 4.2)  

 

  (A)            (B)            (C)              (D) 
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รูปที่ 4.2 ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ในการทดลองการย่อยสลายน้ ามันดีเซลในอาหารเหลวเป็นเวลา 

7 วัน 
 
จากการนับจ้านวนแบคทีเรียโดยวิธี viable plate count วันที่ 0 และ 7    โดยวิธี drop 

plate    พบวํา    จ้านวนแบคทีเรียทั้งหมดของกลุํมแบคทีเรียทั้ง 3 กลุํมในอาหารเหลววันที่ 0          
มีจ้านวนแบคทีเรียเริ่มต๎นประมาณ 8 log CFU/มล.    และในวันที่ 7 มีจ้านวนแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นใน
ทุกชุดการทดลอง (รูปที่ 4.3)    โดยกลุํมแบคทีเรีย TS1 มีจ้านวนแบคทีเรียมากที่สุดคือ 8.91+1.03 
log CFU/มล.    รองลงมาคือ กลุํมแบคทีเรีย TS3 และ TS2 ที่มีจ้านวนแบคทีเรีย 8.88+0.17 และ 
8.85+0.12 log CFU/มล. ตามล้าดับ    
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รูปที่ 4.3 จ านวนแบคทีเรียท้ังหมดในวันที่ 0 และ 7 ของกลุ่มแบคทีเรีย 3 กลุ่มในอาหารเหลว 
CFMM ที่มี 1% ดีเซล 
  

จากผลการทดลองข๎างต๎น    กลุํมแบคทีเรีย TS1 สามารถยํอยสลาย 1% ดีเซลในอาหาร
เหลว CFMM ได๎ดีที่สุด    โดยมีดีเซลเหลืออยูํ 15.22+3.09% ในเวลา 7 วัน  ดังนั้นจึงเลือก        
กลุํมแบคทีเรีย TS1 มาท้าการทดลองขั้นตํอไป 
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4.2 ความสามารถของกลุ่มแบคทีเรีย TS1 ในการย่อยสลาย 1% ดีเซลในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว 

 
4.2.1 ความสามารถของกลุ่มแบคทีเรีย TS1 ในการย่อยสลายดีเซลในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM 

น้ากลุํมแบคทีเรีย TS1 ที่ผํานการถํายเชื้อ 8 ครั้ง มาทดสอบความสามารถในการยํอยสลาย
ดีเซลเชํนเดียวกับข๎อ 3.1.4 แตํเก็บตัวอยํางวันที่ 0, 3, 7, 10 และ 14 เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่      
ไมํเติมกลุํมแบคทีเรียและกลุํมแบคทีเรีย SJ42 ที่เป็นกลุํมแบคทีเรียที่แยกได๎จากรากผักบุ๎งไทย         
โดยสุธาสินี จิตติมณี 

จากการทดลองพบวํา    หลังการทดลอง 14 วัน ชุดควบคุมมีดีเซลที่เหลืออยูํในอาหาร 
69.49+3.28%     กลุํมแบคทีเรีย TS1 สามารถยํอยสลายดีเซลจนเหลือ 7.07+0.95% ภายใน 7 วัน
และสามารถยํอยสลายได๎มากที่สุดจนเหลือ 5.65+1.13 % ภายใน 14 วัน (รูปที่ 4.4)    และจ้านวน
แบคทีเรียของกลุํมแบคทีเรีย TS1 เพ่ิมจ้านวนมากขึ้น    เริ่มต๎นมีจ้านวนแบคทีเรีย 1.51+0.11x108 
CFU/มล. เพ่ิมข้ึนสูงสุดจนถึง 5.67+0.42x108 CFU/มล. ในวันที่ 7 และคํอย ๆ ลดจ้านวนลงจนเหลือ 
2.30+0.23x108 CFU/มล. ในวันที่ 14 

กลุํมแบคทีเรีย SJ42 สามารถยํอยสลายดีเซลจนเหลือ 11.61+1.61% ภายใน 7 วัน และ
สามารถยํอยสลายได๎สูงสุดจนเหลือ 10.38+3.39% ภายใน 14 วัน (รูปที่ 4.4)    และมีจ้านวน
แบคทีเรียเริ่มต๎น 8.53+0.83x108 CFU/มล. เพ่ิมขึ้นสูงสุดจนถึง 3.67+0.90x109 CFU/มล. ในวันที่ 
3 และคํอย ๆ ลดจ้านวนลงจนเหลือ 1.17+0.46x109 CFU/มล. ในวันที่ 14    เชํนเดียวกับแบคทีเรีย 
TS1    ดังนั้นเมื่อพิจารณาชํวงเวลา 7 วัน    กลุํมแบคทีเรีย TS1 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎มากกวํา           
กลุํมแบคทีเรีย SJ42 จึงเลือกกลุํมแบคทีเรีย TS1 มาศึกษาขั้นตํอไป 
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รูปที่ 4.4 เค้าโครงการย่อยสลาย 1% ดีเซลและจ านวนแบคทีเรียของกลุ่มแบคทีเรีย TS1 และ

SJ42  
 

4.2.2 การพิสูจน์เอกลักษณ์แบคทีเรียในกลุ่มแบคทีเรีย TS1  

คัดแยกแบคทีเรียจากกลุํมแบคทีเรีย TS1    โดยคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวด๎วยวิธีเกลี่ยเชื้อ
(spread plate) บนอาหารแข็ง LB และน้าโคโลนีเดี่ยวมาแยกเชื้อให๎บริสุทธิ์โดยการขีดเชื้อ (streak 
plate) บนอาหารแข็ง LB    เมื่อพิจารณาลักษณะโคโลนีที่แตกตํางกันบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง      
พบโคโลนีที่แตกตํางกัน 7 ชนิด    ตรวจสอบรูปรํางและการติดสีแกรมด๎วยวิธี Gram’s stain ได๎ผล
แสดงในตารางที่ 4.2    เมื่อวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์บางสํวนของ 16S rDNA และเปรียบเทียบกับ
ข๎อมูลล้าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข๎อมูล Genbank    พบวํา    ทั้ง 7 ไอโซเลต คือ Pseudomonas 
aeruginosa, Stenotrophomonas sp., Ochrobactrum sp., Microbacterium sp.,          
Shinella sp., Pusillimonas sp. และ Pseudomonas sp. โดยมีความเหมือนของล้าดับ            
นิวคลีโอไทด์บางสํวนของ 16S rDNA 99-100% 
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4.2.3 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียเดี่ยวจากกลุ่มแบคทีเรียในการย่อยสลาย 1% ดีเซล 

น้าแบคทีเรียทั้ง 7 ไอโซเลตมาทดสอบประสิทธิภาพการยํอยสลายดีเซลกับกลุํมแบคทีเรีย 
TS1 ในอาหารเหลว CFMM ที่มี 1% ดีเซล    เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7    เพ่ือนับจ้านวนแบคทีเรีย
และวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือ    พบวํา    ชุดควบคุมมีดีเซลเหลืออยูํ 80.28+3.62%    ไอโซเลต 1, 2, 5, 
6 และ 7 พบดีเซลที่เหลืออยูํในอาหาร 22.51+0.43%, 59.60+3.06%, 31.05+13.96%, 
30.93+14.59% และ 64.62+0.75% ตามล้าดับ (รูปที่ 4.5)    ซึ่งน๎อยกวําชุดควบคุมอยํางมี
นัยส้าคัญทางสถิติ    ไอโซเลต 3 และ 4 มีดีเซลที่เหลืออยูํในอาหาร 71.77+1.49% และ 
70.64+3.72% ตามล้าดับ     ซึ่งไมํแตกตํางจากชุดควบคุมอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    และกลุํม
แบคทีเรีย TS1 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎จนเหลือดีเซลในอาหารเพียง 8.31+1.14%    ซึ่งเป็น
ปริมาณที่น๎อยกวําทุกชุดการทดลองอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    แสดงวํา    กลุํมแบคทีเรียมี
ประสิทธิภาพในการยํอยสลาย 1% ดีเซลได๎รวดเร็วกวําแบคทีเรียเพียง 1 ชนิด  
 

 
 
รูปที่ 4.5 ปริมาณดีเซลหลังการย่อยสลาย 1% ดีเซลด้วยแบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ เป็นเวลา      

7 วัน  
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 จากการสังเกตลักษณะของโครมาโทแกรมของการยํอยสลายดีเซลของแบคทีเรียเดี่ยวทั้ง 7 
ไอโซเลตและกลุํมแบคทีเรีย TS1  (รูปที่ 4.6)  พบวํา    ชุดควบคุมมีดีเซลเหลืออยูํในวันที่ 7 มากกวํา
ชุดแบคทีเรียเดี่ยวทั้ง 7 ชนิดและกลุํมแบคทีเรีย TS1    ไอโซเลต 1 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ดีกวํา
แบคทีเรียอีก 6 ไอโซเลต สังเกตจากโครมาโทแกรมที่ลดลงน๎อยกวําแบคทีเรียไอโซเลตอ่ืน ๆ 
แบคทีเรียทุกไอโซเลตสามารถยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนในดีเซลที่มีโครงสร๎างงําย ๆ ได๎ สังเกตจากพีค
ของชํวงเวลาต๎น ๆ ที่ลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมวันที่ 7    และแบคทีเรียบางไอโซเลตสามารถ       
ยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนที่มีโครงสร๎างซับซ๎อนได๎ดีสังเกตจากพีคชํวงเวลากลาง ๆ ถึงชํวงท๎ายที่ลดลง
เมื่อเทียบกับชุดควบคุมวันที่ 7 ได๎แกํ ไอโซเลต 1, 2, 5 และ 6    นอกจากนี้แบคทีเรียแตํละไอโซเลต
จะมีความสามารถในการยํอยสลายองค์ประกอบของดีเซลที่แตกตํางกัน ดังแสดงโดยลูกศรในรูปที่ 4.6
กลุํมแบคทีเรีย TS1 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ดีที่สุดเมื่อเทียบกับชุดควบคุมและแบคทีเรียทั้ง 7      
ไอโซเลต สังเกตจากพีคโครมาโทแกรมท่ีลดลงน๎อยกวําชุดการทดลองตําง ๆ 
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รูปที่ 4.6 โครมาโทแกรมหลังการย่อยสลาย 1% ดีเซลด้วยแบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ เป็นเวลา      

7 วัน ชุดควบคุมวันที่ 0 (A) ชุดควบคุมวันที่ 7 (B) ไอโซเลตที่ 1 (C) ไอโซเลตที่ 2 (D) 
ไอโซเลตที่ 3 (E) ลูกศรแสดงองค์ประกอบของดีเซลที่ถูกย่อยสลายได้แตกต่างกันโดย
แบคทีเรียแต่ละไอโซเลต 
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รูปที่ 4.6 (ต่อ) โครมาโทแกรมหลังการย่อยสลาย 1% ดีเซลด้วยแบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ เป็น

เวลา 7 วัน (ต่อ) ไอโซเลตที่ 4 (F) ไอโซเลตที่ 5 (G) ไอโซเลตที่ 6 (H) ไอโซเลตที่ 7 
(I)  กลุ่มแบคทีเรีย TS1 (J) ลูกศรแสดงองค์ประกอบของดีเซลที่ถูกย่อยสลายได้
แตกต่างกันโดยแบคทีเรียแต่ละไอโซเลต 
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 จากการนับปริมาณแบคทีเรียในวันที่ 0 และ 7 (รูปที่ 4.7)    โดยในวันที่ 0 ทุกชุดการทดลอง   
มีแบคทีเรียเริ่มต๎นประมาณ 8 log CFU/มล.    เมื่อผํานไป 7 วัน ไอโซเลต 1 มีจ้านวนแบคทีเรีย 
2.01+0.48x109 CFU/มล.    ไอโซเลต 2 มีจ้านวนแบคทีเรีย 1.58+0.75x109 CFU/มล.    ไอโซเลต 
3 มีจ้านวนแบคทีเรีย 9.60+0.1x108 CFU/มล.    ไอโซเลต 4 มีจ้านวนแบคทีเรีย 4.00+0.84x107 
CFU/มล.     ไอโซเลต 5 มีจ้านวนแบคทีเรีย 1.01+0.30x108 CFU/มล.     ไอโซเลต 6 มีจ้านวน
แบคทีเรีย 4.87+0.42x107 CFU/มล.    ไอโซเลต 7 มีจ้านวนแบคทีเรีย 2.07+0.16x109 CFU/มล.     
และกลุํมแบคทีเรีย TS1 มีจ้านวนแบคทีเรีย 1.54+0.31x109 CFU/มล.    แสดงวํา     บางไอโซเลต
สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ดี และสามารถใช๎ดีเซลเป็นแหลํงคาร์บอนเพ่ือการเจริญของเซลล์ 
 

 
 

รูปที่ 4.7 จ านวนแบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ หลังการย่อยสลาย 1% ดีเซลเป็นเวลา 7 วัน 
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4.3 การตรึงกลุ่มแบคทีเรีย TS1  

 
4.3.1 ลักษณะทางกายภาพของวัสดุตรึง  

วัสดุตรึงที่ใช๎ในการทดลองมี 2 ชนิดคือ    เปลือกหอยแครงและนมผักกระเฉด    เก็บเปลือก
หอยมาจากร๎านอาหาร    จังหวัดสมุทรปราการ    ซึ่งเปลือกหอยมีลักษณะเปียก    มีเศษเนื้อและ   
สิ่งสกปรกติดอยูํ    น้ามาล๎างท้าความสะอาด    อบแห๎ง     จากนั้นทุบและคัดเลือกด๎วยมือให๎มีขนาด
ประมาณ 5x5 มิลลิเมตร   และน้าเปลือกหอยที่ทุบละเอียดกรองผํานตะแกรงที่มีขนาดของชํองกรอง
ประมาณ  2x2 มิลลิเมตร (รูปที่ 4.8)    เก็บไว๎ใช๎ในการทดลอง  
 

   
                     (A)                               (B)                               (C) 
 
รูปที่ 4.8 ลักษณะของเปลือกหอยหลังท าความสะอาดแล้ว (A) ขนาด 5x5 มิลลิเมตร (B) และ 

ขนาด 2x2 มิลลิเมตร (C)  
 
นมผักกระเฉดเก็บจากร๎านขายผักกระเฉดในตลาดส้าโรง    จังหวัดสมุทรปราการ             

ซึ่งนมผักกระเฉดเป็นเนื้อเยื่อสีขาวที่หุ๎มรอบล้าต๎น    มีลักษณะเปียกชื้น    มีเศษรากและแหนติดอยูํ    
รูดนมผักกระเฉดออกจากล้าต๎น    น้ามาล๎างท้าความสะอาด    และตากแดดเป็นเวลา 8 ชั่วโมง          
จะได๎นมผักกระเฉดที่มีลักษณะเป็นแผํนบาง ๆ    สีน้้าตาลอํอน    จากนั้นตัดให๎มีขนาดประมาณ  
5x5 มิลลิเมตร (รูปที่ 4.9)    เก็บไว๎ใช๎ในการทดลอง 
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                                     (A)                                (B)                                

 
รูปที่ 4.9 ลักษณะของนมผักกระเฉดหลังตากแดด (A) ขนาด 5x5 มิลลิเมตร (B) 
 
4.3.2  การตรึงกลุ่มแบคทีเรีย  

ก) กลุ่มแบคทีเรีย TS1 ตรึงบนเปลือกหอย 
น้ากลุํมแบคทีเรีย TS1 จ้านวนประมาณ 8 log CFU/มล.     ตรึงบนเปลือกหอย      

ไมํปลอดเชื้อจ้านวน 5 กรัม    บํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    เป็นเวลา 2 ชั่วโมง    จากนั้น
ตรวจสอบจ้านวนแบคทีเรียที่ยึดเกาะบนเปลือกหอยด๎วยวิธี viable plate count และกล๎อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM)    พบวํา    เปลือกหอยกํอนตรึงมีแบคทีเรีย            
ตามธรรมชาติที่ติดมากับเปลือกหอยจ้านวน 1.57+0.83 log CFU/กรัม    ภายหลังการตรึง       
กลุํมแบคทีเรีย TS1 พบแบคทีเรียที่เกาะบนเปลือกหอยจ้านวน 7.31+0.19 log CFU/กรัม 

  เมื่อน้าตัวอยํางเปลือกหอยไมํปลอดเชื้อที่ผํานการต๎ม 15-20 นาที   และเปลือกหอยที่ตรึง
กลุํมแบคทีเรีย TS1 มาตรวจสอบดูลักษณะพ้ืนผิวโดยเปรียบเทียบลักษณะพ้ืนผิวทั้งด๎านในและ           
ด๎านนอกของเปลือกหอยด๎วยกล๎องจุลทรรศน์ อิเล็กตรอนแบบสํองกราด  (SEM)     พบวํา                
เปลือกหอยไมํปลอดเชื้อไมํพบเซลล์จุลินทรีย์    แสดงวํา    การต๎มเปลือกหอยสามารถลดจ้านวน
จุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนมากับเปลือกหอยได๎    เปลือกด๎านในที่เป็นสีขาวมีลักษณะขรุขระมากกวํา         
เปลือกด๎านนอกที่เป็นสีเทา (รูปที่ 4.10 B)    สํวนเปลือกหอยที่ปลอดเชื้อมีลักษณะพ้ืนผิวด๎านนอก         
ที่ไมํแตกตํางจากเปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อ (รูปที่ 4.10 C)    แตํมีลักษณะพ้ืนผิวด๎านในแตกตํางจาก
เปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อ (รูปที่ 4.10 D)  
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จากการตรวจสอบแบคทีเรียที่ตรึงบนเปลือกหอยด๎วย SEM แสดงให๎เห็นวํา    เปลือกหอย   
ที่ตรึงกลุํมแบคทีเรียจ้านวน 8 log CFU/มล.    ที่ผํานการบํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส            
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง    พบวํา    เปลือกหอยมีลักษณะชุํมเล็กน๎อย    และกลุํมแบคทีเรียสามารถ     
ยึดเกาะบนเปลือกหอยทั้งด๎านนอก (รูปที่ 4.10 E) และด๎านใน (รูปที่ 4.10 F) 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.10 ลักษณะของเปลือกหอยที่ไม่ปลอดเชื้อด้านนอก (A) ด้านใน (B) และเปลือกหอยที่ปลอดเชื้อ 

ด้านนอก (C) และด้านใน (D) เปลือกหอยที่มีกลุ่มแบคทีเรียตรึงหลังจากบ่ม 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ลักษณะของเปลือกหอยด้านนอก (E) และด้านใน (F) 

เปลือกด๎านใน เปลือกด๎านนอก 

E F

A B 

C D 
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ข) กลุ่มแบคทีเรียตรึงบนนมผักกระเฉด 
 น้ากลุํมแบคทีเรีย TS1 จ้านวนประมาณ 8 log CFU/มล.    ตรึงบนนมผักกระเฉด         

ทีไ่มํปลอดเชื้อจ้านวน 0.1 กรัม    บํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    เป็นเวลา 2 ชั่วโมง    จากนั้น
ตรวจสอบจ้านวนแบคทีเรียที่ยึดเกาะบนเปลือกหอยด๎วยวิธี viable plate count และกล๎อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM)    พบวํา    นมผักกระเฉดที่ไมํปลอดเชื้อกํอนตรึง          
มีแบคทีเรียจ้านวน 5.89+0.46 log CFU/กรัม    ภายหลังการตรึงกลุํมแบคทีเรีย TS1 พบแบคทีเรีย
ที่เกาะบนนมผักกระเฉดจ้านวน 11.04+0.16 log CFU/กรัม  

เมื่อน้าตัวอยํางนมผักกระเฉดไมํปลอดเชื้อที่ผํานการตากแดดเป็นเวลา 8 ชั่วโมง    และ           
นมผักกระเฉดที่ตรึงกลุํมแบคทีเรีย TS1    เพ่ือดูลักษณะพ้ืนผิวด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน         
แบบสํองกราด (SEM)    พบวํา    นมผักกระเฉดไมํปลอดเชื้อไมํพบเซลล์จุลินทรีย์ (รูปที่ 4.11 C,D)    
และมีลักษณะพ้ืนผิวที่เปื่อยมากกวํานมผักกระเฉดสดที่ไมํผํานการตากแดด (รูปที่ 4.11 A,B)    ซึ่งมี
จุลินทรีย์เกาะอยูํ    และนมผักกระเฉดที่ปลอดเชื้อ (รูปที่ 4.11 E,F)    มีลักษณะเปื่อยยุํยมากกวํา          
นมผักกระเฉดที่ผํานการตากแดด    นมผักกระเฉดที่ตรึงกลุํมแบคทีเรียจ้านวน 8 log CFU    ที่ผําน         
การบํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    เป็นเวลา 2 ชั่วโมง    พบวํา    นมผักกระเฉดมีลักษณะ       
ชุํมเล็กน๎อย    และกลุํมแบคทีเรียสามารถยึดเกาะบนนมผักกระเฉดได๎ (รูปที่ 4.11 G) 
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รูปที่ 4.11 ลักษณะของนมผักกระเฉดชนิดต่าง ๆ ที่ก าลังขยาย 1,000 และ 5,000 เท่าของ       

นมผักกระเฉดสด (A,B)  นมผักกระเฉดที่ตากแดด (C,D) และนมผักกระเฉดปลอดเชื้อ 
(E,F) นมผักกระเฉดที่ตรึงกลุ่มแบคทีเรียหลังจากบ่มที่ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 
ชั่วโมง (G) 
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4.4 การย่อยสลาย 1% ดีเซลโดยกลุ่มแบคทีเรียตรึง 

 
 4.4.1 การย่อยสลาย 1% ดีเซลโดยกลุ่มแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอย 

น้ากลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนเปลือกหอยทดสอบการยํอยสลาย 1% ดีเซลในอาหารเหลว 
CFMM    เปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือ    อาหารเหลว CFMM  ที่มี 1% ดีเซล    ชุดที่มีเปลือกหอย
ปลอดเชื้อ    ชุดที่มีเปลือกหอยไมํปลอดเชื้อ    และกลุํมแบคทีเรียอิสระ    เก็บตัวอยํางวันที่ 0, 3 
และ 7    นับจ้านวนแบคทีเรียโดยวิธี viable plate count และวิเคราะห์ปริมาณดีเซลที่เหลือ  

จากการวิเคราะห์ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในชุดการทดลองกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอย
โดยให๎ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในวันที่ 0 เทํากับ 100%     เมื่อบํมเป็นเวลา 3 และ 7 วัน   พบวํา    
เมื่อเวลาผํานไปดีเซลที่เหลืออยูํในทุกชุดการทดลองมีปริมาณลดลง (รูปที่ 4.12)    ในชุดควบคุม         
มีดีเซลเหลืออยูํ 94.30+5.82% และ 80.64+1.21% ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    ในชุด              
การทดลองดีเซลที่เหลือจะอยูํในสํวนของอาหารเหลวเป็นสํวนใหญํ    เปลือกหอยสามารถดูดซับดีเซล
บางสํวนได ๎ชุดเปลือกหอยปลอดเชื้อเหลือดีเซล 93.7% และ 81.66% หลังจากบํมเป็นเวลา 3 และ 7 
วันตามล้าดับ    เปลือกหอยปลอดเชื้อสามารถดูดซับดีเซลได๎มากที่สุด 40.54+11.16% และ 
29.59+1.78% ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    ในชุดเปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อมีดีเซลเหลืออยูํ 
93.55% และ 45.67%    พบดีเซลคงเหลือในเปลือกหอย 32.11+3.57% และ 14.12+1.38%           
ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    และพบดีเซลที่เหลืออยูํในอาหารเหลวประมาณ 61.44+1.38% และ 
31.55+14.06% ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ  

เมื่อเติมกลุํมแบคทีเรีย TS1 อิสระลงไปในอาหารเหลวที่มีดีเซล    TS1 สามารถยํอยสลาย
ดีเซลจนเหลือประมาณ 14.87+3.14% และ 11.78+2.35% หลังจากผํานไป 3 และ 7 วัน ตามล้าดับ            
ซึ่งน๎อยกวําชุดควบคุมและชุดการทดลองที่มีเฉพาะเปลือกหอยปลอดเชื้อ และชุดเปลือกหอย           
ไมํปลอดเชื้ออยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติทางสถิติ    และเมื่อใช๎กลุํมแบคทีเรีย TS1 ตรึงบนเปลือกหอย
ไมํปลอดเชื้อ    พบวํา    มีปริมาณดีเซลเหลืออยูํ ในอาหารเหลวเพียง 4.03+1.33% และ 
2.95+0.80% ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    จะเห็นได๎วํา    กลุํมแบคทีเรียตรึงสามารถยํอยสลาย
ดีเซลได๎มากกวําทุกชุดการทดลองอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติทางสถิติ 
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รูปที่ 4.12 ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ในวันที่ 0 และ 7 ของเปลือกหอยที่ไม่ปลอดเชื้อและ            

กลุ่มแบคทีเรียตรึงในอาหารเหลว CFMM ที่มี 1% ดีเซล 
 
 เมื่อพิจารณาจ้านวนแบคทีเรียจากการทดลอง    พบวํา    เมื่อเวลาผํานไป 7 วัน    
แบคทีเรียในทุกชุดการทดลองมีจ้านวนเพ่ิมมากขึ้น    ในขณะที่ปริมาณดีเซลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 0 (รูปที่ 4.13)    เปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อเริ่มต๎นมีจ้านวนแบคทีเรีย
ประมาณ 1.57+0.83 log CFU/กรัม    เมื่อเวลาผํานไปแบคทีเรียบนเปลือกหอยมีจ้านวนเพ่ิมมากขึ้น
ถึง 7.44+0.14 และ 7.17+2.84 log CFU/กรัม ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ   และมีแบคทีเรีย        
อีกสํวนหนึ่งที่อยูํในอาหารเหลวซึ่งมีปริมาณมากกวําแบคทีเรียที่เกาะบนเปลือกหอย   โดยมีจ้านวน
ประมาณ 8.18+0.25 และ 7.35+3.11 log CFU/มล. ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ     ในชุด             
การทดลองกลุํมแบคทีเรียอิสระวันที่ 0 มีแบคทีเรียเริ่มต๎นประมาณ 8 log CFU/มล.    เมื่อเวลา         
ผํานไปมีจ้านวนเพ่ิมมากขึ้นถึง 9.21+0.17 และ 8.08+0.19 log CFU/มล. ในวันที่ 3 และ 7 
ตามล้าดับ    และในชุดการทดลองกลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนเปลือกหอยวันที่ 0 ซึ่งหลังการตรึงเซลล์
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง    พบวํา    มีแบคทีเรียที่เกาะบนเปลือกหอยประมาณ 7.31+0.19 log CFU/กรัม    
เมื่อเวลาผํานไปมีจ้านวนแบคทีเรียบนเปลือกหอยเพ่ิมขึ้นประมาณ 7.68+0.30 และ 7.44+0.42 log 
CFU/กรัม  ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    และพบแบคทีเรียอีกสํวนหนึ่งอยูํในอาหารเหลวซึ่งมี
ปริมาณมากกวําแบคทีเรียที่เกาะบนเปลือกหอย     โดยมีจ้านวนประมาณ 9.27+0.53 และ 
8.39+1.33 log CFU/มล. ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ  
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รูปที่ 4.13 จ านวนแบคทีเรียในวันที่ 0 และ 7 ของเปลือกหอยที่ไม่ปลอดเชื้อและกลุ่มแบคทีเรีย

ตรึงในอาหารเหลว CFMM ที่มี 1% ดีเซล 
 

จากการสกัดดีเอ็นเอของชุดการทดลองกลุํมแบคทีเรียอิสระ เปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อ           
และเปลือกหอยตรึงกลุํมแบคทีเรียในวันที่ 0 และ 7 จากสํวนของอาหารเหลวและเปลือกหอย          
น้าดีเอ็นเอที่สกัดได๎มาเพ่ิมปริมาณของ 16S rDNA ด๎วยเทคนิค PCR    โดยใช๎ไพรเมอร์ EUB 933F 
ซึ่งมี GC clamp เชื่อมตํอบริเวณ 5’ และ EUB 1387R    ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
500 bp ที่เกิดขึ้นด๎วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิส    หลังจากย๎อมแผํนเจลด๎วยสารละลาย         
เอธิเดียมโบรไมด์แล๎วน้าไปสํองภายใต๎แสงอัลตราไวโอเลต (Karthika และคณะ) ด๎วยเครื่อง                
Gel Documentation    พบวํา    ทุกตัวอยํางมีผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 500 bp 
ปรากฏเพียงแถบเดียวที่เดํนชัด และไมํพบผลิตภัณฑ์ในชุดควบคุมผลลบ (negative control)                
น้าผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอมาท้า Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)    โดยใช๎              
เกรเดียนต์ของสารละลาย denaturant 50-70%    เพ่ือติดตามพลวัตรประชากรของกลุํมแบคทีเรีย
ตั้งแตํเริ่มต๎นจนสิ้นสุดระยะเวลาการทดสอบ  
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จากการติดตามพลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลองกลุํมแบคทีเรียตรึงบน             
เปลือกหอยพบแถบของกลุํมแบคทีเรีย TS1 ในวันที่ 0 และ 7 ของการทดลอง (รูปที่ 4.14 ชํองวิ่งที่ 
1-2 และ 8-9 )    แสดงให๎เห็นวํา    กลุํมแบคทีเรีย TS1 สามารถยึดเกาะบนเปลือกหอย (ชํองวิ่งที่ 9)    
และบางสํวนเจริญเติบโตและหลุดออกจากเปลือกหอยมาอยูํในสํวนของอาหารเหลวได๎  (ชํองวิ่งที่ 8)    
และพบแถบของกลุํมแบคทีเรียตามธรรมชาติที่อยูํในวัสดุตรึงที่ไมํปลอดเชื้อที่เจริญปะปนกัน (ลูกศรชี้)    
เชํนเดียวกับชุดการทดลองเปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อที่ พบแถบของกลุํมแบคทีเรียทั้งในสํวน             
อาหารเหลวและเปลือกหอย (ชํองวิ่งที่ 5-7)    และมีแถบสุดท๎ายของชํองวิ่งที่ 6-7 ที่ไมํพบในวันที่ 0  
แตํพบในวันที่ 7    แสดงวํา    เปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อมีแบคทีเรียบางชนิดที่สามารถยํอยสลาย
ดีเซลและเจริญเติบโตบนเปลือกหอยและหลุดออกมาอยูํในสํวนของอาหารเหลวได๎    สํวนกลุํม
แบคทีเรีย TS1 อิสระ พบแถบของแบคทีเรียที่มีลักษณะเหมือนกันทั้งในวันที่ 0 และ 7               
ของการทดลอง (ชํองวิ่งที่ 3-4)    ซึ่งสอดคล๎องกับผลการทดลองการนับจ้านวนแบคทีเรียด๎วยวิธี 
viable plate count และการตรวจสอบการยึดเกาะของแบคทีเรียด๎วย SEM  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.14 การวิเคราะห์ประชากรกลุ่มแบคทีเรีย TS1 โดยวิธี PCR-DGGE หลังการตรึง            

บนเปลือกหอยและใช้งาน (ชํองวิ่งที่ 1: กลุํมแบคทีเรีย TS1, ชํองวิ่งที่ 2: TS1 หลังตรึง 2 
ชั่วโมง, ชํองวิ่งที่ 3: กลุํมแบคทีเรีย TS1 อิสระวันที่ 0, ชํองวิ่งที่ 4: กลุํมแบคทีเรีย TS1 
อิสระวันที่ 7, ชํองวิ่งที่ 5: เปลือกหอยไมํปลอดเชื้อวันที่ 0, ชํองวิ่งที่ 6: แบคทีเรียใน
อาหารเหลวของชุดเปลือกหอยไมํปลอดเชื้อวันที่ 7, ชํองวิ่งที่ 7: แบคทีเรียบนเปลือกหอย
ไมํปลอดเชื้อวันที่ 7, ชํองวิ่งที่ 8: แบคทีเรียในอาหารเหลวของชุดเปลือกหอยตรึงกลุํม
แบคทีเรียวันที่ 7, และชํองวิ่งที่ 9: แบคทีเรียบนเปลือกหอยตรึงกลุํมแบคทีเรียวันที่ 7) 
ลูกศรชี้แสดง แถบของกลุํมแบคทีเรียตามธรรมชาติที่ติดมากับเปลือกหอยไมํปลอดเชื้อที่
เจริญปะปนอยูํกับกลุํมแบคทีเรีย TS1 
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4.4.2 การย่อยสลาย 1% ดีเซลโดยกลุ่มแบคทีเรียตรึงบนนมผักกระเฉด 

น้ากลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนนมผักกระเฉดทดสอบการยํอยสลาย 1% ดีเซลในอาหารเหลว 
CFMM     เปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือ     อาหารเหลว CFMM  ที่มี 1% ดีเซล     ชุดที่มีนมผัก
กระเฉดปลอดเชื้อ     ชุดที่มีนมผักกระเฉดไมํปลอดเชื้อ    และชุดกลุํมแบคทีเรีย อิสระ               
เก็บตัวอยํางวันที่ 0, 3 และ 7    นับจ้านวนแบคทีเรียโดยวิธี viable plate count และวิเคราะห์
ปริมาณดีเซลที่เหลือ  

จากการวิ เคราะห์ปริมาณดีเซลที่ เหลืออยูํ ในชุดการทดลองกลุํมแบคที เรียตรึงบน              
นมผักกระเฉด   โดยให๎ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในวันที่ 0 เทํากับ 100%    เมื่อบํมเป็นเวลา 3 และ 7 
วัน    พบวํา     เมื่อเวลาผํานไปดีเซลที่เหลืออยูํในทุกชุดการทดลองมีปริมาณลดลง (รูปที่ 4.15)    
ในชุดควบคุมมีดีเซลเหลืออยูํ 82.00+1.13% และ 80.32+1.04% ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ             
ในชุดการทดลองดีเซลที่เหลือจะอยูํในสํวนของนมผักกระเฉดเป็นสํวนใหญํ    นมผักกระเฉดสามารถ
ดูดซับดีเซลจากอาหารเหลวได๎เกือบหมด    นมผักกระเฉดปลอดเชื้อเหลือดีเซล 84.87% และ 
74.42% หลังจากบํมเป็นเวลา 3 และ  7 วัน ตามล้าดับ    นมผักกระเฉดปลอดเชื้อสามารถดูดซับ
ดีเซลได๎มากที่สุด 77.18+2.96% และ 69.92+9.12% ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    ในชุดนมผัก
กระเฉดไมํปลอดเชื้อมีดีเซลเหลืออยูํ 38.07% และ 22.38% หลังจากบํมเป็นเวลา 3 และ 7 วัน    
พบดีเซลคงเหลือในนมผักกระเฉด 37.69+0.38% และ 18.42+3.96% ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ  

เมื่อเติมกลุํมแบคทีเรีย TS1 อิสระลงไปในอาหารเหลวที่มีดีเซล     TS1 สามารถยํอยสลาย
ดีเซลจนเหลือประมาณ 14.87+3.14% และ 6.02+0.10% หลังจากผํานไป 3 และ 7 วัน ตามล้าดับ            
ซึ่งน๎อยกวําชุดควบคุม ชุดที่มีนมผักกระเฉดปลอดเชื้อ และชุดที่มีนมผักกระเฉดไมํปลอดเชื้อ           
อยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติทางสถิติ     และเมื่อใช๎กลุํมแบคทีเรีย TS1 ตรึงบนนมผักกระเฉดไมํปลอด
เชื้อ    พบวํา    มีปริมาณดีเซลเหลืออยูํในนมผักกระเฉดประมาณ 11.75+5.4% และ 3.74+0.31% 
ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    และพบดีเซลที่เหลืออยูํอาหารเหลว 2.50+1.95% ในวันที่ 3 และวันที่ 
7 ไมํพบปริมาณดีเซลในอาหารเหลว    ซึ่งกลุํมแบคทีเรียตรึงสามารถยํอยสลายดีเซลได๎มากกวํา       
ชุดการทดลองนมผักกระเฉดปลอดเชื้อ นมผักกระเฉดไมํปลอดเชื้อ  และชุดควบคุมอยํางมีนัยส้าคัญ        
ทางสถิต ิ   แตํไมํแตกตํางจากกลุํมแบคทีเรียอิสระอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
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รูปที่ 4.15 ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ในวันที่ 0 และ 7 ของนมผักกระเฉดที่ไม่ปลอดเชื้อและ        

กลุ่มแบคทีเรียตรึงในอาหารเหลว CFMM ที่มี 1% ดีเซล 
  
 เมื่อพิจารณาจ้านวนแบคทีเรียจากการทดลอง   พบวํา    เมื่อเวลาผํานไป 7 วัน แบคทีเรีย 
ในทุกชุดการทดลองมีจ้านวนเพ่ิมมากขึ้น ในขณะที่ปริมาณดีเซลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวลดลง              
เมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 0 (รูปที่ 4.16)    ตัวอยํางนมผักกระเฉดที่ไมํปลอดเชื้อเริ่มต๎นมีจ้านวน
แบคทีเรีย 5.89+0.46 log CFU/กรัม    เมื่อเวลาผํานไปแบคทีเรียบนนมผักกระเฉดมีจ้านวนเพ่ิมมาก
ขึ้นถึง 11.24+0.13 และ 11.75+0.30 log CFU/กรัม ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    และมี
แบคทีเรียอีกสํวนหนึ่งที่อยูํในอาหารเหลวซึ่งมีปริมาณน๎อยกวําแบคทีเรียที่เกาะบนนมผักกระเฉดคือ 
9.23+0.24 และ 9.12+0.74 log CFU/มล. ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    ในชุดการทดลอง          
กลุํมแบคทีเรียอิสระวันที่ 0 มีแบคทีเรียเริ่มต๎นประมาณ 8 log CFU/มล.    เมื่อเวลาผํานไปมีจ้านวน
เพ่ิมมากข้ึนถึง 9.21+0.17 และ 8.99+0.11 log CFU/มล. ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    และในชุด
การทดลองกลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนนมผักกระเฉดวันที่ 0 ซึ่งหลังการตรึงเซลล์เป็นเวลา 2 ชั่วโมง   
พบวํา    มีแบคทีเรียที่เกาะบนนมผักกระเฉดประมาณ 11.04+1.30  log CFU/กรัม    เมื่อเวลาผําน
ไปมีจ้านวนแบคทีเรียบนนมผักกระเฉดเพ่ิมขึ้นประมาณ 11.24+0.13 และ 11.75+0.30 CFU/กรัม            
ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    และพบแบคทีเรียอีกสํวนหนึ่งอยูํในอาหารเหลว ซึ่งมีปริมาณน๎อยกวํา
แบคทีเรียที่เกาะบนนมผักกระเฉดซึ่งมีจ้านวนประมาณ 9.23+0.24 และ 9.12+0.74  log CFU/มล. 
ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ  
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รูปที่ 4.16 จ านวนแบคทีเรียในวันที่ 0 และ 7 ของนมผักกระเฉดที่ไม่ปลอดเชื้อและกลุ่มแบคทีเรีย

ตรึงในอาหารเหลว CFMM ที่มี 1% ดีเซล 
 
จากการสกัดดีเอ็นเอของชุดการทดลองกลุํมแบคทีเรียอิสระ นมผักกระเฉดไมํปลอดเชื้อ     

และนมผักกระเฉดตรึงกลุํมแบคทีเรียในวันที่ 0 และ 7 จากสํวนของอาหารเหลวและนมผักกระเฉด    
น้าดีเอ็นเอที่สกัดได๎มาเพ่ิมปริมาณของ 16S rDNA ด๎วยเทคนิค PCR    โดยใช๎ไพรเมอร์ EUB 933F 
ซ่ึงมี GC clamp เชื่อมตํอบริเวณ 5’ และ EUB 1387R    ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
500 bp ที่เกิดขึ้นด๎วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิส    หลังจากย๎อมแผํนเจลด๎วยสารละลาย          
เอธิเดียมโบรไมด์ แล๎วน้าไปสํองภายใต๎แสงอัลตราไวโอเลต (Karthika และคณะ) ด๎วยเครื่อง              
Gel Documentation    พบวํา     ทุกตัวอยํางมีผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 500 bp 
ปรากฏเพียงแถบเดียวที่เดํนชัด    และไมํพบผลิตภัณฑ์ในชุดควบคุมผลลบ (negative control)            
น้าผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอมาท้า Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)    โดยใช๎              
เกรเดียนต์ของสารละลาย denaturant 50-70%    เพ่ือติดตามพลวัตรประชากรของกลุํมแบคทีเรีย
ตั้งแตํเริ่มต๎นจนสิ้นสุดระยะเวลาการทดสอบ  
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จากการติดตามพลวัตรของชุดการทดลองกลุํมแบคทีเรียตรึงบนนมผักกระเฉดพบแถบของ           
กลุํมแบคทีเรีย TS1 ในวันที่ 0 และ 7 ของการทดลองที่ตรงกับกลุํมแบคทีเรียอิสระ (รูปที่ 4.17       
ชํองวิ่งที่ 1-2 และ 3-4)    แสดงให๎เห็นวํา    กลุํมแบคทีเรีย TS1 สามารถยึดเกาะบนนมผักกระเฉด          
(ชํองวิ่งที่ 9)     และบางสํวนเจริญเติบโตและหลุดออกจากนมผักกระเฉดมาอยูํในสํวนของอาหาร
เหลวได๎  (ชํองวิ่งที่  8)    และพบบางแถบของกลุํมแบคทีเรียตามธรรมชาติที่อยูํในวัสดุตรึงที่           
ไมํปลอดเชื้อที่เจริญปะปนกันกับ TS1 (ลูกศรชี้)    นอกจากนี้ยังพบวํา    ชํองวิ่งที่ 8-9 มีบางแถบที่
หนาขึ้นมากกวําวันที่ 0 (ชํองวิ่งที่ 2)    เชํนเดียวกับชุดการทดลองนมผักกระเฉดที่ไมํปลอดเชื้อที่พบ
แถบของกลุํมแบคทีเรียบางแถบทั้งในสํวนอาหารเหลวและนมผักกระเฉด (ชํองวิ่งที่ 5-7)    โดยมี        
บางแถบที่พบในวันที่ 0 แตํไมํพบในวันที่ 7    และมีบางแถบที่ไมํพบในวันที่ 0 แตํพบในวันที่ 7    
แสดงวํา    นมผักกระเฉดไมํปลอดเชื้อมีแบคทีเรียบางชนิดที่สามารถยํอยสลายดีเซลและเจริญเติบโต
บนนมผักกระเฉด และหลุดออกมาอยูํในสํวนของอาหารเหลวได๎    ซึ่งสอดคล๎องกับผลการทดลอง 
การนับจ้านวนแบคทีเรียด๎วยวิธี viable plate count และการตรวจสอบการยึดเกาะของแบคทีเรีย
ด๎วย SEM  

 

 
รูปที่ 4.17 การวิเคราะห์ประชากรกลุ่มแบคทีเรีย TS1 โดยวิธี PCR-DGGE หลังการตรึง            

บนนมผักกระเฉดและใช้งาน (ชํองวิ่งที่ 1: กลุํมแบคทีเรีย TS1, ชํองวิ่งที่ 2: TS1 หลัง
ตรึง 2 ชั่วโมง, ชํองวิ่งที่ 3: กลุํมแบคทีเรีย TS1 อิสระวันที่ 0, ชํองวิ่งที่ 4: กลุํมแบคทีเรีย 
TS1 อิสระวันที่ 7, ชํองวิ่งที่ 5: นมผักกระเฉดไมํปลอดเชื้อวันที่ 0, ชํองวิ่งที่ 6: แบคทีเรีย
ในอาหารเหลวของชุดนมผักกระเฉดไมํปลอดเชื้อวันที่ 7, ชํองวิ่งที่ 7: แบคทีเรียในนมผัก
กระเฉดไมํปลอดเชื้อวันที่ 7, ชํองวิ่งที่ 8: แบคทีเรียในอาหารเหลวของชุดนมผักกระเฉด
ตรึงกลุํมแบคทีเรียวันที่ 7, และชํองวิ่งที่ 9: แบคทีเรียในนมผักกระเฉดตรึงกลุํมแบคทีเรีย
วันที่ 7) ลูกศรชี้แสดง แถบของกลุํมแบคทีเรียตามธรรมชาติที่ติดมากับนมผักกระเฉดที่ไมํ
ปลอดเชื้อที่เจริญปะปนอยูํกับกลุํมแบคทีเรีย TS1 

 1    2   3    4    5   6    7   8    9 
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4.4.3 ลักษณะของวัสดุตรึงหลังการใช้งาน 

เมื่อสังเกตลักษณะของวัสดุตรึงหลังจากการทดสอบประสิทธิภาพการยํอยสลายดีเซล      
เป็นเวลา 7 วัน    พบวํา    นมผักกระเฉดตรึงบางสํวนจมน้้า    บางสํวนแขวนลอยในอาหารเหลว
หลังจากการทดสอบผํานไป 1 วัน    และเม่ือผํานไป 7 วัน พบวัสดุมีสีเข๎มขึ้นและเปื่อยยุํย    แตกตําง
จากเปลือกหอยตรึงที่มีลักษณะแข็งและคงสภาพได๎ดีกวําเมื่อผํานไป 7 วัน (รูปที่ 4.18)    ดังนั้น                     
เปลือกหอยจึงเป็นวัสดุตรึงที่เหมาะสมกับการทดสอบขั้นตํอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.18 ลักษณะของวัสดุตรึงชนิดต่าง ๆ ในอาหารเหลว CFMM ที่มี 1% ดีเซล             

เปลือกหอยตรึงวันที่ 0 (A) เปลือกหอยตรึงวันที่ 7 (B) นมผักกระเฉดตรึงวันที่ 0 
(C) นมผักกระเฉดตรึงวันที่ 1 (D)  และนมผักกระเฉดตรึงวันที่ 7 (E) 

 
 

A B 

C 

D E 
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จากการตรวจสอบการยึดเกาะของกลุํมแบคทีเรีย TS1 บนเปลือกหอยทั้งกํอนและหลังใช๎งาน
เพ่ือยํอยสลาย 1% ดีเซล เป็นเวลา 7 วัน ด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM)    
พบวํา    มีแบคทีเรียบนเปลือกหอยกํอนการใช๎งานที่เปลือกด๎านนอก (รูปที่ 4.19 A) และด๎านใน    
(รูปที่ 4.19 B)    และเปลือกหอยที่มีแบคทีเรียตรึงหลังการใช๎งานเป็นเวลา 7 วัน พบกลุํมแบคทีเรีย
เพ่ิมจ้านวนมากขึ้นอยํางเห็นได๎ชัดบนเปลือกหอยทั้งด๎านนอก (รูปที่ 4.19 C) และด๎านใน (รูปที่ 4.19 
D)    แสดงวํา    กลุํมแบคทีเรียสามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตบนวัสดุตรึง    และยังคง
ความสามารถในการยํอยสลายดีเซล    สอดคล๎องกับผลจ้านวนแบคทีเรียจากวิธี viable plate 
count และผลการยํอยสลายดีเซลจากการวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือในอาหารเหลว  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.19 ลักษณะของเปลือกหอยท่ีมีกลุ่มแบคทีเรียตรึงหลังจากบ่ม 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

2 ชั่วโมงก่อนใช้งาน ลักษณะเปลือกหอยด้านนอก (A) และด้านใน (B) และหลังจากผ่าน
การใช้งาน 7 วัน ลักษณะของเปลือกหอยด้านนอก (C) และด้านใน (D) 

 
 
 
 
 
 
 

D C 

A B
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จากการตรวจสอบการยึดเกาะของกลุํมแบคทีเรีย TS1 บนนมผักกระเฉดทั้งกํอนและหลัง    
ใช๎งานเพื่อยํอยสลาย 1% ดีเซล เป็นเวลา 7 วัน ด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM)    
พบวํา    กลุํมแบคทีเรียตรึงบนนมผักกระเฉดกํอนใช๎งานพบแบคทีเรียบนนมผักกระเฉด (รูปที่ 4.20 
A)    และหลังการใช๎งานเป็นเวลา 7 วัน พบกลุํมแบคทีเรียเพ่ิมจ้านวนมากขึ้นอยํางเห็นได๎ชัดบน     
นมผักกระเฉด (รูปที่ 4.20 B)    แสดงวํา    กลุํมแบคทีเรียสามารถยึดเกาะและเจริญเติบโต           
บนวัสดุตรึงและยังคงความสามารถในการยํอยสลายดีเซล    สอดคล๎องกับผลจ้านวนแบคทีเรียจากวิธี 
viable plate count และผลการยํอยสลายดีเซลจากการวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือในอาหารเหลว  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.20 ลักษณะของนมผักกระเฉดที่ตรึงกลุ่มแบคทีเรียหลังจากบ่มที่ 30 องศาเซลเซียสเป็น

เวลา 2 ชั่วโมง (A) และหลังจากการใช้งาน 7 วัน (B)   
 
กลุํมแบคทีเรีย TS1 ที่คัดแยกจากรากผักตบชวาสามารถยํอยสลายดีเซลได๎ 88.22+2.35% 

ภายใน 7 วัน    และเมื่อตรึงกลุํมแบคทีเรีย TS1 บนเปลือกหอยและนมผักกระเฉดสามารถ              
คงความสามารถในการยํอยสลายดีเซลไว๎ได๎    กลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนเปลือกหอยสามารถยํอยสลาย
ดีเซลได๎มากกวําชุดควบคุมตําง ๆ อยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    และเปลือกหอยยังคงสภาพเดิม
หลังจากผํานการใช๎งานเพ่ือยํอยสลายดีเซลเป็นเวลา 7 วัน    กลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนนมผักกระเฉด
สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ไมํแตกตํางจากกลุํมแบคทีเรียอิสระอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    และนมผัก
กระเฉดเปื่อยยุํยและแขวนลอยในอาหารเหลว จึงไมํเหมาะกับการใช๎งานเพ่ือบ้าบัดดีเซลในน้้า    
ดังนั้นจึงเลือกกลุํมแบคทีเรีย TS1 ที่ตรึงบนเปลือกหอย ซึ่งเหมาะกับการใช๎งานเพ่ือบ้าบัดดีเซลในน้้า
มาทดสอบขั้นตํอไป 
 
 
 

E F 

BA



 

 

82 

4.5 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการตรึงเซลล์และความสามารถในการย่อยสลายดีเซล 

  
4.5.1 จ านวนเซลล์ที่ใช้ในการตรึง 

น้ากลุํมแบคทีเรีย TS1 มาตรึงบนเปลือกหอยขนาดประมาณ 5x5 มิลลิเมตร    โดยใช๎เซลล์
จ้านวน 6, 8 และ 10 log CFU/มล.    จากนั้นน้ามาทดสอบการยํอยสลาย 1% ดีเซลในอาหารเหลว 
CFMM    เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7 เพ่ือนับจ้านวนแบคทีเรียและวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือ 

จากการวิเคราะห์ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํ โดยให๎ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในวันที่ 0 เทํากับ 
100%    พบวํา    เมื่อเวลาผํานไปดีเซลที่เหลืออยูํในทุกชุดการทดลองมีปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับ        
ชุดควบคุมวันที่ 0 (รูปที่ 4.21) โดยชุดควบคุมมีดีเซลที่เหลืออยูํ 80.64+1.21% ในวันที่ 7    ในชุด          
การทดลองมีดีเซลที่เหลืออยูํสํวนใหญํอยูํในสํวนของอาหารเหลวและเปลือกหอยสามารถดูดซับดีเซล
บางสํวนได๎หลังจากทดลอง 7 วัน    เปลือกหอยปลอดเชื้อมีดีเซลเหลืออยูํ 81.66% ซึ่งในจ้านวนนี้
ดีเซลถูกดูดซับในเปลือกหอยประมาณ 29.59+1.78% และดีเซลที่เหลืออยูํในอาหารเหลวประมาณ 
52.07+4.13%    ซึ่ งชุดควบคุมและชุดเปลือกหอยปลอดเชื้อมีดี เซลลดลงไมํแตกตํางกัน             
อยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    เปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อมีดีเซลเหลืออยูํ 45.67% ซึ่งในจ้านวนนี้ดีเซล
ถูกดูดซับในเปลือกหอยประมาณ 14.12+1.38% และดีเซลที่เหลืออยูํ ในอาหารเหลวประมาณ 
31.55+14.06%    ซึ่งแตกตํางจากชุดควบคุมและชุดเปลือกหอยปลอดเชื้ออยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
นําจะเกิดจากแบคทีเรียที่ติดมากับเปลือกหอยตามธรรมชาติสามารถยํอยสลายดีเซลได๎     และเมื่อ
เติมกลุํมแบคทีเรีย TS1 อิสระความเข๎มข๎นเซลล์ 6, 8 และ 10 log CFU/มล. ลงไปในอาหารเหลวที่มี
ดีเซล    เมื่อผํานไป  7 วัน พบดีเซลที่เหลืออยูํประมาณ 25.12+11.52%, 10.23+0.66% และ 
9.30+1.17% ตามล้าดับ    สํวนชุดการทดลองที่เติมกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอย    พบวํา     
ทุกชุดการทดลองมีดีเซลที่ เหลืออยูํ ในอาหารเหลวในปริมาณที่น๎อยกวํากลุํมแบคทีเรียอิสระ             
โดยพบวํา     เมื่อตรึงเซลล์ที่มีความเข๎มข๎น 6 log CFU/มล. สามารถลดปริมาณดีเซลจนเหลือ 
6.08% ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 1.41+0.66% และอยูํในสํวนอาหารเหลว 
4.67+0.47%    แตํเมื่อตรึงเซลล์ความเข๎มข๎น 8 log CFU/มล. สามารถลดปริมาณดีเซลจนเหลือ 
1.40% และไมํมีดีเซลเหลือบนเปลือกหอย    และเมื่อตรึงเซลล์ความเข๎มข๎น 10 log CFU/มล. 
สามารถลดปริมาณดีเซลจนเหลือ 1.70% ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 0.29+0.49% และ
อยูํ ในสํ วนอาหารเหลว 1.41+0.90%    ทั้ งชุดการทดลองที่ เติมกลุํมแบคที เรีย อิสระและ              
กลุํมแบคทีเรียตรึงมีปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในอาหารน๎อยกวําชุดควบคุม ชุดการทดลองเปลือกหอย
ปลอดเชื้อ และเปลือกหอยไมํปลอดเชื้ออยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ  แตํเมื่อเปรียบเทียบชุดการทดลอง
กลุํมแบคทีเรียอิสระความเข๎มข๎นเซลล์ 8 และ 10 log CFU กับกลุํมแบคทีเรียตรึงทุกความเข๎มข๎น
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เซลล์    พบวํา    มีดีเซลที่เหลืออยูํในอาหารในปริมาณที่ไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    
ดังนั้นชุดการทดลองที่เหมาะสมกับการน้ามาทดสอบขั้นตํอไปคือ    กลุํมแบคทีเรียตรึงที่ใช๎เซลล์  
ความเข๎มข๎น 6 log CFU ตํอเปลือกหอย 5 กรัม    เพราะสามารถประหยัดเซลล์แตํยังคง
ประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีเซลไมํแตกตํางจากการใช๎เซลล์ความเข๎มข๎นที่สูงกวํา  
 

 
 
รูปที่ 4.21 ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ในการทดลองการย่อยสลาย 1% ดีเซลเป็นเวลา 7 วัน       

โดยกลุ่มแบคทีเรีย TS1 ตรึงบนเปลือกหอยที่มีจ านวนเซลล์ 6, 8 และ 10 log CFU/
มล.  

 
 จากการนับจ้านวนแบคทีเรียในวันที่ 0 และ 7 ของการทดลอง    พบวํา    หลังจากผําน         
การทดสอบ 7 วัน    แบคทีเรียในทุกชุดการทดลองมีจ้านวนเพ่ิมมากขึ้นในขณะที่ปริมาณดีเซล        
ในอาหารเหลวลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 0    ในชุดการทดลองกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอย 
จะพบแบคทีเรียสํวนใหญํอยูํในอาหารเหลวซึ่งมีปริมาณมากกวําแบคทีเรียที่เกาะบนเปลือกหอย            
(รูปที่ 4.22)    ส้าหรับเปลือกหอยที่ตรึงกลุํมแบคทีเรียความเข๎มข๎น 6 และ 8 log CFU ตํอเปลือก
หอย 5 กรัม    จะพบแบคทีเรียเพ่ิมจ้านวนมากขึ้นบนเปลือกหอยในวันที่ 7 จนมีจ้านวนสูงสุด
ประมาณ 7 log CFU/กรัม และแบคทีเรียบางสํวนหลุดออกมาอยูํในอาหารเหลว    แตํเมื่อเพ่ิม          
ความเข๎มข๎นเซลล์มากขึ้นเป็น 10 log CFU ตํอเปลือกหอย 5 กรัม    กลับพบวํา    มีแบคทีเรีย        
บนเปลือกหอยลดลงในวันที่ 7 จนเหลือเซลล์ประมาณ 7 log CFU/กรัม    ซึ่งพบในปริมาณที่เทํากับ
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การตรึงเซลล์ความเข๎มข๎น 6 และ 8 log CFU    สํวนชุดการทดลองกลุํมแบคทีเรียอิสระ              
พบผลจ้านวนเซลล์เชํนเดียวกับชุดกลุํมแบคทีเรียตรึงคือ    ชุดที่เติมความเข๎มข๎นเซลล์เริ่มต๎น 6 และ 
8 log CFU/มล. หลังจากผํานไป 7 วัน    พบวํา    จ้านวนแบคทีเรียในอาหารเหลวเพ่ิมมากขึ้น
ประมาณ 9 log CFU/มล.    แตกตํางจากชุดการทดลองที่เติมเซลล์ความเข๎มข๎น 10 log CFU/มล. 
เมื่อผํานไป 7 วันกลับพบวํา    จ้านวนแบคทีเรียในอาหารลดลงเหลือประมาณ 9 log CFU/มล. 
 

 
 
รูปที่ 4.22 จ านวนแบคทีเรียในการทดลองการย่อยสลาย 1% ดีเซลเป็นเวลา 7 วัน                  

โดยกลุ่มแบคทีเรีย TS1 ตรึงบนเปลือกหอยที่มีจ านวนเซลล์ 6, 8 และ 10  log 
CFU/มล.  

 
4.5.2 ผลของระยะเวลาในการตรึงเซลล์บนเปลือกหอย 

น้าเซลล์ที่มีความเข๎มข๎นเริ่มต๎น 6 log CFU/มล. และ 8 log CFU/มล. ตรึงบนเปลือกหอย    
แบํงการทดลองเป็น 2 ชุดได๎แกํ    ชุดที่ 1 ใช๎เวลาในการตรึง 30 นาที เมื่อครบก้าหนดเวลาไมํชะ
แบคทีเรียสํวนเกิน    และชุดที่ 2 ใช๎เวลาในการตรึง 2 ชั่วโมง เมื่อครบก้าหนดเวลาชะแบคทีเรีย
สํวนเกินด๎วย 0.85% NaCl    จากนั้นน้ากลุํมแบคทีเรียตรึงมาทดสอบประสิทธิภาพในการยํอยสลาย 
1% ดีเซลในอาหารเหลว CFMM    เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7 เพ่ือนับจ้านวนแบคทีเรียและ
วิเคราะห์ดีเซลที่เหลือ  
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จากการวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือในอาหารโดยให๎ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในวันที่ 0 เทํากับ 
100%    พบวํา    ชุดกลุํมแบคทีเรียตรึงให๎ผลที่ดีกวําชุดควบคุม (รูปที่ 4.23)    โดยชุดควบคุม         
มีดีเซลเหลืออยูํ 85.09+4.31%    ชุดเปลือกหอยปลอดเชื้อมีดีเซลเหลืออยูํ 81.66% ซึ่งในจ้านวนนี้
ดีเซลถูกดูดซับในเปลือกหอยประมาณ 29.59+1.78% และดีเซลที่เหลืออยูํในอาหารเหลวประมาณ 
52.07+4.13%    ซึ่งชุดควบคุมและชุดเปลือกหอยปลอดเชื้อมีดีเซลลดลงไมํแตกตํางกันอยํางมี
นัยส้าคัญทางสถิติ    เปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อมีดีเซลเหลืออยูํ 45.67% ซึ่งในจ้านวนนี้ดีเซลถูกดูดซับ
ในเปลือกหอยประมาณ 14.12+1.38% และดีเซลที่เหลืออยูํในอาหารเหลวประมาณ 31.55+14.06%     
ซ่ึงแตกตํางจากชุดควบคุมและชุดเปลือกหอยปลอดเชื้ออยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    ชุดกลุํมแบคทีเรีย
ที่ตรึงบนเปลือกหอยที่ใช๎เซลล์เริ่มต๎น 6 log CFU/มล. เป็นเวลา 30 นาทีและ 2 ชั่วโมง    มีดีเซล
เหลืออยูํในอาหาร 5.25+0.62% และ 4.67+0.47% ตามล้าดับ    และชุดกลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบน
เปลือกหอยที่ใช๎เซลล์เริ่มต๎น 8 log CFU/มล. เป็นเวลา 30 นาทีและ 2 ชั่วโมง    มีดีเซลเหลืออยูํใน
อาหาร 4.19+0.15% และ 1.40+0.19% ตามล้าดับ    แตกตํางจากชุดของเปลือกหอยปลอดเชื้อ 
เปลือกหอยไมํปลอดเชื้อและชุดควบคุมอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    ที่พบดีเซลที่เหลืออยูํในอาหาร
เหลว 31.55+14.05% และ 52.07+4.12% ตามล้าดับ    จะเห็นได๎วํา    การตรึงเซลล์ด๎วยเซลล์ที่มี
ความเข๎มข๎น 6 หรือ 8 log CFU/มล. ที่เวลา 30 นาที หรือ 2 ชั่วโมง    ให๎ผลการยํอยสลายดีเซลที่ 
ไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    ดังนั้นการเลือกตรึงเซลล์ความเข๎มข๎น 6 log CFU/มล.        
ที่เวลา 30 นาที    จึงเป็นสภาวะที่เหมาะสมกับการประยุกต์ใช๎งาน    เนื่องจากประหยัดเซลล์เริ่มต๎น 
ลดเวลาในการตรึง และสามารถน้าไปใช๎ได๎อยํางรวดเร็ว  
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รูปที่ 4.23 ปริมาณดีเซลท่ีเหลือ ในการทดลองการย่อยสลาย 1% ดีเซลเป็นเวลา 7 วัน ในอาหาร

เหลวท่ีใช้กลุ่มแบคทีเรียตรึงท่ีใช้จ านวนเซลล์และระยะเวลาการตรึงต่าง ๆ  
 
 จากการนับจ้านวนแบคทีเรียบนเปลือกหอยหลังตรึง (รูปที่ 4.24) ด๎วยเซลล์ความเข๎มข๎น     
6 และ 8 log CFU/มล. ที่เวลา 30 นาที    พบวํา    มีจ้านวนแบคทีเรียบนเปลือกหอย 6.10+0.42 
และ 7.61+0.28 log CFU/กรัม ตามล้าดับ    แตํเมื่อเพ่ิมเวลาในการตรึงนานขึ้นเป็น 2 ชั่วโมงและ           
ชะแบคทีเรียที่ไมํเกาะวัสดุตรึงออกจะพบวํา     มีแบคทีเรียประมาณ 5.25+0.70 และ 7.08+0.76 
log CFU/กรัม  ตามล้าดับ    แสดงวํา    ภายในเวลา 30 นาที แบคทีเรียสามารถยึดเกาะและเจริญ
บนเปลือกหอย    แตํเมื่อชะแบคทีเรียตัวที่ไมํเกาะจึงท้าให๎แบคทีเรียที่พบหลังจากตรึง 2 ชั่วโมง       
มีปริมาณน๎อยกวําที่เวลาตรึง 30 นาที    และหลังจากการทดสอบประสิทธิภาพการยํอยสลาย 1% 
ดีเซลเป็นเวลา 7 วัน   พบวํา    แบคทีเรียเพ่ิมจ้านวนมากขึ้นทั้งบนเปลือกหอยและมีแบคทีเรีย       
สํวนใหญํในอาหารเหลว    โดยแบคทีเรียที่พบบนเปลือกหอยมีจ้านวนประมาณ  7 log CFU/กรัม             
แตํจ้านวนแบคทีเรียที่พบในอาหารเหลวมีประมาณ 7-8 log CFU/มล. 
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รูปที่ 4.24 จ านวนแบคทีเรียในการทดลองการย่อยสลาย 1% ดีเซลเป็นเวลา 7 วัน ในอาหาร

เหลวท่ีใช้กลุ่มแบคทีเรียตรึงท่ีใช้จ านวนเซลล์และระยะเวลาการตรึงต่าง ๆ  
 
4.5.3 ขนาดของวัสดุตรึง 

น้ากลุํมแบคทีเรียที่มีความเข๎มข๎นเซลล์ 6 log CFU/มล.    มาตรึงบนเปลือกหอยหยาบขนาด 
5x5 มิลลิเมตรและเปลือกหอยละเอียดขนาด 2x2 มิลลิเมตร    จากนั้นน้ามาทดสอบการยํอยสลาย 
1% ดีเซลในอาหารเหลว CFMM    เก็บตัวอยํางวันที่ 0, 3 และ 7    เพ่ือนับจ้านวนแบคทีเรียและ
วิเคราะห์ดีเซลที่เหลือ 

จากการวิเคราะห์ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํ    โดยให๎ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในวันที่ 0 เทํากับ 
100%    จากผลการทดสอบด๎วยเปลือกหอยละเอียด ดังแสดงในรูป 4.25 A    พบวํา    เมื่อเวลา
ผํานไปดี เซลที่ เหลืออยูํ ในทุกชุดการทดลองมีปริมาณลดลง เมื่อเทียบกับชุดควบคุมวันที่  0             
ชุดควบคุมที่มีเพียงอาหารเหลวกับดีเซลมีดีเซลเหลือ 94.30+5.82% และ 88.26+3.85% ในวันที่ 3 
และ 7 ตามล้าดับ    และชุดเปลือกหอยปลอดเชื้อพบดีเซลที่เหลืออยูํในชุดการทดลองประมาณ 
100% และ 97% ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 
28.38+5.24% และ 21.95+1.54% ตามล้าดับ    และเหลืออยูํในอาหารเหลว 72.01+12.5% และ 
75.05+14.06% ตามล้าดับ   ซึ่งไมํแตกตํางจากชุดควบคุมอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    และชุด       
เปลือกหอยไมํปลอดเชื้อพบดีเซลที่เหลืออยูํในชุดการทดลองประมาณ 98.57% และ 50.56% ในวันที่ 
3 และ 7 ตามล้าดับ    ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 26.37+4.23% และ 12.24+5.78% 
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ตามล้าดับ    และเหลืออยูํในอาหารเหลว 72.20+4.37% และ 38.32+13.31% ตามล้าดับ                
ซึ่งดีเซลที่เหลืออยูํในวันที่ 7 แตกตํางจากชุดควบคุมและชุดเปลือกหอยปลอดเชื้ออยํางมีนัยส้าคัญ 
ทางสถิติ    เมื่อเติมกลุํมแบคทีเรียอิสระความเข๎มข๎น 6 log CFU/มล.    สามารถยํอยสลายดีเซลได๎
จนเหลือ 22.36+5.83% และ 20.89+7.49% ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    ซึ่งแตกตํางจาก        
ชุดควบคุมท้ัง 3 ชุดข๎างต๎นอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    สํวนกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยละเอียด
สามารถยํอยสลายดีเซลได๎จนเหลือ 24.16% และ 10.36% ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ                
ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 9.45+2.77% และ 7.78+5.06% ตามล้าดับ    และเหลืออยูํ
ในอาหารเหลว 14.71+1.98% และ 2.58+0.67% ตามล้าดับ    ซึ่งกลุํมแบคทีเรียตรึงสามารถยํอย
สลายดีเซลจนมีปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในอาหารน๎อยกวําชุดควบคุมตําง ๆ และกลุํมแบคทีเรียอิสระ
ภายใน 7 วันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ  

จากการวิเคราะห์ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํ โดยให๎ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในวันที่ 0 เทํากับ 
100%    จากผลการทดสอบด๎วยเปลือกหอยหยาบ ดังแสดงในรูป 4.25 B    พบวํา    เมื่อเวลา         
ผํานไปดี เซลที่ เหลืออยูํ ในทุกชุดการทดลองมีปริมาณลดลง เมื่อเทียบกับชุดควบคุมวันที่  0                  
ซึ่งชุดควบคุมมีดีเซลเหลือ 94.30+5.82% และ 88.26+3.85% ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    และ
ชุดเปลือกหอยปลอดเชื้อที่พบดีเซลที่เหลืออยูํในชุดการทดลอง 93.70% และ 81.66% ในวันที่ 3 
และ 7 ตามล้าดับ    ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 40.54+11.16% และ 29.59+1.78% 
ตามล้าดับ    และเหลืออยูํในอาหารเหลว 53.16+12.54% และ 52.07+4.12% ตามล้าดับ  ซึ่งไมํ
แตกตํางจากชุดควบคุมอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    และชุดเปลือกหอยไมํปลอดเชื้อพบดีเซล               
ที่เหลืออยูํในชุดการทดลอง 93.55% และ 45.67% ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ     ซึ่งในจ้านวนนี้ 
ถูกดูดซับในเปลือกหอย 32.11+3.57% และ 14.12+1.38% ตามล้าดับ    และเหลืออยูํใน             
อาหารเหลว 61.44+1.38% และ 31.55+14.05% ตามล้าดับ    ซึ่งดีเซลที่เหลืออยูํในวันที่ 7 
แตกตํางจากชุดควบคุมและชุดเปลือกหอยปลอดเชื้ออยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    เมื่อเติมกลุํม
แบคทีเรียอิสระความเข๎มข๎น 6 log CFU/มล. สามารถยํอยสลายดีเซลได๎จนเหลือ 22.36+5.83% 
และ 20.89+7.49% ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    ซึ่งแตกตํางจากชุดควบคุมทั้ง 3 ชุดข๎างต๎น         
อยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    สํวนกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยหยาบสามารถยํอยสลายดีเซลได๎  
จนเหลือ 12.89% และ 5.04%  ในวันที่ 3 และ 7 ตามล้าดับ    ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือก
หอยประมาณ 1.91+1.82% และ 1.93+1.15% ตามล้าดับ    และเหลืออยูํในอาหารเหลว 
10.98+4.25% และ 3.11+0.99% ตามล้าดับ    กลุํมแบคทีเรียตรึงสามารถยํอยสลายดีเซลจนมี
ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในอาหารน๎อยกวําชุดควบคุมตําง ๆ และกลุํมแบคทีเรียอิสระภายใน 7 วัน
อยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    ดังนั้นขนาดของวัสดุที่เหมาะสมกับการน้ามาทดสอบขั้นตํอไปคือ         
เปลือกหอยหยาบขนาด 5x5 มิลลิเมตร 
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รูปที่ 4.25 ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ ในวันที่ 0 และ 7 ในการทดลองการย่อยสลาย 1% ดีเซล       
โดยกลุ่มแบคทีเรีย TS1 ตรึงบนเปลือกหอยขนาด 2x2 มิลลิเมตร (A) และ 5x5 
มิลลิเมตร (B)  
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จากการนับจ้านวนแบคทีเรียในวันที่ 0, 3 และ 7 ของการทดลอง    พบวํา    เมื่อเวลา       
ผํานไป    แบคทีเรียในทุกชุดการทดลองมีจ้านวนเพ่ิมมากขึ้น    โดยทุกชุดการทดลองมีจ้านวน
แบคทีเรียมากที่สุดในวันที่ 7    ในขณะที่ปริมาณดีเซลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวลดลง                        
ในชุดการทดลองที่ใช๎กลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยจะพบแบคทีเรียสํวนใหญํอยูํในอาหารเหลว        
ซึ่งมีปริมาณมากกวําแบคทีเรียที่เกาะบนเปลือกหอย (รูปที่ 4.26)    ทั้งในชุดการทดลองที่ใช๎           
เปลือกหอยหยาบและเปลือกหอยละเอียด    แนวโน๎มจ้านวนแบคทีเรียเพ่ิมจ้านวนมากขึ้นบน           
เปลือกหอยในวันที่ 3 คือ    มีจ้านวนแบคทีเรียบนเปลือกหอยประมาณ 7.5 log CFU/กรัม และคงที่
ประมาณ 7.5 log CFU/กรัม ในวันที่ 7    และพบแบคทีเรียบางสํวนหลุดออกมาอยูํในอาหารเหลว    
ซึ่งมีปริมาณมากกวําแบคทีเรียที่พบบนเปลือกหอย    สํวนชุดการทดลองกลุํมแบคทีเรียอิสระพบผล
จ้านวนเซลล์เชํนเดียวกับสํวนของอาหารเหลวของชุดกลุํมแบคทีเรียตรึงคือ    ความเข๎มข๎นเซลล์
เริ่มต๎น 6.59+0.12 log CFU/มล.    แบคทีเรียเพ่ิมจ้านวนมากขึ้นเป็น 8.21+0.35 log CFU/มล. ใน
วันที่ 3 และมากที่สุดคือ 9.35+0.63 log CFU/มล. ในวันที่ 7    เชํนเดียวกับชุดควบคุมเปลือกหอย
หยาบและเปลือกหอยละเอียดที่ไมํปลอดเชื้อ    พบแบคทีเรียที่สามารถยํอยดีเซลได๎และพบจ้านวน
เซลล์ที่มีแนวโน๎มเพ่ิมข้ึนเมื่อเวลาผํานไปเหมือนชุดการทดลองกลุํมแบคทีเรียอิสระและกลุํมแบคทีเรีย
ตรึง 
 

 
 
รูปที่ 4.26 จ านวนแบคทีเรียในวันที่ 0 และ 7 ในการทดลองการย่อยสลาย 1% ดีเซลโดยกลุ่ม

แบคทีเรีย TS1 ตรึงบนเปลือกหอยขนาด 2x2 และ 5x5 มิลลิเมตร 
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4.5.4 ปริมาณดีเซล 

น้าเซลล์ที่มีความเข๎มข๎นเริ่มต๎น 6 log CFU/มล.    ตรึงบนเปลือกหอยขนาดประมาณ             
5x5 มิลลิเมตร     มาทดสอบการยํอยสลายดีเซลที่ความเข๎มข๎น 1%, 3% และ 5% โดยปริมาตร           
ในอาหารเหลว CFMM    ชุดควบคุมคือ    ชุดอาหารเหลวที่เติมดีเซลเพียงอยํางเดียว ชุดที่มี         
เปลือกหอยไมํปลอดเชื้อ และชุดที่มีเปลือกหอยปลอดเชื้อ    เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7    เพ่ือนับ
จ้านวนแบคทีเรียและวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือ 

จากการวิเคราะห์ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํ    โดยให๎ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในวันที่ 0 เทํากับ 
100%    พบวํา    เมื่อเวลาผํานไป 7 วัน ดีเซลที่เหลืออยูํในทุกชุดการทดลองมีปริมาณลดลง          
เมื่อเทียบกับชุดควบคุมวันที่ 0 (รูปที่ 4.27)    โดยพบดีเซลที่เหลืออยูํสํวนใหญํอยูํในสํวนของอาหาร
เหลวและเปลือกหอยสามารถดูดซับดีเซลบางสํวนได๎  

จากการทดลองการยํอยสลายดีเซลความเข๎มข๎น 1% โดยปริมาตร    พบวํา    เมื่อเวลา           
ผํานไปดี เซลที่ เหลืออยูํ ในทุกชุดการทดลองมีปริมาณลดลง เมื่อเทียบกับชุดควบคุมวันที่  0                
ชุดควบคุมที่มีเพียงอาหารเหลวกับดีเซล มีดีเซลเหลือ 85.09+4.31% ในวันที่ 7 และชุดเปลือกหอย
ปลอดเชื้อที่พบดีเซลที่เหลืออยูํในชุดการทดลองประมาณ 81.66% ในวันที่ 7    ซึ่งในจ้านวนนี้ถูก          
ดูดซับในเปลือกหอย 29.59+1.78%    และเหลืออยูํในอาหารเหลว 52.07+4.12%    ซึ่งไมํแตกตําง
จากชุดควบคุมอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    และชุดเปลือกหอยไมํปลอดเชื้อที่พบดีเซลที่เหลืออยูํใน      
ชุดการทดลอง 45.67% ในวันที่ 7    ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 14.12+1.38%                
และเหลืออยูํในอาหารเหลว 31.55+14.05%    ซึ่งดีเซลที่เหลืออยูํแตกตํางจากชุดควบคุมและ            
ชุดเปลือกหอยปลอดเชื้ออยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    เมื่อเติมกลุํมแบคทีเรียอิสระความเข๎มข๎น 6        
log CFU/มล. สามารถยํอยสลายดีเซลได๎จนเหลือ 12.69+1.41% ในวันที่ 7    ซึ่งแตกตํางจาก         
ชุดควบคุมท้ัง 3 ชุดข๎างต๎นอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    สํวนกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยสามารถ
ยํอยสลายดีเซลได๎จนเหลือ 5.68%  ในวันที่ 7 ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 0.29+0.26%    
และเหลืออยูํในอาหารเหลว 4.39+0.41%    ซึ่งกลุํมแบคทีเรียตรึงสามารถยํอยสลายดีเซลจนมี
ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในอาหารน๎อยกวําชุดควบคุมตําง ๆ อยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    แตํไมํแตกตําง
จากกลุํมแบคทีเรียอิสระอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ 

จากการทดลองการยํอยสลายดีเซลความเข๎มข๎น 3% โดยปริมาตร    พบวํา    เมื่อเวลา          
ผํานไปดี เซลที่ เหลืออยูํ ในทุกชุดการทดลองมีปริมาณลดลง เมื่อเทียบกับชุดควบคุมวันที่  0                 
ชุดควบคุมท่ีมีเพียงอาหารเหลวกับดีเซลมีดีเซลเหลือ 77.10+7.22% ในวันที่ 7    และชุดเปลือกหอย
ปลอดเชื้อที่พบดีเซลที่เหลืออยูํในชุดการทดลอง 85.36% ในวันที่ 7    ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับใน
เปลือกหอย 35.99+0.40%    และเหลืออยูํในอาหารเหลว 49.37+1.83%    ซึ่งแตกตํางจาก        
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ชุดควบคุมอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    และชุดเปลือกหอยไมํปลอดเชื้อที่พบดีเซลที่เหลืออยูํใน         
ชุดการทดลอง 68.30% ในวันที่ 7    ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 3.30+1.26%    และ
เหลืออยูํในอาหารเหลว 65.00+2.99%    ซึ่งดีเซลที่เหลืออยูํแตกตํางจากชุดควบคุมและชุด            
เปลือกหอยปลอดเชื้ออยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    เมื่อเติมกลุํมแบคทีเรียอิสระความเข๎มข๎น 6 log 
CFU/มล. สามารถยํอยสลายดีเซลได๎จนเหลือ 61.55+3.64% ในวันที่ 7    ซึ่งแตกตํางจากชุดควบคุม
ทั้ง 3 ชุดข๎างต๎นอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ     สํวนกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยสามารถยํอยสลาย
ดีเซลได๎จนเหลือ 25.45% ในวันที่ 7    ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 0.78+0.13%               
และเหลืออยูํในอาหารเหลว 24.67+1.34%    ซึ่งกลุํมแบคทีเรียตรึงสามารถยํอยสลายดีเซลจนมี
ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในอาหารน๎อยกวําชุดควบคุมตําง ๆ และกลุํมแบคทีเรียอิสระอยํางมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ  

จากการทดลองการยํอยสลายดีเซลความเข๎มข๎น 5% โดยปริมาตร    พบวํา    เมื่อเวลา        
ผํานไปดี เซลที่ เหลืออยูํ ในทุกชุดการทดลองมีปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุมวันที่  0             
ชุดควบคุมท่ีมีเพียงอาหารเหลวกับดีเซลมีดีเซลเหลือ 82.83+3.47% ในวันที่ 7    และชุดเปลือกหอย
ปลอดเชื้อที่พบดีเซลที่เหลืออยูํในชุดการทดลอง 96.17% ในวันที่ 7    ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับใน
เปลือกหอย 31.70+0.59%    และเหลืออยูํในอาหารเหลว 64.47+4.79%    ซึ่งแตกตํางจาก         
ชุดควบคุมวันที่ 7 อยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    แตํไมํแตกตํางจากชุดควบคุมวันที่ 0 อยํางมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ    และชุดเปลือกหอยไมํปลอดเชื้อพบดีเซลที่เหลืออยูํในชุดการทดลอง 84.83% ในวันที่ 7    
ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 4.77+1.37%    และเหลืออยูํในอาหารเหลว 80.06+4.66%    
ซึ่งดี เซลที่ เหลืออยูํ ไมํแตกตํางจากชุดควบคุมอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    แตํแตกตํางจาก              
ชุดเปลือกหอยปลอดเชื้ออยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    เมื่อเติมกลุํมแบคทีเรียอิสระความเข๎มข๎น 6          
log CFU/มล. สามารถยํอยสลายดีเซลได๎จนเหลือ 72.61+4.74% ในวันที่ 7    ซึ่งแตกตํางจาก        
ชุดควบคุมท้ัง 3 ชุดข๎างต๎นอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    สํวนกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยสามารถ
ยํอยสลายดีเซลได๎จนเหลือ 34.45%  ในวันที่ 7    ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 
1.64+0.34%    และเหลืออยูํในอาหารเหลว 32.81+1.47%    ซึ่งกลุํมแบคทีเรียตรึงสามารถ            
ยํอยสลายดีเซลจนมีปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในอาหารน๎อยกวําชุดควบคุมตําง ๆ และกลุํมแบคทีเรีย
อิสระอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ  

จากผลการทดลองข๎างต๎นจะเห็นได๎วํา    เมื่อเพ่ิมความเข๎มข๎นของดีเซล    กลุํมแบคทีเรีย           
ที่ตรึงบนเปลือกหอยสามารถยํอยสลายดีเซลได๎อยํางรวดเร็วภายใน 7 วัน    เมื่อเทียบกับ              
กลุํมแบคทีเรียอิสระและเปลือกหอยไมํปลอดเชื้อ    แสดงให๎เห็นวํา    การตรึงเซลล์ท้าให๎แบคทีเรีย
ทนตํอดีเซลความเข๎มข๎นสูงได๎มากขึ้นและชํวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการยํอยสลายได๎อยํางมีนัยส้าคัญ
ทางสถิต ิ
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รูปที่ 4.27 ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ในวันที่ 0 และ 7 ของชุดควบคุมและกลุ่มแบคทีเรีย TS1       

ที่ตรึงบนเปลือกหอย ในอาหารเหลว CFMM ที่มี 1%, 3% และ 5% ดีเซล  
 

จากการนับจ้านวนแบคทีเรียของทุกชุดการทดลองทั้งชุดเปลือกหอยไมํปลอดเชื้อและชุดที่มี
กลุํมแบคทีเรีย TS1    พบวํา    เมื่อเวลาผํานไป 7 วัน ในอาหารเหลวที่มีดีเซลความเข๎มข๎นตําง ๆ 
กลุํมแบคทีเรียเพ่ิมจ้านวนมากขึ้น    ในขณะที่ดีเซลที่คงเหลือในอาหารมีปริมาณลดลง (รูปที่ 4.28)    
โดยพบวํา    เมื่อเพ่ิมความเข๎มข๎นดีเซลในชุดการทดลองกลุํมแบคทีเรียอิสระ    กลุํมแบคทีเรียก็ยิ่ ง
เพ่ิมจ้านวนมากขึ้นจากวันที่ 0    ที่มีจ้านวนแบคทีเรีย 6.11+0.05 log CFU/มล.    เมื่อผํานไป 7 วัน 
พบจ้านวนแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นเป็น 7.87+1.62, 8.80+0.34 และ 9.19+0.12 log CFU/มล. ในอาหาร
เหลวที่มีดีเซลความเข๎มข๎น 1%, 3% และ 5% ตามล้าดับ    เชํนเดียวกับชุดการทดลองเปลือกหอย
ตรึงกลุํมแบคทีเรียที่พบจ้านวนแบคทีเรียในสํวนอาหารเหลวมีปริมาณมากกวําจ้านวนแบคทีเรียที่พบ
บนเปลือกหอย    โดยเมื่อผํานไป 7 วัน พบกลุํมแบคทีเรียในอาหารเหลวประมาณ 8.12+0.52, 
8.85+1.11 และ 8.95+0.18 log CFU/มล.    จะเห็นได๎วํา    เมื่อเพ่ิมความเข๎มข๎นของดีเซล ก็จะพบ
จ้านวนแบคทีเรียในสํวนอาหารเหลวมากขึ้น    แตกตํางจากจ้านวนแบคทีเรียที่พบบนเปลือกหอยซึ่งมี
จ้านวนที่เทํากันในอาหารเหลวที่มีดีเซลความเข๎มข๎นตําง ๆ    โดยพบจ้านวนแบคทีเรียบนเปลือกหอย
ประมาณ 7 log CFU/กรัม    ชุดการทดลองเปลือกหอยที่ไมํผํานการฆําเชื้อมีจ้านวนแบคทีเรียที่พบ
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บนเปลือกหอยลดลง เมื่อความเข๎มข๎นของดีเซลในอาหารมากขึ้น    โดยพบวํา    วันที่ 0 มีแบคทีเรีย
บนเปลือกหอยประมาณ 1.77+1.89 log CFU/กรัม    เมื่อผํานไป 7 วัน พบจ้านวนแบคทีเรียบน
เปลือกหอย 7.17+2.83, 6.67+1.39 และ 6.39+1.10  log CFU/กรัม    ในอาหารเหลวที่มีดีเซล
ความเข๎มข๎น 1%, 3% และ 5% โดยปริมาตร ตามล้าดับ              
 

 
 
รูปที่ 4.28 จ านวนแบคทีเรียในการทดสอบการย่อยสลาย 1%, 3% และ 5% ดีเซลในอาหาร

เหลว CFMM เป็นเวลา 7 วัน 
 

4.5.5 การใช้ซ้ ากลุ่มแบคทีเรียตรึง 

ทดสอบการใช๎ซ้้าโดยน้าเซลล์ที่มีความเข๎มข๎นเริ่มต๎น 6 log CFU/มล.    ตรึงบนเปลือกหอย
ขนาดประมาณ 5x5 มิลลิเมตร    มาทดสอบการใช๎ซ้้า 5 รอบ รอบละ 7 วัน    เมื่อครบเวลา 7 วัน           
น้าแบคทีเรียที่ตรึงบนเปลือกหอยถํายใสํหลอดทดลองใหมํที่มีอาหารเหลว  CFMM ปริมาตร             
10 มิลลิลิตร และดีเซลความเข๎มข๎น 1% โดยปริมาตร    ท้าเชํนนี้จนครบ 5 รอบ    เก็บตัวอยําง         
เพ่ือนับจ้านวนแบคทีเรียและวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือ 
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 จากการนับจ้านวนแบคทีเรียที่ตรึงบนเปลือกหอยในวันที่ 0 และจ้านวนแบคทีเรียที่พบใน
อาหารเหลวทุก 7 วัน จ้านวน 5 รอบ    พบวํา  เมื่อเวลาผํานไปทุก 7 วัน ดีเซลลดลงจนเหลืออยูํ
ในชํวง 4-7%  (รูปที่ 4.29)   และหลังจากการตรึงแบคทีเรียบนเปลือกหอยผํานไป 2 ชั่วโมงนับเป็น
วันที่ 0 มีจ้านวนแบคทีเรียบนเปลือกหอยประมาณ 6.05+0.70 log CFU/กรัม    เมื่อผํานไปทุก ๆ          
7 วัน พบแบคทีเรียในอาหารเหลวเพ่ิมมากขึ้นโดยอยูํในชํวง 8.5-9 log CFU/มล.     และเมื่อผําน       
การใช๎งาน 5 รอบ มีจ้านวนแบคทีเรียบนเปลือกหอยประมาณ 6.48 log CFU/กรัม แสดงให๎เห็นวํา 
กลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนเปลือกหอยยังคงประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีเซลได๎ดีเมื่อผํานการใช๎ซ้้า         
5 รอบ  
 

 
 

รูปที่ 4.29 ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ในการทดสอบการใช้ซ้ ากลุ่มแบคทีเรียตรึงเพื่อย่อยสลาย 1% 
ดีเซลในอาหารเหลวจ านวน 5 รอบ 

 
จากการตรวจสอบลักษณะเปลือกหอยตรึงกลุํมแบคทีเรียหลังจากผํานการใช๎ซ้้าเป็นเวลา 35 

วันใต๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM)    เพ่ือสังเกตการเปลี่ยนแปลงของพ้ืนผิววัสดุ
เปรียบเทียบกับลักษณะของเปลือกหอยไมํปลอดเชื้อวันที่ 0    พบวํา    หลังจากผํานการใช๎ซ้้า          
เป็นเวลา 35 วัน    มีการเปลี่ยนแปลงลักษณะพ้ืนผิวของเปลือกหอย จะสังเกตเห็นวํา ลักษณะพ้ืนผิว
ด๎านนอกของวันที่ 35 (รูปที่ 4.30 E,G) ไมํแตกตํางจากลักษณะพื้นผิวด๎านนอกของวันที่ 0 (รูปที่ 4.30 
A,C)    แตํลักษณะพ้ืนผิวด๎านในของวันที่ 35 (รูปที่ 4.30 F,H) มีลักษณะขรุขระคล๎ายหนามมากกวํา
วันที่ 0 (รูปที่ 4.30 B,D)  
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รูปที่ 4.30 ภาพถ่ายกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (SEM) ที่ก าลังขยาย 5,000 และ 10,000 เท่า

แสดงลักษณะพื้นผิวด้านนอก (A,C) และด้านใน (B,D) เปรียบเทียบกับลักษณะพื้นผิว
ด้านนอก (E,G) และด้านใน (F,H) ของเปลือกหอยหลังจากผ่านการใช้งานต่อเนื่อง    
35 วัน 
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4.5.6 ระยะเวลาในการเก็บรักษากลุ่มแบคทีเรียตรึง 

น้าเซลล์ที่มีความเข๎มข๎นเริ่มต๎น 6 log CFU/มล.    ตรึงบนเปลือกหอยขนาดประมาณ 5x5 
มิลลิเมตร    จากนั้นแบํงการเก็บรักษาเป็น 2 กลุํมได๎แกํ    กลุํมที่ 1 เก็บรักษาในหลอดฝาเกลียว
ขนาด 22 มิลลิลิตร จ้านวน 12 หลอด    และกลุํมที่ 2 เก็บรักษาในถุงซิปล็อคพลาสติกขนาด 6x8 
เซนติเมตร     เก็บรักษาในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    เป็นเวลา 1 เดือนและ 2 เดือน     
เมื่อครบก้าหนดเวลาน้ากลุํมแบคทีเรียตรึงมาทดสอบประสิทธิภาพในการยํอยสลาย  1% ดีเซล            
ในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร    เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7    เพ่ือนับจ้านวน
แบคทีเรียและวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือเทียบกับกลุํมแบคทีเรียหลังตรึงเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

จากการวิเคราะห์ดีเซลที่เหลืออยูํในอาหาร     โดยให๎ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในวันที่ 0 
เทํากับ 100%    พบวํา    ชุดการทดสอบทุกชุดมีดีเซลที่เหลืออยูํน๎อยกวําชุดควบคุม (รูปที่ 4.31 A) 
หลังจากผํานไป 7 วัน    ชุดของกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยเดือนที่ 0 มีดีเซลเหลืออยูํ 
5.22+0.20%    และชุดของกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยที่เก็บรักษาในหลอดฝาเกลียวและ     
ถุงซิปล็อคที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ผํานไป 1 เดือน มีดีเซลเหลืออยูํ 6.76+1.34% และ 
7.96+4.12% ตามล้าดับ    ซึ่งชุดการทดลองทั้ง 3 ชุดข๎างต๎นให๎ผลในการยํอยสลายดีเซลไมํแตกตําง
กันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    แตํชุดของกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยที่ เก็บรักษาใน               
หลอดฝาเกลียวและถุงซิปล็อคที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ผํานไป 2 เดือน มีดีเซลเหลืออยูํ 
11.60+1.88% และ 9.73+0.96% ตามล้าดับ    ซึ่งผลการทดลองหลังจากเก็บรักษา 2 เดือนแตกตําง
จากชุดของ กลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยเดือนที่ 0 อยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    แตํการเก็บรักษา          
กลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยในถุงซิปล็อคเป็นเวลา 1 และ 2 เดือนให๎ผลการยํอยสลายดีเซล        
ไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    แสดงวํา    การเก็บรักษากลุํมแบคทีเรียตรึงในถุงซิปล็อค        
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 เดือน ยังคงรักษาให๎เซลล์มีชีวิตรอด และยังคงประสิทธิภาพ
ในการยํอยสลายดีเซล อีกท้ังประหยัดพ้ืนที่ในการเก็บรักษาด๎วย 

จากการนับจ้านวนแบคทีเรียของทุกชุดการทดลอง   พบวํา    กลุํมแบคทีเรียเพ่ิมจ้านวน 
มากขึ้นในวันที่ 7 ในขณะที่ดีเซลที่คงเหลือในอาหารมีปริมาณลดลง (รูปที่ 4.31 B)    โดยชุดของ
เปลือกหอยที่ตรึงกลุํมแบคทีเรียวันที่ 0 มีแบคทีเรียจ้านวน 5.68+0.36 log CFU/กรัม    เมื่อน้าไป
เก็บรักษาในหลอดฝาเกลียวและถุงซิปที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ผํานไป 1 เดือนมีจ้านวนแบคทีเรีย 
5.39+1.57 และ 5.92+0.92 log CFU/กรัม ตามล้าดับ    ซึ่งมีจ้านวนแบคทีเรียใกล๎เคียงกับวันที่ 0    
แตํเมื่อการเก็บรักษาผํานไป 2 เดือน     พบวํา    แบคทีเรียตรึงที่เก็บรักษาในหลอดฝาเกลียวและ         
ถุงซิปมีจ้านวนเพ่ิมมากขึ้นเป็น 6.70+0.56 และ 6.99+0.56 log CFU/กรัม ตามล้าดับ    แสดงวํา    
การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    ชํวยชะลอการเจริญของกลุํมแบคทีเรีย    หลังจากน้า
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กลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนเปลือกหอยไปทดสอบการยํอยสลาย 1% ดีเซล    พบวํา    แบคทีเรีย        
เพ่ิมจ้านวนมากขึ้นบนเปลือกหอยในทุกชุดการทดลองเมื่อผํานไป 7 วัน    โดยมีจ้านวนแบคทีเรียอยูํ
ในชํวง 7-7.25 log CFU/กรัม    และพบแบคทีเรียสํวนใหญํอยูํในอาหารเหลวอีกประมาณ 8-9.8   
log CFU/มล.  

 

 
 

 
 
รูปที่ 4.31 ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ (A) และจ านวนแบคทีเรีย (B) ในการย่อยสลาย 1% ดีเซล  

ในอาหารเหลวเป็นเวลา 7 วัน โดยใช้กลุ่มแบคทีเรียตรึงท่ีเก็บรักษาในลักษณะต่าง ๆ 
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4.5.7 อัตราส่วนของแบคทีเรียตรึงกับปริมาตรอาหารเหลวที่ใช้ทดสอบ 

ใช๎เซลล์ที่มีจ้านวนเริ่มต๎น 6 log CFU/มล.    ตรึงบนเปลือกหอยขนาดประมาณ 5x5 
มิลลิเมตร     แบํงการทดลองเป็น 4 ชุด     โดยแปรผันจ้านวนแบคทีเรียตรึงที่ใช๎ (กรัม) ตํอปริมาตร
อาหารเหลวที่ใช๎ทดสอบการยํอยสลาย (มล.) ดังนี้ 1 : 1, 0.5 : 1, 0.1 : 1 และ 0.05 : 1    ทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยํอยสลาย 1% ดีเซล    เก็บตัวอยํางวันที่ 0 และ 7     เพ่ือนับจ้านวนแบคทีเรีย
และวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือ  

จากการวิเคราะห์ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํในอาหาร    โดยให๎ปริมาณดีเซลที่เหลืออยูํวันที่ 0 
เทํากับ 100%    พบวํา    ทุกชุดการทดลองมีปริมาณดีเซลที่เหลือน๎อยกวําชุดควบคุมหลังจากบํม 7 
วัน (รูปที่ 4.32)     ชุดควบคุมมีดีเซลเหลือในอาหารเหลว 85.09+4.31% ในวันที่ 7    และชุด
เปลือกหอยปลอดเชื้ออัตราสํวน 1:1 พบดีเซลที่เหลืออยูํในชุดการทดลอง 81.66% ในวันที่ 7    ซึ่งใน
จ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 29.59+1.78% และเหลืออยูํในอาหารเหลว 52.07+4.12%    ซึ่งไมํ
แตกตํางจากชุดควบคุมอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ     ชุดเปลือกหอยปลอดเชื้ออัตราสํวน 0.1:1           
พบดีเซลที่เหลืออยูํในชุดการทดลอง 87.96% ในวันที่ 7    ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 
16.83+3.73%    และเหลืออยูํในอาหารเหลว 71.13+13.05%    ซึ่งไมํแตกตํางจากชุดควบคุม         
อยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ     และชุดเปลือกหอยไมํปลอดเชื้ออัตราสํวน 1:1 พบดีเซลที่เหลืออยูํในชุด
การทดลอง 45.67% ในวันที่ 7    ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 14.12+1.38%    และ
เหลืออยูํในอาหารเหลว 31.55+14.05%    ซึ่งดีเซลที่เหลืออยูํแตกตํางจากชุดควบคุมและชุด            
เปลือกหอยปลอดเชื้ออยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ    และชุดเปลือกหอยไมํปลอดเชื้ออัตราสํวน 0.1:1 
พบดีเซลที่เหลืออยูํในชุดการทดลอง 82.92% ในวันที่ 7    ซึ่งในจ้านวนนี้ถูกดูดซับในเปลือกหอย 
12.44+1.11%    และเหลืออยูํในอาหารเหลว 70.48+9.20%    ซึ่งดีเซลที่เหลืออยูํไมํแตกตํางจาก
ชุดควบคุมและชุดเปลือกหอยปลอดเชื้ออยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ  

ชุดอัตราสํวนแบคทีเรียตรึงตํออาหารเหลวที่ใช๎ทดสอบ 1 : 1, 0.5 : 1, 0.1 : 1 และ 0.05 : 1 
มีดีเซลที่เหลืออยูํในอาหาร 7.33+0.33%, 7.87+0.73%, 8.12+3.02% และ 12.74+0.07% 
ตามล้าดับ    และพบดีเซลที่เหลืออยูํในเปลือกหอยในปริมาณน๎อยกวํา 1%    ซึ่งปริมาณดีเซล       
ที่เหลืออยูํในชุดกลุํมแบคทีเรียตรึงตํอปริมาตรอาหารเหลวทุกอัตราสํวนมีปริมาณน๎อยกวําชุดควบคุม           
ชุดเปลือกหอยปลอดเชื้อ และชุดเปลือกหอยไมํปลอดเชื้ออยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ  
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รูปที่ 4.32 ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ในวันที่ 0 และ 7 ของเปลือกหอยที่ตรึงกลุ่มแบคทีเรีย TS1 

โดยแปรผันอัตราส่วนของเปลือกหอยกับอาหารเหลว 1:1, 0.5:1, 0.1:1 และ 0.05:1 
ในอาหารเหลว CFMM ที่มี 1% ดีเซล  

  
จากการนับจ้านวนแบคทีเรียในวันที่ 0 และ 7 ของชุดการทดลองเปลือกหอยไมํปลอดเชื้อ

และกลุํมแบคทีเรียตรึง    พบวํา    จ้านวนแบคทีเรียในทุกชุดการทดลองเพ่ิมมากขึ้นในวันที่ 7 
ในขณะที่ดีเซลที่เหลืออยูํในอาหารลดลง (รูปที่ 4.33)    โดยชุดการทดลองกลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบน
เปลือกหอยเริ่มต๎นวันที่ 0 มีจ้านวน 5.70+0.16 log CFU/กรัม เมื่อเวลาผํานไป 7 วัน    ในชุด        
การทดลองที่ใช๎อัตราสํวนเปลือกหอยตรึงตํอปริมาตรอาหารเหลว 1 : 1, 0.5 : 1, 0.1 : 1 และ        
0.05 : 1  มีจ้านวนแบคทีเรียบนเปลือกหอยในปริมาณที่เทํากันประมาณ 7 log CFU/กรัม    และพบ
จ้านวนแบคทีเรียในอาหารเหลวอยูํในชํวง 8-9 log CFU/มล.    แตกตํางจากชุดเปลือกหอย           
ไมํปลอดเชื้อ    โดยชุดเปลือกหอยอัตราสํวน 0.1:1 และ 1:1 ในวันที่ 0 มีจ้านวนแบคทีเรีย 
1.15+0.26 และ 1.77+1.89 log CFU/กรัม ตามล้าดับ   เมื่อเวลาผํานไปทั้งสองชุดการทดลอง         
มีจ้านวนแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นบนเปลือกหอยเป็น 5.52+2.89  และ 7.17+2.84 log CFU/กรัม 
ตามล้าดับ  
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รูปที่ 4.33 จ านวนแบคทีเรียในการทดลองการย่อยสลาย 1% ดีเซลเป็นเวลา 7 วัน ในอาหาร

เหลว โดยใช้ปริมาณแบคทีเรียตรึงอัตราส่วนต่าง ๆ 
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บทที่ 5  
 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

กลุํมแบคทีเรียมีความสามารถยํอยสลายสารพิษ มักจะแยกได๎จากบริเวณที่มีการปนเปื้อน
สารพิษนั้น (Kostka และคณะ, 2011)    ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงคัดแยกกลุํมแบคทีเรียจากรากพืชน้้า          
ในบริเวณที่คาดวําจะมีการปนเปื้อนดีเซล    เนื่องจากมีรายงานวําแบคทีเรียเป็นประชากรสํวนใหญํ
ของจุลินทรีย์ที่พบในรากพืชน้้า และพบราและยีสต์ปริมาณเล็กน๎อย (Loan และคณะ, 2014)           
เก็บตัวอยํางรากพืชน้้า ได๎แกํ ผักตบชวาและผักบุ๎ง จากแหลํงน้้าที่คาดวํามีการปนเปื้อนดีเซล         
ในจังหวัดสมุทรปราการ สมุทรสงครามและปราจีนบุรี    ซ่ึงเป็นลักษณะแหลํงน้้าที่เป็นเส๎นทางสัญจร
ของเรือยนต์ เรือข๎ามฟาก หรือเรือขนสํงสินค๎าตําง ๆ    จากตัวอยํางรากพืชน้้าทั้ง 3 ตัวอยําง    
สามารถคัดแยกกลุํมแบคทีเรียได๎ 3 กลุํม คือ TS1 TS2 และ TS3    เมื่อทดสอบความสามารถ            
ในการยํอยสลายดีเซล    พบวํา    กลุํมแบคทีเรียทั้ง 3 กลุํมสามารถยํอยสลาย 1% ดีเซลได๎จนเหลือ
น๎อยกวํา 35% ใน 7 วัน    โดยกลุํมแบคทีเรีย TS1 ที่คัดแยกจากรากผักตบชวาสามารถยํอยสลาย
ดีเซลได๎ดีที่สุดคือ 84.78+3.09%    รองลงมาคือ กลุํมแบคทีเรีย TS2 และ TS3 ที่ยํอยสลายดีเซลได๎ 
78.01+7.94% และ 67.01+4.48% ตามล้าดับ    ซึ่งมากกวําชุดควบคุมที่มีเพียงอาหารเหลวและ
ดีเซลอยํางมีนัยส้าคัญ    ที่มีดีเซลเหลือออยูํมากถึง 92.47+0.75%    ดีเซลที่ลดลงอาจเกิดจาก      
การระเหยหรือเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยแสงได๎ (Agamuthu และ Darasnia, 2013)    ดังนั้น
แบคทีเรียทั้ง 3 กลุํมสามารถใช๎ดีเซลเป็นแหลํงคาร์บอนและแหลํงพลังงานในการเจริญและยํอยสาย
ดีเซลไปพร๎อมกันได๎ (Maliji และคณะ, 2013)   และเลือกกลุํมแบคทีเรีย TS1 มาท้าการทดสอบ        
ขั้นตํอไป เนื่องจากสามารถยํอยสลายดีเซลได๎ดีที่สุด 

จากการตรวจสอบเค๎าโครงการยํอยสลาย 1% ดีเซลของกลุํมแบคทีเรีย TS1 เทียบกับ        
กลุํมแบคทีเรีย SJ42 ที่คัดแยกโดยสุธาสินี  จิตติมณี ซึ่งสามารถยํอยสลายดีเซลได๎    พบวํา              
กลุํมแบคทีเรีย TS1 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ 92.93+0.95% ภายใน 7 วัน มากกวํากลุํมแบคทีเรีย 
SJ42 ที่ยํอยสลายได๎ 88.39+1.61%    ซึ่งดีกวํากลุํมแบคทีเรียอ่ืนเชํน    แบคทีเรีย J4AJ และ U-3  
ที่คัดแยกจากรากและล้าต๎นของพืชน้้าชนิดหนึ่งที่มีลักษณะคล๎ายหญ๎า (Scirpus triqueter )             
พบวํา    สามารถยํอยสลาย 0.75% ดีเซล ได๎เพียง 59.65% ภายใน 7 วัน (Zhang และคณะ, 2014)    
หรือกลุํมแบคทีเรียที่คัดแยกจากดินที่ปนเปื้อนหรือกลุํมแบคทีเรีย ENZ-G1 และ ENZ-G2 ที่สามารถ
ยํอยสลายดีเซลความเข๎มข๎น 1 กรัมตํอลิตรในอาหารเหลว minimum mineral medium ได๎ 
90.8+1.2% และ 89.4+0.1% ตามล้าดับ ภายใน 10 วัน (Zanaroli และคณะ, 2010)     
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เมื่อพิสูจน์เอกลักษณ์ของกลุํมแบคทีเรียโดยวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์บางสํวนของ       
16S rDNA และเปรียบเทียบกับข๎อมูลล้าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข๎อมูล Genbank    พบวํา          
กลุํมแบคทีเรีย TS1 ประกอบด๎วยแบคทีเรีย 7 ไอโซเลต ที่มีความสามารถในการยํอยสลาย 1% ดีเซล
ในเวลา 7 วัน ดังนี้ 

แบคทีเรียไอโซเลต 1 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ดีที่สุด 77.49+0.43%    เมื่อตรวจสอบ
ล้าดับนิวคลีโอไทด์บางสํวนของ 16S rDNA    พบวํา    มีความคล๎ายเหมือนมากที่สุดกับ 
Pseudomonas aeruginosa  สายพันธุ์ SJTD-1 accession no. CP015877.1 เทํากับ 100%    
ซ่ึง P. aeruginosa เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปรํางทํอนสั้น สามารถสร๎างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด
หนึ่งที่เรียกวํา แรมโนลิพิด (rhamnolipid) ซึ่งมี 2 ชนิด ได๎แกํ มอนอแรมโนลิพิด (mono-
rhamnolipid) และไดแรมโนลิพิด (di-rhamolipid)    สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเหลํานี้จะน้ามา           
ใช๎ประโยชน์ด๎านอุตสาหกรรรมปิโตรเลียมและการบ้าบัดทางชีวภาพ (Leite และคณะ, 2016)                 
โดยเซลล์จะสร๎างสารลดแรงตึงผิวเมื่ออยูํในสภาวะที่มีไฮโดรคาร์บอน หรือน้้ามันชนิดตําง ๆ เพ่ือลด
แรงตึงผิวระหวํางน้้ากับน้้ามัน และเพ่ิมความสามารถในการยํอยสลายหรือเปลี่ยนโครงสร๎างของสาร 
(Zhang และคณะ, 2012)    จึงมีรายงานวํา P. aeruginosa สามารถยํอยสลายน้้ามันดิบ ดีเซล          
เบนซีน และปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนชนิดอ่ืน ๆ ได๎ (Chekroud และคณะ, 2011; Prakash และ
คณะ, 2014)  

แบคทีเรียไอโซเลต 2 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎เพียง 40.40+3.06% เมื่อตรวจสอบ          
ล้าดับนิวคลีโอไทด์บางสํวนของ 16S rDNA    พบวํา    มีความคล๎ายเหมือนมากที่สุดกับ 
Stenotrophomonas sp. สายพันธุ์ BCc6 accession no. AY654621.1 เทํากับ 99% ซึ่ง 
Stenotrophomonas sp. เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปรํางทํอนยาว มีความสามารถในการยํอยสลาย
ดีเซล และพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (polycyclic aromatic hydrocarbon; PAH) เชํน 
ฟีแนนทรีน แนพทาลีน แอนทราซีนได ๎(Ganesh และ Lin, 2009; Mujahid และคณะ, 2015) 

แบคทีเรียไอโซเลต 3 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎น๎อย (28.23+1.49%) เมื่อตรวจสอบ           
ล้าดับนิวคลีโอไทด์บางสํวนของ 16S rDNA    พบวํา    มีความคล๎ายเหมือนมากที่สุดกับ            
Ochrobactrum sp. สายพันธุ์ CU4B accession no. JQ518359.1 เทํากับ 99% ซึ่ง 
Ochrobactrum sp. เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปรํางทํอนสั้น สามารถยํอยสลาย PAH ได๎หลายชนิด 
เชํน ฟีแนนทรีน แอนทราซีน แนฟทาลีน ฟลูออรีน ไพรีน เป็นต๎น (Arulazhagan และ Vasudevan, 
2011)    และสามารถสร๎างเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ (exopolysaccharide) เมื่ออยูํในแหลํงคาร์บอนที่
เป็นน้้ามัน     จึงสามารถยํอยสลายน้้ามันได๎หลายชนิด เชํน ดีเซล เบนซิน เคโรซีน น้้ามัน               
ดอกทานตะวัน เป็นต๎น    และสามารถยํอยสลายสารก้าจัดศัตรูพืชชนิดตําง ๆ ได๎ (Ramasamy และ
คณะ, 2014) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1033866465?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P81FNR3P015
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แบคทีเรียไอโซเลต 4 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ 29.36+3.72% เมื่อตรวจสอบ           
ล้าดับนิวคลีโอไทด์บางสํวนของ 16S rDNA    พบวํา     มีความคล๎ายเหมือนมากที่สุดกับ 
Microbacterium sp. สายพันธุ์ HBUM178961 accession no. KR906353.1 เทํากับ 99%             
ซึ่ง Microbacterium sp. เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปรํางทํอนสั้น    พบได๎ทั่วไปในสิ่งแวดล๎อม          
ทั้งในดิน แหลํงน้้า อากาศ และพืชชนิดตําง ๆ (Nowicka และคณะ, 2013)    สามารถยํอยสลาย
น้้ามันดิบและไฮโดรคาร์บอนชนิดตําง ๆ ได๎เชํนกัน (Yan และคณะ, 2014) 

แบคทีเรียไอโซเลต 5 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ 68.95+13.96% เมื่อตรวจสอบ                
ล้าดับนิวคลีโอไทด์บางสํวนของ 16S rDNA    พบวํา   มีความคล๎ายเหมือนมากที่สุดกับ           
Shinella sp.  สายพันธุ์ HZA2 accession no. JX878616.1 เทํากับ 99% ซึ่ง Shinella sp.          
เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปรําง ทํอนสั้น    สามารถพบได๎ในแหลํงน้้าจืดและน้้าทิ้งที่มีสารอินทรีย์
ปนเปื้อน    สามารถยํอยสลาย PAH ได๎ เชํน แอนทราซีน (anthracene) (Ntougias และคณะ, 
2015) และสามารถยํอยนิโคตินได ๎(Gurusamy และ Natarajan, 2013) เป็นต๎น 

แบคทีเรียไอโซเลต 6 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ 69.07+14.59% เมื่อตรวจสอบ            
ล้าดับนิวคลีโอไทด์บางสํวนของ 16S rDNA    พบวํา    มีความคล๎ายเหมือนมากที่สุดกับ              
Pusillimonas sp. สายพันธุ์ 208 accession no. JF714704.1 เทํากับ 99% ซึ่ง Pusillimonas sp. 
เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปรํางทํอนสั้น สามารถยํอยสลายดีเซลในสภาพแวดล๎อมที่มีอุณหภูมิต่้า   
(Cao และคณะ, 2011) 

แบคทีเรียไอโซเลต 7 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ 35.38+0.75% เมื่อตรวจสอบล้าดับ         
นิวคลีโอไทด์ 16S rDNA    พบวํา    มีความคล๎ายเหมือนมากที่สุดกับ Pseudomonas sp.               
สายพันธุ์ LB-2 accession no. DQ272580.1 เทํากับ 99% ซึ่ง Pseudomonas sp. เป็นแบคทีเรีย
แกรมลบ รูปรํางทํอนสั้น สามารถยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนได๎ เชํน PAH (Ma และคณะ, 2012)          
น้้ามันเคโรซีน น้้ามันหลํอลื่น ดีเซล น้้ามันดิบ เป็นต๎น   และสามารถสร๎างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดแรมโนลิพิด (rhamnolipid) (Pacwa-Plociniczak และคณะ, 2014)  

กลุํมแบคทีเรีย TS1 สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ 91.69+1.14%    ซึ่งมากกวําชุดการทดลอง
ของโคโลนีเดี่ยวทั้ง 7 ไอโซเลตอยํางมีนัยส้าคัญ   แสดงวํา    กลุํมแบคทีเรียมีประสิทธิภาพ            
ในการยํอยสลายดีเซลได๎รวดเร็วกวําแบคทีเรียเพียง 1 ชนิด    สอดคล๎องกับ Prakash และคณะ 
(2014) ที่พบวํา Bacillus sp. APHP6, Pseudomonas sp. APHP9, Pseudomonas sp. APBP1, 
Micrococcus sp. APIO4 และกลุํมแบคทีเรียที่ประกอบด๎วยแบคทีเรียทั้ง 4 ชนิด    สามารถ        
ยํอยสลาย 1% ดีเซลได๎ 61.2%, 68.4%, 53.7%, 39.3% และ 75.4% ตามล้าดับ ภายใน 6 วัน    
แสดงวํา    กลุํมแบคทีเรียสามารถยํอยสลายดีเซลได๎มากกวําแบคทีเรียเดี่ยว    เนื่องจากดีเซลเป็น
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนเชิงซ๎อน (El-Gendy และ Nassar, 2015)    จึงยากตํอการยํอยสลาย 
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โดยใช๎แบคทีเรียเพียงชนิดเดียว    ดังนั้นการใช๎กลุํมแบคทีเรียจะมีเอนไซม์หลายชนิดชํวยยํอยสลาย
ไฮโดรคาร์บอนเชิงซ๎อนเหลํานี้ (Prakash และคณะ, 2014)    และแบคทีเรียชนิดหนึ่งสามารถน้า       
สารตัวกลาง (intermediate) ที่เกิดขึ้นจากการยํอยสลายจากแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งไปใช๎ได๎ ท้าให๎
ระบบการบ้าบัดทางชีวภาพเกิดข้ึนอยํางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากข้ึน (Das และ Dash, 2014)  

แม๎วําการใช๎กลุํมแบคทีเรียจะสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีเซลได๎ แตํยังคงมี
ข๎อจ้ากัดคือ    การเติมกลุํมแบคทีเรียอิสระลงในสิ่งแวดล๎อมใหมํ อาจเกิดการแขํงขันกับจุลินทรีย์
ประจ้าถิ่น     ดังนั้นการตรึงจุลินทรีย์กับวัสดุจะชํวยให๎จุลินทรีย์มีที่ยึดเกาะ สามารถเพ่ิมจ้านวนได๎ 
และทนตํอสารพิษมากขึ้น (Martins และคณะ, 2013)    งานวิจัยนี้เลือกใช๎วัสดุตรึงจากธรรมชาติ    
ได๎แกํ      เปลือกหอยแครงและนมผักกระเฉด    เนื่องจากวัสดุทั้ง 2 ชนิดเป็นวัสดุที่เหลือจาก      
การบริโภค    ซึ่งเปลือกหอยมีพ้ืนผิวขรุขระ    สํวนนมผักกระเฉดสามารถลอยน้้าได๎จึงนําจะเหมาะ
กับการน้ามาประยุกต์ใช๎งานด๎านการตรึงเซลล์เพ่ือบ้าบัดน้้าที่ปนเปื้อนดีเซล    โดยน้ากลุํมแบคทีเรีย
มาตรึงบนเปลือกหอยขนาด 5x5 มิลลิเมตร จ้านวน 5 กรัม   และนมผักกระเฉดขนาด 5x5 มิลลิเมตร 
จ้านวน 0.1 กรัม เป็นเวลา 2 ชั่วโมง โดยใช๎วิธีการดูดซับ (adsorption)    ซึ่งเป็นวิธีที่งํายและ         
ต๎นทุนต่้า    จากนั้นน้ามาทดสอบประสิทธิภาพการยํอยสลาย 1% ดีเซล    พบวํา    แบคทีเรีย
สามารถยึดเกาะบนเปลือกหอยและนมผักกระเฉดได๎ภายในเวลา 2 ชั่วโมง  

จากการตรวจสอบด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราดเพ่ือศึกษาลักษณะพ้ืนผิว
และการยึดเกาะของกลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนวัสดุทั้ง 2 ชนิด    พบวํา    ตัวอยํางเปลือกหอยที่        
ไมํปลอดเชื้อไมํพบเซลล์จุลินทรีย์    แสดงวํา    การล๎างและต๎มเปลือกหอยสามารถลดจ้านวน
จุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนมากับเปลือกหอยได๎    และเปลือกด๎านในที่เป็นสีขาวมีลักษณะขรุขระมากกวํา
เปลือกด๎านนอกที่เป็นสีเทา  สํวนเปลือกหอยที่ปลอดเชื้อมีลักษณะพ้ืนผิวด๎านในขรุขระมากกวํา
เปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อ    แสดงวํา    ไอน้้าและความร๎อนสูงจากเครื่องนึ่ง ไอน้้ามีผลกับโครงสร๎าง
ทางกายภาพของเปลือกหอย    เชํนเดียวกับ Rashidi และคณะ (2011) ที่พบวํา    เปลือกหอยมี
ลักษณะพ้ืนผิวที่เปลี่ยนแปลงไปเป็นลักษณะขรุขระมากข้ึนเมื่อผํานความร๎อนสูง  

ตัวอยํางนมผักกระเฉดที่ผํานการตากแดดมีลักษณะเป็นแผํนบาง ๆ สีน้้าตาลอํอน ไมํพบ
จุลินทรีย์    และมีลักษณะพ้ืนผิวที่เปื่อยมากกวํานมผักกระเฉดสดที่ไมํผํานการตากแดด    ซึ่งมี
จุลินทรีย์เกาะอยูํ    แสดงวํา    การล๎างและการตากแดดสามารถลดจ้านวนจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนมากับ
นมผักกระเฉดได๎   และนมผักกระเฉดที่ปลอดเชื้อมีลักษณะเปื่อยยุํยมากกวํานมผักกระเฉดที่ผําน        
การตากแดด    เนื่องจากลักษณะโครงสร๎างทางกายภาพถูกท้าลายด๎วยไอน้้าและความร๎อนสูงจาก
เครื่องนึ่งไอน้้า     และเมื่อตรวจสอบตัวอยํางวัสดุที่ตรึงกลุํมแบคทีเรีย    พบวํา    วิธีการตรึงแบบ 
ดูดซับสามารถตรึงแบคทีเรียกับวัสดุได๎   
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จากการทดสอบประสิทธิภาพการยํอยสลายดีเซลของกลุํมแบคทีเรียอิสระกับกลุํมแบคทีเรีย 
ที่ตรึงบนเปลือกหอยและนมผักกระเฉด    พบวํา    กลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนเปลือกหอยสามารถยํอย
สลายดีเซลได๎ 97.05+0.80%    ซึ่งใกล๎เคียงกลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนนมผักกระเฉดที่ยํอยสลายได๎ 
96.26+0.31%    และมากกวํากลุํมแบคทีเรียอิสระสามารถยํอยสลายดีเซลได๎ 93.98+0.10%  
ภายใน 7 วัน    ซึ่งให๎ผลใกล๎เคียงกับ Hou และคณะ (2013)    ที่ตรึงแบคทีเรีย Acinetobacter sp. 
F9 บน puffed foxtail millet (PFM) กับเมมเบรนจากสารประกอบแคลเซียมแอลจิเนต-ไคโทซาน    
พบวํา    แบคทีเรียตรึงสามารถยํอย 1% ดีเซลได๎มากกวํา 90% ในเวลา 2 วัน    ในขณะที่แบคทีเรีย
อิสระยํอยสลายดีเซลได๎น๎อยกวํา 90% ในเวลา 7 วัน    

ในชุดควบคุมที่มีเฉพาะเปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อ    พบวํา     ดีเซลลดลงเหลือ 45.67% 
ภายใน 7 วัน    อาจเกิดจากการยํอยสลายโดยกลุํมแบคทีเรียตามธรรมชาติที่ติดมากับเปลือกหอย    
รวมทั้งการดูดซับดีเซลจากอาหารเหลวโดยเปลือกหอย ซึ่งสอดคล๎องกับชุดการทดลองท่ีใช๎เปลือกหอย
ปลอดเชื้อที่แสดงวํา    เปลือกหอยสามารถดูดซับดี เซลได๎จริงและดีเซลในน้้าลดลงเหลือ 
52.07+4.13% ในวันที่ 7 โดยดีเซลถูกดูดซับไว๎ที่เปลือกหอย 29.59+1.78%    ซึ่งลดลงจากวันที่ 3  
ที่สามารถดูดซับไว๎ 40.54+11.16%    ทั้งนี้อาจเกิดจากแรงของน้้าจากการเขยําและการเสียดสี
ระหวํางเปลือกหอยแตํละชิ้นสํงผลให๎เปลือกหอยถูกกัดเซาะ    ดีเซลจึงออกจากเปลือกหอยมาอยูํใน
อาหารเหลว  

ในชุดควบคุมท่ีใช๎นมผักกระเฉดปลอดเชื้อ    พบวํา    ชุดนมผักกระเฉดสามารถดูดซับดีเซล
ได๎ดีกวําเปลือกหอย    ชุดนมผักกระเฉดปลอดเชื้อสามารถดูดซับดีเซลจากอาหารเหลวได๎ 
77.18+2.96% ในวันที่ 3    ซึ่งมากกวําวันที่ 7 ที่พบดีเซลเหลือ 69.92+9.12%    จากการสังเกต
ลักษณะของนมผักกระเฉด   พบวํา    ในวันที่ 7 นมผักกระเฉดเปื่อยยุํย เสียสภาพ จึงเป็นไปได๎ที่
ดี เซลจะออกมาอยูํ ในอาหารเหลว    ในชุดที่ ใช๎นมผักกระเฉดที่ ไมํปลอดเชื้อพบแบคทีเรีย            
ตามธรรมชาติที่สามารถยํอยสลายดีเซลได๎ 77.62% ในวันที่ 7 อีกทั้งหลังจากผํานการทดสอบ
ประสิทธิภาพการยํอยสลาย 1% ดีเซลเป็นเวลา 7 วัน    พบวํา กลุํมแบคทีเรียเพ่ิมจ้านวนมากขึ้นบน
เปลือกหอยและนมผักกระเฉดอยํางเห็นได๎ชัดเมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 0    และยังคงความสามารถ 
ในการยํอยสลายดีเซล    สอดคล๎องกับผลจ้านวนแบคทีเรียจากวิธี viable plate count และผล        
การยํอยสลายดีเซลจากการวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือในอาหารเหลว  

ดังนั้นในชุดทดลองที่มีกลุํมแบคทีเรีย TS1 ตรึงและแบคทีเรียตามธรรมชาติที่ติดมากับวัสดุ
ตรึงชํวยเสริมความสามารถในการยํอยสลายดีเซล     ประกอบกับวัสดุตรึงสามารถดูดซับดีเซลได๎    
และแบคทีเรียที่เกาะบนวัสดุตรึงสามารถใช๎ดีเซลเป็นแหลํงคาร์บอนและแหลํงพลังงานในการเจริญ       
จึงท้าให๎เกิดการยํอยสลายดีเซลได๎อยํางรวดเร็ว    สอดคล๎องกับ Tao และคณะ (2010) ที่รายงานวํา    
การตรึง Sphingomonas sp. GY2B บนฟางข๎าว    สามารถเพ่ิมความสามารถในการยํอยสลาย 
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ฟีแนนทรีนได๎    เนื่องจากฟางข๎าวสามารถดูดซับฟีแนนทรีนจึงชํวยเสริมประสิทธิภาพของแบคทีเรีย
ตรึงในการยํอยสลาย  

วัสดุตรึงที่มีพ้ืนผิวขรุขระจะชํวยให๎แบคทีเรียเกาะได๎ดีขึ้น     เมื่อมีแบคทีเรียจ้านวนมากจะ
เกิดไบโอฟิล์ม (biofilm)    ท้าให๎แบคทีเรียไมํหลุดออกจากวัสดุได๎โดยงําย     อีกทั้งชํองวํางที่เกิดขึ้น
ในวัสดุตรึงสามารถดูดซับเอนไซม์ หรือปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนชนิดตําง ๆ ได๎ (X. Zhang และคณะ, 
2016)    นอกจากนี้ยังมีแบคทีเรียบางสํวนหลุดออกจากวัสดุตรึงมาอยูํในสํวนน้้าชํวยยํอยดีเซลใน
อาหารเหลวที่ไมํถูกดูดซับไว๎ในวัสดุตรึง    จึงสามารถยํอยสลายดีเซลได๎อยํางรวดเร็วและยํอยสลายได๎
มากกวําการใช๎เซลล์อิสระ 

เมื่อพิจารณาจ้านวนแบคทีเรียตรึงในชุดการทดลอง    พบวํา    หลังจากทดสอบการยํอย 
1% ดีเซลเป็นเวลา 7 วัน    ชุดการทดลองที่มีกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยพบแบคทีเรีย      
สํวนใหญํอยูใํนอาหารเหลวแตกตํางจากกลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนนมผักกระเฉดที่พบแบคทีเรียสํวนใหญํ
อยูํในนมผักกระเฉด    แสดงวํา    เปลือกหอยสามารถตรึงแบคทีเรียได๎มากที่สุด 107 CFU/กรัมของ
เปลือกหอย    แตํในนมผักกระเฉดสามารถตรึงแบคทีเรียได๎มากกวําเปลือกหอย    นําจะเกิดจาก      
นมผักกระเฉดมีลักษณะคล๎ายฟองน้้าที่มีโพรงและน้้าหนักเบา    แบคทีเรียจึงสามารถเข๎าไปอยูํ      
ในโพรงหรือเกาะบนผิวด๎านนอกของนมผักกระเฉดได๎    แตํเปลือกหอยมีพ้ืนที่ผิวจ้ากัด     แบคทีเรีย
จึงเกาะได๎แคํผิวด๎านนอกของเปลือกหอย     ผลข๎างต๎นแสดงให๎วํา    การตรึงเซลล์บนเปลือกหอย
และนมผักกระเฉดด๎วยวิธีการดูดซับ (adsorption) สามารถคงประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีเซลไว๎
ได๎ใกล๎เคียงกับเซลล์อิสระ  

เมื่อสังเกตลักษณะของวัสดุตรึงหลังจากการทดสอบประสิทธิภาพการยํอยสลายดีเซล         
เป็นเวลา 7 วัน    พบวํา    ทุกชุดการทดลองที่มีนมผักกระเฉดจะสังเกตเห็นนมผักกระเฉดบางสํวน
จมน้้า บางสํวนแขวนลอยในอาหารเหลว    สอดคล๎องกับ Dave และ Ghaly (2011) ที่พบวํา วัสดุ
อินทรีย์ธรรมชาติ เชํน นุํน ขี้เลื่อย ฟางข๎าว เป็นต๎น    วัสดุเหลํานี้มีความสามารถในการดูดซับน้้ามัน
ประมาณ 3 - 15 เทําของน้้าหนักวัสดุ    แตํมีข๎อเสียคือ เมื่อดูดซับน้้าที่ปนเปื้อนน้้ามันจะท้าให๎วัสดุ
จมน้้า และยากตํอการเก็บคืนหลังการใช๎งาน     อีกทั้งสังเกตวํ า     นมผักกระเฉดมีสีเข๎มขึ้นและ
เปื่อยยุํย     อาจเกิดจากนมผักกระเฉดเป็นเซลล์พืชที่มีสํวนประกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและ
ลิกนิน (Pereira, 2015)    ซึ่งแบคทีเรียบางชนิดสามารถยํอยสลายเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 
เพ่ือใช๎เป็นแหลํงคาร์บอนและแหลํงพลังงานได๎ (Deng, 2016)    จึงเหมาะกับการใช๎งานด๎าน         
การบ้าบัดดีเซลที่ปนเปื้อนในดินมากกวําในน้้า    แตํเปลือกหอยมีลักษณะแข็งและคงสภาพได๎ดีกวํา 
เป็นวัสดุอนินทรีย์ที่มีราคาถูกและไมํถูกยํอยสลายทางชีวภาพ    จึงเหมาะกับการใช๎งานด๎านการบ้าบัด
บริเวณริมตลิ่งของแหลํงน้้าจืดที่มีการปนเปื้อนดีเซล ดังนั้นเปลือกหอยจึงเป็นวัสดุตรึงที่เหมาะสมกับ
การทดสอบขั้นตํอไป 
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จากชุดการทดลองที่ใช๎กลุํมแบคทีเรียตรึงในการยํอยสลาย 1% ดีเซล     เมื่อตรวจสอบ    
พลวัตรของประชากรกลุํมแบคทีเรีย TS1 ตั้งแตํเริ่มต๎นจนสิ้นสุดการทดสอบเป็นเวลา 7 วัน          
ด๎วยเทคนิค PCR-DGGE    พบวํา    ในชุดการทดลองการตรึงกลุํมแบคทีเรียบนวัสดุหลังจากผํานไป 
2 ชั่วโมง  มีดีเอ็นเอของกลุํมแบคทีเรียตรึงบนวัสดุทั้งสองชนิด     ซึ่งสอดคล๎องกับผลการนับจ้านวน
แบคทีเรียด๎วยวิธี viable plate count     และการตรวจสอบการยึดเกาะของแบคทีเรียด๎วย SEM    
อีกท้ังหลังจากการทดสอบผํานไป 7 วัน    ยังพบดีเอ็นเอของชุดกลุํมแบคทีเรียตรึงบนวัสดุทั้งสองชนิด
ที่มีลักษณะรูปแบบเหมือนกับสํวนของอาหารเหลว    และพบแถบดีเอ็นเอบางแถบเป็นของแบคทีเรีย
ตามธรรมชาติที่ติดมากับเปลือกหอยและนมผักกระเฉดด๎วย    แสดงวํา    การยํอยสลายที่เกิดขึ้น
อยํางมีประสิทธิภาพเกิดจากการเติมกลุํมแบคทีเรีย TS1 นอกจากนี้กลุํมแบคทีเรียที่ติดมากับวัสดุตรึง
อาจชํวยยํอยสลายดีเซลได๎    และกลุํมแบคทีเรียยังคงอยูํในวัสดุตรึง    ซึ่งสอดคล๎องกับผลจ้านวน
แบคทีเรียจากวิธี viable plate count    ผลการตรวจสอบการยึดเกาะของกลุํมแบคทีเรียด๎วย SEM    
และผลการยํอยสลายดีเซลจากการวิเคราะห์ดีเซลที่เหลือในอาหารเหลว  

เมื่อการตรึงเซลล์บนเปลือกหอยประสบความส้าเร็จและเปลือกหอยเหมาะกับการใช๎งาน       
ในการบ้าบัดดีเซลในแหลํงน้้า    จึงน้ากลุํมแบคทีเรียตรึงมาทดสอบแปรผันปัจจัยตําง ๆ ที่มีผลตํอ 
การตรึงและความสามารถในการยํอยสลายดีเซลของกลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอย    โดยแปรผัน
ความเข๎มข๎นเซลล์ ระยะเวลาในการตรึงเซลล์ ขนาดของเปลือกหอย ปริมาณดีเซล อัตราสํวนของ
เปลือกหอยตรึงกับอาหารเหลว การน้าแบคทีเรียตรึงมาใช๎ซ้้า และระยะเวลาในการเก็บรักษา  

จากการแปรผันจ้านวนเซลล์เริ่มต๎นที่น้ามาใช๎ตรึงตํอประสิทธิภาพในการยํอยสลาย 1% ดีเซล
ภายในเวลา 7 วัน    พบวํา    เซลล์อิสระความเข๎มข๎น 8 และ 10 log CFU/มล. มีความสามารถใน
การยํอยสลายดีเซลภายใน 7 วันไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญ    แตํแตกตํางจากเซลล์ อิสระ     
ความเข๎มข๎น 6 log CFU/มล. อยํางมีนัยส้าคัญ    สํวนกลุํมแบคทีเรียตรึงโดยใช๎เซลล์ ความเข๎มข๎น
ตําง ๆ มีความสามารถในการยํอยสลายดีเซลไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญ    จะเห็นได๎วํา    การใช๎
เซลล์ความเข๎มข๎นสูงไมํสํงผลให๎การยํอยสลายดีเซลมากข้ึน    เปลือกหอยที่ตรึงกลุํมแบคทีเรียสามารถ
ตรึงแบคทีเรียได๎สูงสุด 7 log CFU/กรัม ในวันที่ 7    ถึงแม๎วําจะเพ่ิมจ้านวนเซลล์เริ่มต๎นเป็น 10 log 
CFU ตํอเปลือกหอย 5 กรัม ก็พบวํา มีแบคทีเรียบนเปลือกหอยลดลงในวันที่ 7 จนเหลือเซลล์
ประมาณ 7 log CFU/กรัม    อาจเกิดจากเปลือกหอยมีพ้ืนที่ผิวให๎แบคทีเรียเกาะ      อยํางจ้ากัด    
และอาจเกิดจากการเขยําและการเสียดสีกันของเปลือกหอยที่ท้าให๎น้้าเกิดแรงที่สามารถกัดเซาะ
เปลือกหอยบางสํวนให๎หลุดออกไป    สํงผลให๎เปลือกหอยมีพ้ืนที่ผิวน๎อยลงเมื่อเทียบกับวันที่ 0    
สํวนกลุํมแบคทีเรียอิสระที่มีความเข๎มข๎นเซลล์เริ่มต๎น 6 และ 8 log CFU/มล. หลังจากผํานไป 7 วัน    
พบวํา    จ้านวนแบคทีเรียในอาหารเหลวเพ่ิมมากขึ้นเป็น 9 log CFU/มล.    แตกตํางจากเซลล์  
ความเข๎มข๎น 10 log CFU/มล. เมื่อผํานไป 7 วันกลับพบวํา    จ้านวนแบคทีเรียในอาหารลดลงเหลือ



 

 

109 

ประมาณ 9 log CFU/มล.    เชํนเดียวกับ Wang และคณะ (2012) ที่เปรียบเทียบการใช๎เซลล์อิสระ
และเซลล์ตรึงในโซเดียมแอลจิเนตไดอะโทไมต์ (sodium alginate-diatomite)    โดยใช๎เซลล์        
ความเข๎มข๎น 4, 4.69 และ 5 log CFU/กก. ของวัสดุตรึง    ซึ่งเซลล์ตรึงสามารถยํอยสลายน้้ามันดิบ
ได๎มากกวําเซลล์อิสระทุกความเข๎มข๎นเซลล์    แตํความเข๎มข๎นเซลล์ตรึงที่ให๎ผลการยํอยสลายดีที่สุด 
(29.8%) คือ 4.69 log CFU/กก. ของวัสดุ    ในขณะที่เซลล์อิสระยํอยสลายได๎ 21.1% ภายในเวลา 
20 วัน    สอดคล๎องกับ Maliji และคณะ (2013) ที่พบวํา    การใช๎เซลล์ที่มีความเข๎มข๎นเริ่มต๎นน๎อย
จะสํงผลให๎มีจ้านวนเซลล์และเอนไซม์ไมํเพียงพอกับการยํอยสลาย ในขณะที่เซลล์ความเข๎มข๎นสูงจะ
สํงผลให๎เซลล์ขาดออกซิเจนและสารอาหารในการเจริญ    ดังนั้นความเข๎มข๎นของเซลล์เริ่มต๎นจึงมีผล
กับอัตราการยํอยสลาย    จากผลการทดลองข๎างต๎นจึงเลือกกลุํมแบคทีเรียตรึงที่ใช๎เซลล์ความเข๎มข๎น 
6 log CFU/มล. มาทดสอบขั้นตํอไปเพราะสามารถประหยัดเซลล์แตํยังคงประสิทธิภาพ               
ในการยํอยสลายดีเซลไมํแตกตํางจากการใช๎เซลล์ความเข๎มข๎นที่สูงกวํา  

จากการทดสอบผลของระยะเวลาในการตรึงเซลล์บนเปลือกหอย     เ พ่ือทดสอบ
ประสิทธิภาพของเซลล์ในการยึดเกาะกับเปลือกหอย    โดยเปรียบเทียบปริมาณเซลล์ที่ใช๎ตรึง         
ที่ความเข๎มข๎น 6 และ 8 log CFU/มล. กับเวลาที่ใช๎ในการตรึงเซลล์ 30 นาทีกับ 2 ชั่วโมง    พบวํา    
การตรึงเซลล์ด๎วยเซลล์ที่มีความเข๎มข๎น 6 หรือ 8 log CFU/มล. ที่เวลา 30 นาที หรือ 2 ชั่วโมง ให๎ผล
การยํอยสลายดีเซลที่ไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญ    และให๎ผลดีกวําเมื่อเปรียบเทียบกับการตรึง
โดยวิธีอ่ืน    ตัวอยํางเชํน    Chekroud และคณะ (2011) ที่น้าแบคทีเรียมาตรึงบนฟางข๎าวน้้าหนัก 
2 กรัม    โดยบํมในอาหารเหลว nutrient broth เป็นเวลา 48 ชม. กํอนน้ามาทดสอบการยํอยสลาย
น้้ามันดิบ    หรือ Kee และคณะ (2015) ที่น้าแบคทีเรียมาตรึงบนขี้เลื่อยและกากลูกปาล์ม    โดยเติม
แบคทีเรียความเข๎มข๎น 7 log CFU/มล. ปริมาตร 1 มล. ลงบนวัสดุตรึงแตํละชนิดจ้านวน 1 กรัม    
จากนั้นบํมที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 5 วัน กํอนน้ามาทดสอบการยํอยสลายน้้ามันดิบ    จะเห็นได๎วํา 
วิธีตําง ๆ ข๎างต๎นใช๎เวลาในการตรึงนานกวํา    ดังนั้นการเลือกตรึงเซลล์ความเข๎มข๎น 6 log CFU/มล.      
ที่เวลา 30 นาที    จึงเป็นเวลาที่เพียงพอและเหมาะสมกับการประยุกต์ใช๎งาน    เนื่องจากประหยัด
เซลล์เริ่มต๎น งํายตํอการเตรียมและสามารถน้าไปใช๎งานได๎อยํางรวดเร็ว  

ขนาดของวัสดุตรึงมีผลตํอการดูดซับเซลล์ เอนไซม์หรือปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน    โดยวัสดุ
ตรึงที่มีขนาดเล็กจะมีพ้ืนที่ผิวมากกวําวัสดุตรึงขนาดใหญํ ท้าให๎ดูดซับเซลล์ เอนไซม์จากแบคทีเรีย 
หรือปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได๎มากกวํา    สํงผลให๎อัตราการยํอยสลายเพ่ิมขึ้น (X. Zhang และ
คณะ, 2016)  ในงานวิจัยนี้ใช๎เปลือกหอยหยาบและเปลือกหอยละเอียด เพ่ือศึกษาผลของลักษณะ
ทางกายภาพของเปลือกหอยตํอการตรึงเซลล์ การดูดซับดีเซลและการยํอยสลายดีเซลของ           
กลุํมแบคทีเรียตรึง    พบวํา    เปลือกหอยละเอียดมีพ้ืนที่ผิวมากกวําเปลือกหอยหยาบจึงพบจ้านวน
แบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยในวันที่ 0 มากกวํา    แตํการดูดซับดีเซลไว๎ในเนื้อวัสดุมีน๎อยกวํา        
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เปลือกหอยหยาบ    เนื่องจากเมื่อเทเปลือกหอยลงในหลอดทดลองจะสังเกตเห็นวํา    ขนาดของ
เปลือกหอยเล็กมากจนแทบไมํมีชํองวํางหรือชํองระหวํางวัสดุตรึงแตํละชิ้นคํอนข๎างน๎อย    สํงผลให๎
การถํายเทอากาศไมํดี อาหารเหลวและดีเซลไมํสามารถแทรกผํานชํองวํางระหวํางชิ้นของ          
เปลือกหอยได๎    สํงผลให๎การยํอยสลายเกิดขึ้นไมํดีและไมํแตกตํางจากกลุํมแบคทีเรียอิสระ    อีกทั้ง
วัสดุตรึงที่มีขนาดเล็กยากตํอการเก็บกลับออกมา (recovery)    แตกตํางจากเปลือกหอยหยาบที่มี   
ชิ้นขนาดใหญํและเหมาะสมกับการใช๎งานมากกวํา    เมื่อเทเปลือกหอยลงในหลอดทดลองจะพบวํา    
เปลือกหอยเรียงตัวกันหลวม ๆ และมีชํองวํางระหวํางเปลือกหอยแตํละชิ้นให๎อากาศ อาหารเหลวและ
ดีเซลซึมผํานได๎    ผลการยํอยสลายดีเซลจึงดีกวํากลุํมแบคทีเรียอิสระอยํางมีนัยส้าคัญทางสถิติ             
อีกท้ังเปลือกหอยหยาบงํายตํอการเก็บกลับออกมา (recovery)    สอดคล๎องกับ X. Zhang และคณะ 
(2016) ที่ทดสอบตรึงแบคทีเรียบนฟางข๎าวที่มีลักษณะตํางกัน 2 ชนิดคือ    ตัวอยํางฟางข๎าว MG ที่มี
พ้ืนผิวเรียบและ SY ที่มีพ้ืนผิวขรุขระ    จะพบจ้านวนแบคทีเรียบน SY มากกวํา MG    และอัตรา  
การยํอยสลายน้้ามันดิบของแบคทีเรียที่ตรึงบน SY มากกวําแบคทีเรียที่ตรึงบน MG     แสดงวํา    
พ้ืนที่ผิวมีผลตํอการตรึงแบคทีเรียเพ่ือยํอยสลายน้้ามัน    ดังนั้นขนาดของวัสดุที่มีเหมาะสมกับ      
การน้ามาทดสอบขั้นตํอไปคือ เปลือกหอยหยาบขนาด 5x5 มิลลิเมตร 
 ความเข๎มข๎นของดีเซลมีผลตํอการยํอยสลายของแบคทีเรียโดยดีเซลความเข๎มข๎นต่้ากวํา 1% 
จะเป็นแหลํงคาร์บอนของเซลล์    แตํดีเซลความเข๎มข๎นสูงจะเป็นพิษกับจุลินทรีย์ซึ่งจะท้าลาย       
เยื่อหุ๎มเซลล์ของแบคทีเรีย สํงผลให๎อัตราการยํอยสลายลดลง (Dahalan และคณะ, 2014)     
อยํางไรก็ตามการตรึงเซลล์จะชํวยให๎ทนตํอสารพิษได๎สูงขึ้น (Martins และคณะ, 2013)    จึงได๎
ทดสอบประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีเซลที่ความเข๎มข๎นตําง ๆ ของกลุํมแบคทีเรียตรึง    พบวํา    
เมื่อเพ่ิมความเข๎มข๎นของดีเซล   จะพบจ้านวนแบคทีเรียในสํวนอาหารเหลวมากขึ้นทั้งในชุดแบคทีเรีย
อิสระและแบคทีเรียตรึง    ในขณะที่จ้านวนแบคทีเรียตรึงทีพ่บบนเปลือกหอยมีจ้านวนสูงสุดประมาณ        
7 log CFU/กรัม    ซึ่งอาจเกิดจากพ้ืนที่ผิวของเปลือกหอยมีจ้ากัด    และชุดการทดลองเปลือกหอย 
ที่ไมํปลอดเชื้อที่มีจ้านวนแบคทีเรียที่พบบนเปลือกหอยมีจ้านวนลดลง ซึ่งอาจเกิดจากเปลือกหอย
สามารถดูดซับดีเซลจากอาหารเหลวได๎ ท้าให๎แบคทีเรียที่เกาะบนเปลือกหอยสัมผัสกับดีเซลโดยตรง
และดีเซลที่มีความเข๎มข๎นสูงขึ้นอาจเป็นพิษกับเซลล์ของแบคทีเรียบางชนิด จึงยับยั้งการเจริญ        
ของแบคทีเรีย    และพบวําที่ 1% ดีเซล กลุํมแบคทีเรีย TS1 ที่ตรึงบนเปลือกหอยมีความสามารถใน
การยํอยสลายดีเซลได๎มากกวําชุดควบคุมตําง ๆ อยํางมีนัยส้าคัญ แตํไมํแตกตํางจากกลุํมแบคทีเรีย
อิสระอยํางมีนัยส้าคัญ    แตํเมื่อเพ่ิมความเข๎มข๎นของดีเซลเป็น 3% และ 5% โดยปริมาตร    พบวํา    
กลุํมแบคทีเรียตรึงสามารถยํอยสลายดีเซลได๎มากกวํากลุํมแบคทีเรียอิสระและกลุํมแบคทีเรีย            
ตามธรรมชาติที่ติดมากับเปลือกหอยอยํางมีนัยส้าคัญ    จะเห็นได๎วํา    กลุํมแบคทีเรีย TS1 จะเพ่ิม
จ้านวนมากขึ้นเมื่อความเข๎มข๎นของดีเซลเพ่ิมขึ้น    ซึ่งดีเซลความเข๎มข๎นสูงมีผลดีคือ เซลล์มี           
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แหลํงคาร์บอนมากขึ้น    แตํมีข๎อเสียคือ ดีเซลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียบางชนิดจึงสํงผลให๎           
การยํอยสลายลดลง (Palanisamy และคณะ, 2014)    ซึ่งจะเห็นได๎อยํางชัดเจนในชุดการทดลอง          
กลุํมแบคทีเรียอิสระและเปลือกหอยที่ไมํปลอดเชื้อที่มีผลการยํอยสลายน๎อยกวํากลุํมแบคทีเรียตรึง
เมื่อความเข๎มข๎นของดีเซลเพ่ิมมากขึ้น    เชํนเดียวกับ  Shen และคณะ (2015) ที่พบวํา                
กลุํมแบคทีเรียอิสระสามารถยํอยสลายน้้ามันดิบความเข๎มข๎น 1-7 กรัมตํอลิตรได๎    ซึ่งความเข๎มข๎น        
ที่ยํอยสลายได๎ดีที่สุด (44%) คือ 3 กรัมตํอลิตร    แตํเมื่อเพ่ิมความเข๎มข๎นเป็น 5-7 กรัมตํอลิตร         
สํงผลให๎ประสิทธิภาพในการยํอยสลายลดลง       และกลุํมแบคทีเรียที่ตรึงในแคลเซียมแอลจิเนต
สามารถยํอยสลายน้้ามันดิบความเข๎มข๎น 3 กรัมตํอลิตรได๎ 47%    ซึ่งมากกวํากลุํมแบคทีเรียอิสระ             
ที่ยํอยสลายได๎เพียง 26% ภายในเวลา 5 วัน    จะเห็นได๎วํา    การตรึงเซลล์มีข๎อดีคือ    เกิดสภาวะที่
เหมาะสมกับจุลินทรีย์และเซลล์สามารถทนตํอสารเคมีความเข๎มข๎นสูงได๎ (Martins และคณะ, 2013) 

จากการแปรผันอัตราสํวนของแบคทีเรียตรึงกับปริมาตรอาหารเหลวเพ่ือจ้าลองการน้า             
เปลือกหอยตรึงไปบ้าบัดน้้าที่ปนเปื้อนดีเซล โดยใช๎เปลือกหอยปริมาณตํางกันเป็น 1:1, 0.5:1, 0.1:1 
และ 0.05:1    พบวํา    ปริมาณเปลือกหอยที่ใช๎มีประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีเซลในอาหารเหลว
ไมํตํางกัน กลําวคือ    ใช๎เปลือกหอยเพียง 0.05 กรัมจะให๎ผลเทํากับการใช๎เปลือกหอย 1 กรัม        
ในการยํอยสลาย 1% ดีเซลในอาหารเหลว 1 มล.    ซึ่งผลที่ได๎แสดงให๎เห็นวํา สามารถใช๎เซลล์ตรึงใน
ปริมาณที่น๎อยกวํา       เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยอ่ืน เชํน Simons และคณะ (2013) ใช๎อัตราสํวน
ของเศษเปลือกหอยที่ตรึงแบคทีเรียจ้านวน 875 กรัมตํอน้้าทะเล 5,000 มล. ในการทดสอบการยํอย
สลาย weathered oil หรือ H. Zhang และคณะ (2016) ใช๎อัตราสํวนของถํานชีวภาพ (biochar)          
ที่ตรึงแบคทีเรียจ้านวน 5 กรัมตํออาหารเหลวปริมาตร 25 มล.    ดังนั้นอัตราสํวนของเปลือกหอย         
ในงานวิจัยนี้จึงมีประสิทธิภาพมากกวํา 

จากการทดสอบการใช๎ซ้้ากลุํมแบคทีเรียตรึงบนวัสดุเพ่ือยํอยสลาย 1% ดีเซล เป็นเวลา 7 วัน 
จ้านวน 5 รอบ    พบวํา    ประสิทธิภาพการยํอยสลายดีเซลของกลุํมแบคทีเรียตรึงที่ผํานการใช๎ซ้้า          
5 รอบอยูํในชํวง 93-96%    แสดงให๎เห็นวํา    กลุํมแบคทีเรียที่ตรึงบนเปลือกหอยยังคงประสิทธิภาพ
ในการยํอยสลายดีเซลได๎ดีเมื่อผํานการใช๎ซ้้า     และเมื่อเวลาผํานไปทุก ๆ 7 วัน พบแบคทีเรีย       
ในอาหารเหลวเพ่ิมมากข้ึน    อีกทั้งแบคทีเรียตรึงสามารถยึดเกาะบนเปลือกหอยได๎ตลอดเวลา 35 วัน    
จากการนับจ้านวนแบคทีเรียด๎วยวิธี viable plate count ที่สอดคล๎องกับภาพจาก SEM ในวันที่ 35    
นอกจากนี้ยังพบการเปลี่ยนแปลงลักษณะพ้ืนผิวของเปลือกหอย    โดยเฉพาะพ้ืนผิวด๎านในที่เป็น          
สีขาวมีลักษณะขรุขระคล๎ายหนามมากกวําวันที่ 0    แตํลักษณะพ้ืนผิวด๎านนอกเปลือกหอยที่เป็น          
สีเทาไมํแตกตํางจากวันที่ 0      แสดงวํา    การใช๎ซ้้าหลายครั้งสํงผลให๎ลักษณะทางกายภาพของ
พ้ืนผิวเปลี่ยนแปลงไป    อาจเกิดจากแรงเขยําจากการให๎อากาศท้าให๎เปลือกหอยเกิดการเสียดสีกัน 
สํงผลให๎พื้นผิวของเปลือกหอยถูกกัดเซาะ     และเนื่องจากกลุํมแบคทีเรียตรึงที่ผํานการใช๎ซ้้า 5 รอบ
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ยังคงประสิทธิภาพในการยํอยสลายได๎ดี จึงสามารถใช๎ซ้้ามากกวํา 5 รอบได๎    สอดคล๎องกับ Maliji 
และคณะ (2013) ที่น้า Bacillus cereus A ตรึงบนฟองน้้า (sponge) และบวบ (luffa)    พบวํา    
แบคทีเรียที่ตรึงบนบวบสามารถยํอยสลายดีเซลได๎มากกวําแบคทีเรียที่ตรึงบนฟองน้้าและสามารถใช๎
ซ้้าได๎ 8 รอบ    ในขณะที่แบคทีเรียที่ตรึงบนฟองน้้าใช๎ซ้้าได๎เพียง 6 รอบ    เชํนเดียวกับ 
Nopcharoenkul และคณะ (2013) ที่ตรึง Pseudoxanthomonas sp. RN402 บนเม็ดพลาสติก      
พอลิเอทิลีน (polyethylene plastic pellets)    พบวํา    เซลล์ตรึงสามารถยํอยสลายดีเซล     
ความเข๎มข๎น 200 มิลลิกรัมตํอลิตรได๎และสามารถใช๎ซ้้าได๎ 70 รอบ โดยยังคงประสิทธิภาพ           
ในการยํอยสลาย 

จากการทดสอบผลของระยะเวลาในการเก็บรักษากลุํมแบคทีเรียตรึง     เพ่ือทดสอบ
ประสิทธิภาพการยํอยสลายดีเซลหลังจากเก็บรักษากลุํมแบคทีเรียตรึงในขวดฝาเกลียวและถุงซิป       
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 เดือนและ 2 เดือน    พบวํา    อุณหภูมิต่้าชํวยชะลอ          
การเจริญของกลุํมแบคทีเรีย    และการเก็บรักษาเปลือกหอยตรึงในถุงซิปเป็นเวลา 1 และ 2 เดือน
ให๎ผลการยํอยสลายดีเซล 92.04% และ 90.27% ซึ่งไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญ    แตกตํางจาก
การเก็บรักษาเปลือกหอยตรึงในหลอดฝาเกลียวที่เวลา 1 และ 2 เดือน ที่ให๎ผลการยํอยสลายดีเซล 
93.24% และ 88.4% ซึ่งแตกตํางกันอยํางมีนัยส้าคัญ    อาจเกิดจากหลอดฝาเกลียวมีอากาศมากกวํา    
แบคทีเรียบางชนิดจึงใช๎อากาศเจริญเติบโตและตายไป    สํงผลให๎ประสิทธิภาพการยํอยสลายลดลง     
ดังนั้น     การเก็บรักษากลุํมแบคทีเรียตรึงในถุงซิปที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 เดือน  
ชํวยให๎เซลล์มีชีวิตรอด และยังคงประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีเซล อีกทั้งประหยัดพ้ืนที่               
ในการเก็บรักษา และเป็นสภาวะที่พร๎อมใช๎งาน (ready-to-use) ด๎วย    เชํนเดียวกับ Xu และ Lu 
(2010) ที่น้ากลุํมแบคทีเรียมาตรึงบนผงเปลือกถั่วลิสงแล๎วเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส       
เป็นเวลา 16 สัปดาห์    พบวํา    แบคทีเรียมีชีวิตรอดและคงประสิทธิภาพการยํอยสลายน้้ามันดิบได๎
มากกวําการเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงที่อุณหภูมิห๎อง    และ El-Gendy และ Nassar (2015) ได๎ตรึง            
P. aeruginosa ในเม็ดแคลเซียมแอลจิเนต (Ca-alginate beads) ซึ่งสามารถในการยํอยสลายดีเซล
ได๎ 76% จากนั้นเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วัน    พบวํา    
แบคทีเรียตรึงยังคงประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีเซล 6 กรัมตํอลิตร โดยสามารถยํอยสลายได๎ 75%  

จะเห็นได๎วํากลุํมแบคทีเรีย TS1 ที่คัดแยกจากรากพืชน้้าในแหลํงน้้าจืด    เมื่อน้ามาตรึงบน
เปลือกหอยสามารถยํอยสลาย 1% ดีเซลได๎ 97.05+0.80%    ซึ่งยังคงประสิทธิภาพในการยํอยสลาย
ไมํแตกตํางกลุํมแบคทีเรียอิสระ    จากการทดสอบปัจจัยตําง ๆ ที่มีผลตํอการตรึงและการยํอยสลาย    
แสดงให๎เห็นวํา    จ้านวนเซลล์เริ่มต๎นที่เหมาะสมกับการตรึงคือ 6 log CFU/มล.    เวลาที่เหมาะสม
กับการตรึงคือ 30 นาที    ขนาดของเปลือกหอยที่เหมาะสมคือ 5x5 มิลลิเมตร    การตรึงเซลล์มีข๎อดี
หลายอยํางได๎แกํ     ท้าให๎ เซลล์ทนตํอดี เซลความเข๎มข๎นสูงและยํอยสลายดี เซลได๎ดีกวํา               
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การใช๎แบคทีเรียอิสระ    กลุํมแบคทีเรียตรึงสามารถเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในถุงซิป
เป็นเวลา 2 เดือนได๎ โดยที่ยังคงประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีเซล    และกลุํมแบคทีเรียตรึงมี
ประสิทธิภาพในการยํอยสลาย 1% ดีเซลในอาหารเหลวที่มีปริมาตรมากกวํา 20 เทําของน้้าหนัก
เปลือกหอยที่มีกลุํมแบคทีเรียตรึง    อีกทั้งกลุํมแบคทีเรียตรึงสามารถใช๎ซ้้าในอาหารเหลวที่มี 1% 
ดีเซลได๎ไมํต่้ากวํา 5 รอบ    ดังนั้นการตรึงเซลล์บนเปลือกหอยด๎วยวิธีการดูดซับสามารถ            
เพ่ิมประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีเซลได๎และเหมาะกับการประยุกต์ใช๎งานบริเวณริมตลิ่งแมํน้้า        
โดยโปรยเปลือกหอยที่มีกลุํมแบคทีเรียตรึงเพ่ือบ้าบัดน้้าที่ปนเปื้อนดีเซลที่โดนกระแสน้้าหรือ           
กระแสลมพัดเข๎าหาตลิ่ง หรือวางเปลือกหอยที่มีกลุํมแบคทีเรียตรึงบนตะแกรงลอยน้้าเพ่ือบ้าบัดดีเซล               
ที่ลอยบนผิวน้้า 
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ข้อเสนอแนะ 
 

1. เนื่องจากแหลํงน้้าตามธรรมชาติมีความเค็ม อุณหภูมิและ pH ตํางกัน ซึ่งสิ่งเหลํานี้เป็นปัจจัยที่มีผล
ตํอการยํอยสลายดีเซลจึงควรมีการทดสอบความสามารถของกลุํมแบคทีเรีย TS1 ในการยํอยสลาย 
1% ดีเซลในอาหารเหลวที่มีปริมาณของโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ที่ความเข๎มข๎นตําง ๆ และ
อุณหภูมิและ pH ที่ชํวงตําง ๆ 

2. น้ากลุํมแบคทีเรีย TS1 ที่ตรึงบนเปลือกหอยมาทดสอบความสามารถในการยํอยสลายน้้ามัน
เชื้อเพลิงชนิดตําง ๆ เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการใช๎งานยํอยสลายน้้ามันชนิดอ่ืน ๆ นอกจากดีเซล 
เชํน น้้ามันเบนซิน น้้ามันหลํอลื่น น้้ามันแก๏สโซฮอล์ เป็นต๎น 

3. น้ากลุํมแบคทีเรียตรึงไปทดสอบกับตัวอยํางแหลํงน้้าตามธรรมชาติที่คาดวํามีการปนเปื้อนดีเซล 
เชํน แมํน้้าเจ๎าพระยา คลองแสนแสบ เป็นต๎น เพ่ือทดสอบการประยุกต์ใช๎งานกลุํมแบคทีเรียตรึง
ในสิ่งแวดล๎อมท่ีมีการปนเปื้อนของดีเซลจริง 

4. สามารถออกแบบการทดสอบการยํอยสลายดีเซลในน้้าโดยท้าการทดลองในคอลัมน์ (column) ที่มี
กลุํมแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยโดยใช๎ระบบแบบกะหรือแบบตํอเนื่อง (batch or continuous 
system)  
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รายการอ้างอิง 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อ Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM) 
 

ก. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคะไฮเดรต (Na2HPO4•12H2O)     5.5       กรัม 
 แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) 3.0       กรัม 
 โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.8       กรัม 

ข. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพตะไฮเดรต (MgSO4•7H2O) 0.01     กรัม 
 แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O) 0.005   กรัม 
 เฟอริกคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O) 0.005   กรัม  

 

 
น้าสารสํวน ก. ละลายในน้้ากลั่นปริมาตร 1,000 มล. แล๎วปรับคําความเป็นกรด-เบส         

ด๎วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข๎มข๎น 1 นอร์มัล ให๎เป็น 7.5 จากนั้นน้าไปนึ่งฆําเชื้อ             
ที่ความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที เติมสารละลาย
สํวน ข. ที่เตรียมแยกแตํละชนิดและท้าให๎ปราศจากเชื้อโดยกรองผํานชุดกรองส้าเร็จรูป  Acrodise® 
syringe filter ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางรู 0.2 ไมโครเมตร ลงในอาหารที่ผํานการฆําเชื้อแล๎ว 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 

           ทริปโตน (tryptone) 10     กรัม 
           โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)   5     กรัม 
           ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract)   5     กรัม 

  
ละลายสํวนผสมทั้งหมดในน้้ากลั่นปริมาตร 800 มล. แล๎วปรับคําความเป็นกรด-เบสด๎วย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข๎มข๎น 1 นอร์มัล ให๎เป็น 7.5 ปรับปริมาตรให๎เป็น 1,000 มล. 
แล๎วน้าไปนึ่งฆําเชื้อที่ความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา             
15 นาท ี
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3. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 
 เตรียมอาหารด๎วยวิธีการเดียวกับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB โดยละลายผงวุ๎น
ปริมาตร 15 กรัมตํออาหารเลี้ยงเชื้อ 1,000 มล. ลงไปในอาหารกํอนน้าไปนึ่งฆําเชื้อด๎วยความดันไอ 
15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
4. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มี Luria-Bertani (LB) ความเข้มข้น 10% 
 

ก. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคะไฮเดรต (Na2HPO4•12H2O)     5.5       กรัม 
 แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) 3.0       กรัม 
 โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.8       กรัม 
 ทริปโตน (tryptone) 1.0       กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 0.5       กรัม 
 ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) 0.5       กรัม 

ข. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพตะไฮเดรต (MgSO4•7H2O) 0.01     กรัม 
 แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O) 0.005   กรัม 

 เฟอริกคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O) 0.005   กรัม 
 

น้าสารสํวน ก. ละลายในน้้ากลั่นปริมาตร 1,000 มล. จากนั้นปรับคําความเป็นกรด-เบส        
ด๎วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข๎มข๎น 1 นอร์มัล ให๎เป็น 7.5 จากนั้นน้าไปนึ่งฆําเชื้อ          
ที่ความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที เติมสารละลาย
สํวน ข. ที่ท้าการเตรียมแยกแตํละชนิดและท้าให๎ปราศจากเชื้อโดยกรองผํานชุดกรองส้าเร็จรูป  
Acrodise® syringe filter ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางรู 0.2 ไมโครเมตร ลงในอาหารที่ผํานการฆําเชื้อ
แล๎ว 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
 

1. สารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด์  
 

ชั่งโซเดียมคลอไรด์ 0.85 กรัม ละลายในน้้ากลั่น 100 มิลลิลิตร จากนั้นน้าไปนึ่งฆําเชื้อด๎วย
ความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
2. สารละลาย Tris-HCl เข้มข้น 1.0 โมลาร์ ความเป็นกรด-เบสเป็น 8.0 
 
  Trisma base (C4H11NO3)                                      121.1   กรัม 
  กรดไฮโดรคลอริกเข๎มข๎น                                             42   มิลลิลิตร 
 
 ละลาย Trisma base ในน้้ากลั่นปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติม                 
กรดไฮโดรคลอริกเข๎มข๎น คนให๎เข๎ากันรอให๎เย็นลงแล๎วจึงปรับคําความเป็นกรด -เบสด๎วยกรด            
ไฮโดรคลอริกเข๎มข๎นให๎เป็น 8.0 เติมน้้ากลั่นปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่ง         
ฆําเชื้อด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
 
3. สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ ความเป็นกรด-เบสเป็น 8.0 
   
  EDTA (C10H14N2O8Na2•2H2O)                                   186.1   กรัม 
  โซเดียมไฮดรอกไซด์                                                     20   กรัม 
  

ละลาย EDTA ในน้้ากลั่นปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียม         
ไฮดรอกไซด์ คนให๎เข๎ากันรอให๎เย็นแล๎วจึงปรับคําความเป็นกรด -เบสด๎วยกรดไฮโดรคลอริกเข๎มข๎น        
ให๎เป็น 8.0 เติมน้้ากลั่นปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆําเชื้อด๎วยความดันไอ 
15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาท ี
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4. บัฟเฟอร์ TE ความเป็นกรด-เบสเป็น 8.0 
 
  Tris-HCl                                                                 10.0   มิลลิโมลาร์ 
  EDTA                                                                      1.0   มิลลิโมลาร์ 
 
 ผสมสารละลาย Tris-HCl เข๎มข๎น 1.0 โมลาร์ ความเป็นกรด-เบสเป็น 8.0 ปริมาตร              
10 มิลลิลิตร เข๎ากับสารลละลาย EDTA เข๎มข๎น 0.5 โมลาร์ ความเป็นกรด-เบสเป็น 8.0 ปริมาตร          
2 มิลลิลิตร เติมน้้าปลอดประจุจนปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆําเชื้อด๎วยความดันไอ          
15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาท ี
 
5. ไลโซไซม์ (Lysozyme) 
  
 ชั่ง lysozyme น้้าหนัก 60 มิลลิกรัม ละลายในน้้าปลอดประจุปลอดเชื้อให๎ครบปริมาตร           
1 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
6. สารละลาย 20% SDS 
 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้้าหนัก 20 กรัม คํอย ๆ ละลายในน้้ากลั่นปลอดประจุ         
ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปริมาตร 70 มิลลิลิตร เมื่อละลายหมดเติมน้้ากลั่นปลอดประจุให๎ครบ
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆําเชื้อด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ                 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที (หลังจากนึ่งฆําเชื้อครั้งแรกแล๎วจะไมํสามารถน้าไปนึ่งฆําเชื้อ
ซ้้าได๎อีกเพราะสารละลาย SDS จะเสียสภาพ) 
 
7. สารละลายโปรติเนสเค (proteinase K) ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
 ละลายผงโปรติเนสเคน้้าหนัก 20 มิลลิกรัม ในน้้าปลอดประจุปลอดเชื้อให๎ครบปริมาตร          
1 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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8. สารละลาย CTAB/NaCl (10% CTAB ใน 0.7 M NaCl) 
 
 CTAB                                                                         10   กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์                                                             0.7   โมลาร์ 
 
ละลาย CTAB ในน้้าปลอดประจุที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากนั้น

เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ เมื่อละลายหมดแล๎วเติมน้้าปลอดประจุจนเป็นปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
น้าไปนึ่งฆําเชื้อด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา              
20 นาท ี

 
9. สารละลายคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
 
 ผสมคลอโรฟอร์มและไอโซเอมิลแอลกอฮอล์เข๎าด๎วยกันในอัตราสํวน 24 : 1 (ปริมาตรตํอ
ปริมาตร) เก็บไว๎ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
10. สารละลาย RNase A ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
 ละลายผง RNase A น้้าหนัก 10 มิลลิกรัม ในน้้าปลอดประจุปลอดเชื้อให๎ครบปริมาตร           
1 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
11. บัฟเฟอร์ 50X Tris-acetate (TAE) 
 
  Trisma base                                                              242   กรัม 
  กรดอะซีติกเข๎มข๎น                                                        57.1   มิลลิลิตร 
  สารละลาย EDTA เข๎มข๎น 0.5 โมลาร์ pH 8.0                        100    มิลลิลิตร 
 
 ละลายสํวนประกอบทั้งหมดในน้้าปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แล๎วเติมน้้าปลอดประจุ
จนเป็นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆําเชื้อด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาท ี
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12. บัฟเฟอร์ 1X Tris-acetate (TAE) 
   
   บัฟเฟอร์ TAE ความเข๎มข๎น 50 เทํา                                    20   มิลลิลิตร 
            น้้ากลั่น                                                                     980  มิลลิลิตร 
  

ผสมน้้ากลั่นกับบัฟเฟอร์ TAE ความเข๎มข๎น 50 เทํา จนครบ 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาใน
ภาชนะท่ีสะอาดและมีฝาปิด 
 
13. เอทานอล 70% 
 

เตรียมเอทานอล 99% ปริมาณ 700 มิลลิลิตร ละลายในน้้ากลั่นที่ปลอดประจุ 300 มิลลิลิตร 
 
 
14. อะกาโรสเจลเข้มข้น 0.9% 
 
  อะกาโรสเจล                                                               0.9   กรัม 
  บัฟเฟอร์ TAE เข๎มข๎น 1 เทํา                                            100   มิลลิลิตร 
  

หลอมให๎เข๎ากันด๎วยไมโครเวฟหรือการต๎มให๎ความร๎อน 
 
 
15. อะกาโรสเจลเข้มข้น 2% 
 
  อะกาโรสเจล                                                                  2   กรัม 
  บัฟเฟอร์ TAE เข๎มข๎น 1 เทํา                                            100   มิลลิลิตร 
  

หลอมให๎เข๎ากันด๎วยไมโครเวฟหรือการต๎มให๎ความร๎อน 
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16. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
  เอธิเดียมโบรไมด์                                                          0.1   มิลลิลิตร 
  น้้ากลั่น                                                                      10   มิลลิลิตร 
 
 ละลายให๎เข๎ากันและเก็บในภาชนะที่ปิดสนิทในที่มืด (ขณะเตรียมควรสวมถุงมือปูองกัน 
เนื่องจากเอธิเดียมโบรไมด์มีสมบัติในการกํอมะเร็ง) 
 
17. 50% denaturing solution 
 

40% อะคริลาไมด์/บิส 3.26   มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร์ TAE เข๎มข๎น 50 เทํา                                        0.3      มิลลิลิตร 
ฟอร์มาไมด ์ 3        มิลลิลิตร 
ยูเรีย 3.1      มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล 0.3      มิลลิลิตร 
แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟตความเข๎มข๎น 10% 81       ไมโครลิตร 
TEMED 4.5      ไมโครลิตร 
น้้าปลอดประจุ 4.5      มิลลิลิตร 
   

18. 70% denaturing solution 
 

40% อะคริลาไมด์/บิส 3.34   มิลลิลิตร 
บัฟเฟอร์ TAE เข๎มข๎น 50 เทํา                                        0.3      มิลลิลิตร 
ฟอร์มาไมด ์ 4.2        มิลลิลิตร 
ยูเรีย 4.3      มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล 0.3      มิลลิลิตร 
แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟตความเข๎มข๎น 10% 81       ไมโครลิตร 
TEMED 4.5      ไมโครลิตร 
น้้าปลอดประจุ 4.5      มิลลิลิตร 

  
   



 

 

136 

19. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟตเข้มข้น 10% 
 
  แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต                                                 0.1   กรัม 
  น้้าปลอดประจุ                                                               1   มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

โครมาโทแกรมของดีเซลและกลุ่มแบคทีเรียตรึงบนเปลือกหอยจากการวิเคราะห์ด้วย GC 
 

 
 

รูปที่ ค1. โครมาโทแกรมของดีเซลวันที่ 0 
 

 
 

รูปที่ ค2. โครมาโทแกรมของอาหารเหลวที่มีกลุ่มแบคทีเรียตรึง (8 log CFU/มล.) บนเปลือกหอย
วันที่ 7 

 

 
 

รูปที่ ค3. โครมาโทแกรมของเปลือกหอยที่มีกลุ่มแบคทีเรียตรึงวันที่ 7 
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การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียจากการวิเคราะห์ 16S rDNA 
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