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วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงดวยความกรุณาอยางยิ่งของ รองศาสตราจารย ดร.สุเทพ 

ธนียวัน และรองศาสตราจารย ดร. กาญจณา จันทองจีน อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ ที่ไดให

วิชาการความรู คําแนะนําและขอคิดเห็นตางๆ ตลอดจนตรวจแกไขตนฉบับวิทยานิพนธ ผูวิจัยขอ

กราบขอบพระคุณอยางสูงไว ณ ที่นี้ 

            ขอกราบขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารย ดร.กอบชัย ภัทรกุลวณิชย ที่ไดใหวิชาการ

ความรู คําแนะนําและขอคิดเห็นตางๆโดยเฉพาะความรูดานการนําเทคนิค PCR-DGGE เขามาใช

ในงานวิจัย 

ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย  ดร.ไพเราะ  ปนพานิชการ  และอาจารย            

ดร.ปาหนัน เริงสําราญ ที่กรุณารับเปนประธานกรรมการและกรรมการในการสอบวทิยานพินธ และ

ใหความรู คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัย  ตลอดจนชวยตรวจแกไขวิทยานิพนธใหมีความสมบูรณยิ่งขึ้น 

 ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย จิราภรณ ธนียวัน เปนอยางสูง ที่กรุณา

อนุเคราะห Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1 สําหรับงานวิจัยนี้ 

            ขอขอบคุณ คุณทิมากร แสงดาํที่ใหความอนุเคราะหกลุมแบคทีเรีย STK สําหรับงานวิจัยนี ้

ขอกราบขอบพระคุณคณาจารยทุกทานในภาควิชาจุลชีววิทยาฯ ที่กรุณาใหความรู และ

คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัยในการดําเนินการวิจัยจนสําเร็จลุลวงดวยดี 

ขอขอบคุณเจาหนาที่ในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกทาน ตลอดจนพี่ๆ เพื่อนๆ และนองๆ ทุก

คนที่มีสวนชวยเหลือและใหกําลังใจตลอดมา 

ขอกราบขอบพระคุณ ทุน 90 ป จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหการสนับสนุนเงินทุนการ

วิจัย 

สุดทายขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา ที่ใหการสนับสนุนและความชวยเหลือตลอดจน

ใหกําลังใจแกผูวิจัยเสมอมา 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 

 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ความเสื่อมโทรมของสภาวะแวดลอมสวนใหญมีผลมาจากมนุษยและวิถีการดํารงชีพของ

มนุษย มนุษยกอมลพิษในส่ิงแวดลอมดวยวิธีการตาง ๆ เชน การทิ้งขยะลงบนทองถนน การตอทอ

น้ําทิ้งในบานลงทอระบายน้ําสาธารณะโดยไมผานระบบบําบัด การทิ้งของเสียลงสูแมน้ําลําคลอง 

การใชสารเคมีที่มีพิษในการเกษตรกรรมมากเกินไป การเผาและการตัดไมทําลายปา และการทิ้ง

กากของเสียอันตรายสูสถานที่สาธารณะ เปนตน สิ่งตางๆเหลานี้กอมลพิษในส่ิงแวดลอมในรูป

มลพิษทางอากาศ ทางน้ําและทางดิน    

มลพิษ หมายถึง ภาวะของสภาพแวดลอมที่มีองคประกอบไมเหมาะตอการนํามาใช

ประโยชน แตกลับเปนพิษ หรือเปนอันตรายตอสุขภาพ หรือกอใหเกิดความรําคาญแกมนุษย เชน 

อากาศที่มีแกสตางๆ ที่เปนอันตรายตอสุขภาพ ดินที่มีการสะสมของยาฆาแมลงศัตรูพืชสูง น้ําที่มี

คราบน้ํามัน เปนตน สารที่เปนตนเหตุที่ทําใหเกิดมลพิษเรียกวาสารมลพิษ (กรมควบคุมมลพิษ, 

2548)  

สารมลพิษ คือ มลพิษหรือสารวัตถุอ่ืนใดก็ตามที่สรางอันตรายหรือความเปลี่ยนแปลงอัน

ไมเปนที่พึงพอใจใหกับส่ิงมีชีวิตตอประชากร ชุมชน หรือระบบนิเวศ เกินกวาสภาพที่จะสามารถ

พบโดยทั่วไปในสิ่งแวดลอม          

มลพิษทางอากาศ (air pollution) หมายถึง ภาวะอากาศที่มีสารเจือปนอยูในปริมาณที่สูง

กวาระดับปกติเปนเวลานานพอที่จะทําใหเกิดอันตรายแกมนุษย สัตว พืช หรือทรัพยสินตางๆ อาจ

เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ เชน ฝุนละอองจากลมพายุ ภูเขาไฟระเบิด แผนดินไหว ไฟไหมปา แกส

ธรรมชาติ อากาศเสียที่เกิดขึ้นโดยธรรมชาติ กรณีที่เกิดจากการกระทําของมนุษย ไดแก มลพิษ

จากทอไอเสียของรถยนต จากโรงงานอุตสาหกรรม จากกระบวนการผลิต จากกิจกรรมดาน

การเกษตร จากการระเหยของแกสบางชนิด ซึ่งเกิดจากขยะมูลฝอยและของเสีย เปนตน  

            โดยเฉพาะอยางยิ่งการเจริญเติบโตทางดานเศรษฐกิจอยางรวดเร็วจากภาคเกษตรกรรม

มาเปนภาคอุตสาหกรรม กรุงเทพมหานครซึ่งเปนศูนยกลางของแหลงธุรกิจและความเจริญมี

จํานวนประชากรเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว ผลที่ตามมาคือความตองการในการเดินทางและการขนสง

มากขึ้น ปญหาจราจรติดขัด นับวันจะทวีความรุนแรงมากยิ่งขึ้น ทําใหมีการเผาผลาญน้ํามันมาก

ขึ้น การสันดาปของน้ํามันเชื้อเพลิงท่ีไมสมบูรณและการปลดปลอยสารมลพิษทางทอไอเสียกอ
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ปญหามลพิษทางอากาศที่รุนแรงกวาในบริเวณที่มีการจราจรคลองตัว สารมลพิษที่ปลดปลอยสู

บรรยากาศที่เกิดจากการคมนาคมขนสง ไดแก แกสคารบอนมอนอกไซด ออกไซดของไนโตรเจน   

สารประกอบไฮโดรคารบอน ฝุนละอองขนาดเล็กกวา 10 ไมครอน สารตะกั่วและแกสซัลเฟอรได

ออกไซด นอกจากนี้มลพิษทางอากาศเกิดไดจากภาคอุตสาหกรรม โดยการเผาไหมของเชือ้เพลงิใน

กระบวนการผลิต ซึ่งสงผลกระทบตอคุณภาพอากาศและสุขอนามัยของประชาชนในชุมชน    

นอกจากอากาศแลวพบวาดินเปนแหลงรองรับของเสีย รองรับมลสารตางๆจากอากาศ จาก

กิจกรรมในชีวิตประจําวันของมนุษย โดยดินจะทําหนาที่ในการดูดซับมลสารตางๆ ซึ่งเปนการลด

มลพิษจากอากาศ แตหากดินไดรับมลสารมากเกินไป โดยเฉพาะอยางยิ่งมลสารที่ยอยสลายไมได

ปญหามลพษิทางดินจะเกิดขึ้น หนึ่งในมลสารที่จัดเปนของเสียอันตรายคือสารจําพวก ปโตรเลียม 

ผลิตภัณฑและของเสียจากสารกลุมนี้ ของเสียประเภทนี้มีสวนประกอบของสารอินทรียหลายชนิด 

หนึ่งในจํานวนนี้คือสารประกอบกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbons, PAHs) ซึ่งเปนสารที่ยอยสลายยากโดยธรรมชาติ สารจําพวกนี้บางชนิดสามารถ

กอมะเรง็และกอการกลายพันธุได ดังนั้นความรูความเขาใจเกี่ยวกับการบําบัดสาร PAHs ในดินจึง

เปนสิ่งจําเปนและมีความสําคัญ (กรมควบคุมมลพิษ, 2542)        

            การบําบัดโดยวิธีทางชีวภาพ (bioremediation) เปนการกําจัดสารประกอบอินทรียที่เปน

อันตรายตอส่ิงแวดลอมดวยวิธีทางชีวภาพ โดยจุลินทรียจะยอยสลายสารใหมีความเปนพิษ หรือ

อันตรายนอยลง (Wilson และ Jones, 1993) สามารถใชวิธีนี้ในการบําบัดปญหาในสิ่งแวดลอมซ่ึง

รวมถึงการบําบัดความเปนพิษของสาร PAHs การยอยสลายสารพิษดวยจุลินทรียเปนกระบวนการ

ที่นิยมใชในการลดการปนเปอนของสารตางๆรวมถึง PAHs ในดินและตะกอนดิน หากการยอยเกิด

อยางสมบูรณ (mineralization) จะไดคารบอนไดออกไซด น้ํา และพลังงานใชในการเจริญของ     

จุลินทรยี ซึ่งเปนสิ่งที่เปนที่ตองการมากที่สุด อยางไรก็ตามการสลาย PAHs บางชนิดอาจเปนการ

เปลี่ยนแปลงของโครงสรางบางสวน (partial transformation) กระบวนการยอยสลายอาจเกิดขึ้น

โดยจุลินทรียเพียงชนิดเดียว หรือโดยกลุมของจุลินทรีย (Gibson และ Subramanian, 1984)  

            การบําบัดทางชี วภาพสามารถทํา โดย  การ เติมจุลินทรียต างถิ่ น  (exogenous 

microorganisms) ที่มีสมบัติยอยสลาย  PAHs ลงในดินบริเวณนั้นได  (bioaugmentation)         

แตจุลินทรียตางถิ่นมักอยูรอดไดนอย เนื่องจากตองแขงกันเจริญกับจุลินทรียทองถิ่น (Wilson และ 

Jones, 1993) ในมุมกลับการกระตุนใหจุลินทรียทองถิ่น (indigenous microorganisms) ใน

บริเวณที่มีการปนเปอนใหมีประสิทธิภาพ (biostimulation) อาจเพิ่มกิจกรรมในการยอยสลายไดดี

ขึ้น ซึ่งทําไดโดยการเติมสารอาหารลงไปในดิน เชน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส (Atlas, 1991) หรือ

สารอนินทรีย (Cerniglia, 1993) และปรับภาวะใหเหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรีย 
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            รุจา   สารคุณ (2548) พบวาสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหชนิดไรประจุ Brij 35 Tween 80 

และ Triton X-100 ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายสาร PAHs ในสเลอรีดินไดดีเมื่อทํางาน

รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK ที่คัดแยกไดจากปุยหมักใบมะขาม ที่ประกอบดวยแบคทีเรียที่จัดอยูใน

จีนัส Zoogloea sp., Stenotrophomonas sp. และ Mesorhizobium sp. (ทมิากร แสงดํา, 2547) 

และไมมีผลกระทบดานลบตอการเจริญของกลุมแบคทีเรีย STK เนื่องจากสามารถทําใหกลุม

แบคทีเรีย STK เจริญไดดีเมื่อเปรียบเทียบกับชุดทดลองที่ไมมีการเติมสารลดแรงตึงผิวและพบวามี

การยอยสลาย PAHs ในวัฏภาคดินมากกวาวัฏภาคน้ํา ซึ่งอาจเกิดจากสารลดแรงตึงผิวชวยให

แบคทีเรียยึดติดกับอนุภาคดินที่มี PAHs ทาํใหลดระยะทางการแพรของ PAHs ใหสั้นลง โดยทําให

เซลลของแบคทีเรียมีสมบัติไมชอบน้ํา (Tang และคณะ, 1998; Poeton และคณะ, 1999) และทํา

ใหแบคทีเรียนําสารเขาสูเซลลไดดีกวาแบคทีเรียที่อยูในรูปอิสระ (Bastiean และคณะ, 2000) หรือ

การสัมผัสกับไมเซลลโดยตรงดวย cell envelope รวมกับการเกิด membrane fusion (Miller และ 

Bartha, 1989) รวมทั้งการท่ีกลุมแบคทีเรีย STK มีสมบัติไมชอบน้ําสูง  จึงคาดวามีบทบาทสําคัญ

ในการนําสารประกอบที่มีสมบัติไมชอบน้ําเขาสูเซลลได (ทิมากร แสงดํา, 2547)    

            เพื่อใหทราบและเขาใจวิธีการยอย PAHs ในดิน งานวิจัยนี้จึงไดศึกษาการยอยสลายสาร 

ไพรีนซึ่งเปนตัวแทนการยอยสลายสาร PAHs ในตัวอยางดิน โดยทําในระบบสเลอรีที่เติมกลุม

แบคทีเรีย STK ที่มีความสามารถในการยอยสาร PAHs รวมกับการเติมสารลดแรงตึงผิวเพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพการยอย และปรับภาวะใหมีความเหมาะสมตอการเจริญและการสลายไพรีนของ

กลุมแบคทีเรีย 
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
 ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายสารไพรีนในดิน โดยกลุมแบคทีเรีย STK 

รวมกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหหรือสารลดแรงตึงผิวชีวภาพหรือแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 สามารถทราบและไดวิธีการสลายไพรีนในดินดวยกลุมแบคทีเรีย STK ที่เสริมการทํางาน

ดวย สารจําพวกลดแรงตึงผิว ทั้งชนิดสังเคราะห, ชนิดชีวภาพ และจุลินทรียที่สรางสารประเภทนี้

สําหรับใชเปนแนวทางในการนําไปประยุกตบําบ ัดสาร PAHs ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอมไดตอไป 

 



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 
 

สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbons, PAHs) เปนสารประกอบอินทรียที่พบปนเปอนกระจายอยูทั่วไปในส่ิงแวดลอมทั้ง

ในแหลงน้ํา ดิน และ อากาศ ซึ่งสารนี้มีโครงสรางของคารบอนและไฮโดรเจนรวมกันเปนวงอะโร

มาติกเบนซีนมาเชื่อมตอกันเปนเสนตรง (linear) เปนมุมงอ (angular) หรือเปนกลุม (cluster) 

ตั้งแต 2 วงขึ้นไป ซึ่งโครงสรางดังกลาวมีสวนทําใหสารประกอบแตละชนิดมีความคงทนแตกตาง

กันไป สามารถแบง PAHs ตามโครงสรางทางเคมีไดเปน 2 กลุมใหญ คือ PAHs ที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลตํ่า (low molecular weight PAHs, LMW PAHs) ซึ่งเปนสารที่มีวงแหวนเบนซีนนอยกวา 

4 วง และ PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง (high molecular weight PAHs, HMW PAHs) ซึ่งมีวง

แหวนเบนซีนตั้งแต 4 วงขึ้นไป (Kanaly และ Harayama, 2000) การจัดเรียงตัวของวงเบนซีน              

ในโครงสรางทางเคมีของ PAHs มีสวนทําให PAHs แตละชนิดมีความคงทนตอการสลายแตกตาง

กัน โดยสารที่เรียงตัวเปนเสนตรงจะมีความคงทนตอการสลายนอยกวาที่เรียงตัวเปนมุมงอและ

เรียงตัวเปนกลุม ตามลําดับ (Blumer, 1976) 

สาร PAHs พบไดทั่วไปในส่ิงแวดลอมโดยมีแหลงกําเนิดตางๆ เชน จากการเผาไหมของ

เชื้อเพลิงฟอสซิลที่ไมสมบูรณ จากกระบวนการอุตสาหกรรม การเผาไหมเชื้อเพลิงของกิจกรรม

ตางๆ ไดแก รถยนต การเผาขยะมูลฝอย การผลิตกระแสไฟฟาโดยใชถานหินเปนเชื้อเพลิง 

แหลงกําเนิดจากธรรมชาติ เชน ไฟปา เปนตน จากกิจกรรมตางๆเหลานี้ของมนุษยทําใหสาร 

PAHs แพรกระจายสูสิ่งแวดลอมและอาจเปนผลเสียตอการดํารงชีวิตของมนุษย อีกทั้งยังมี

ผลกระทบตอระบบนิเวศในธรรมชาติอีกดวย 

ตัวอยางสารประกอบ PAHs ที่พบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอม (Sofia และคณะ, 2007) ดัง

แสดงในตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1 ประเภทสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาตกิไฮโดรคารบอน  

 

สองวงเบนซีน สามวงเบนซนี สี่วงเบนซีน หาวงเบนซีน หกวงเบนซีน 

Naphthalene Biphenylene Fluoranthene 
Benzo(b)fluoran 

thene 

Benzo(g,h,i) 

perylene 

2-Methylnaphtha 

lene 

Acenaphthy 

lene 
Pyrene 

Benzo(k)fluoran 

thene 

Indeno(c,d) 

pyrene 

1-Methylnaphtha 

lene 
Acenaphthene Chrysene Benzo(e)pyrene  

2,6-Dimethylnaph 

thalene 
Fluorene 

Benzo(a) 

anthracene 
Benzo(a)pyrene  

2,3,5-Trimethyl 

naphthalene 
Anthracene  Perylene  

 Phenanthrene  
Dibenz(a,c) 

anthracene 
 

 
1- Methylphe 

nanthrene 
   

 

2.1 การเขาสูรางกายของสาร PAHs  

สาร PAHs เขาสูรางกายได 3 ทางคือ  

            1.  ทางจมกู มนุษยเราไดรับสาร PAHs เขาสูรางกายไดโดย การสูดดมเอาควันบหุร่ี หรือ

อากาศที่เปนมลพิษเขาไป (Lin และคณะ, 2001) ผลคือละอองของสารพิษปะปนเขาไปกับลม

หายใจ ซึง่กอใหเกิดอาการเจบ็ปวยแบบเรื้อรังตามมา 

            2.  ทางปาก เขาสูรางกายโดยการรับประทานอาหารที่ปนเปอน PAHs เชน อาหารประเภท

ผัด หรือทอดทีใ่ชความรอนสงู หรืออาหารที่ไหม (Perfetti  และคณะ, 1992; Saxton และคณะ, 

1993) หรืออาจจะเขาปากโดยความสะเพรา เชน ใชมือที่เปอนสาร PAHs หยิบอาหารเขาปาก เปน

ตน  
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            3.  ทางผวิหนัง เกิดจากการสัมผัสหรือจับตองสาร PAHs และบุคคลที่มีความเสี่ยงตอการ

สัมผัสกับสาร PAHs  คือบุคคลที่อยูในพื้นที่อุตสาหกรรมตางๆ (Thakker และคณะ, 1985; Dipple 

และคณะ, 1990) เนื่องจากพบการแพรกระจายของสาร PAHs ในบริเวณอุตสาหกรรมมากกวา

บริเวณนอกอตุสาหกรรม และหากเปนอุตสาหกรรมประเภทที่เปนแหลงกําเนิดของสาร PAHs ตาม 

ที่กลาวมาแลว ความเขมขนของสาร PAHs ที่ปนเปอนกย็ิ่งมาก (Wilson และ Jones, 1993)   

 

            เนื่องจาก PAHs เปนสารที่ทําใหเกิดการกลายพันธุ (mutagens) เปนสารกอมะเร็ง 

(carcinogens) เปนสารที่ทําใหทารกในครรภมีรูปรางผิดปกติ (teratogens) (International 

Agency for Research an cancer [IARC], 1983) ดังนั้นนักวิทยาศาสตรไดพยายามหาแนวทาง

ที่มีประสิทธิภาพในการกําจัดสารพิษกลุมนี้ หนึ่งในวิธีการที่ใชคือกระบวนการยอยสลายทาง

ชีวภาพ (bioremediation) โดยการใชประโยชนจากความสามารถของจุลินทรียมาสลายสารพิษให

มีความเปนพิษลดลงหรือหมดไป (Mueller และคณะ, 1990a) ปรากฏการณในการลดพิษของ 

PAHs จะตองอาศัยผลของปฏิกิริยารวมกันระหวางจุลินทรีย และสภาพแวดลอมอ่ืนๆ เชน 

อุณหภูมิ แสง น้ํา ออกซิเจน รวมถึงการเติมจุลินทรียตางถิ่น (exogenous microorganism) ท่ีมี       

คุณสมบัติยอยสลาย PAHs ลงในดินบริเวณนั้น (bioaugmentation) หรืออาจกระตุนใหจุลินทรีย

ทองถิ่น (indigenous microorganisms) ในบริเวณที่มีการปนเปอนมีประสิทธิภาพและเพิ่ม

กิจกรรมในการยอยสลายสาร PAHs ในบริเวณนั้นไดสูงขึ้น (biostimulation) การลดความเปนพิษ

ของจุลินทรียสามารถเกิดขึ้นไดสองลักษณะคือ การตานความเปนพิษ (resistance) และการ

ทนทานตอความเปนพิษ (tolerance) ซึ่งเปนวิธีที่ดีกวาการบําบัดทางเคมี การฝงกลบ และการเผา

ที่อุณหภูมิสูง เนื่องจากปลอดภัยตอส่ิงแวดลอม คาใชจายต่ํา (Lee, 1995) และไมกอใหเกิด

สารพิษชนิดใหมที่มีอันตรายมากกวาเดิม เนื่องจากจุลินทรียใชสารพิษเปนแหลงพลังงานและ

คารบอน ในการทดลองนี้ไดคัดเลือกสารไพรีน ซึ่งเปน PAHs ที่มีโครงสรางประกอบดวยวงแหวน

เบนซีน 4 วงเชื่อมตอกัน ดังแสดงในรูปที่ 2.1 
 
2.2 ไพรีน (Pyrene) 

 
ไพ รีน  (Pyrene) หรือชื่ อทาง เคมี ว า  เบนโซ (ดี , อี , เอฟ )ฟแนนทรีน 

(benzo[d,e,f]phenanthrene) เปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งในกลุมสาร PAHs ที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลสูง ประกอบดวยวงเบนซีน 4 วงเชื่อมตอกัน มีหมายเลขสากลทางเคมี (Cas Number) 

129-00-0 (Verschueren, 1997)  
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                          รูปที่ 2.1 โครงสรางไพรีน (Cerniglia, 1992) 

 

สูตรโมเลกุล C16H10 (Verschueren, 1997) 

น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 202.26 กรัมตอโมล (Verschueren, 1997) 

การละลายในน้ํา 0.13  มก.ตอลิตร ที่อุณหภูมิ 25 oซ  และ 140 นาโนกรัมตอมล.ที่ 30 oซ

(Jimenez และ Bartha, 1996) 

ความถวงจําเพาะ 1.271 ที ่23 oซ (Verschueren, 1997) 

อุณหภูมิหลอมเหลว  151 - 156 oซ (Verschueren, 1997) 

อุณหภูมิกลายเปนไอ 360 - 404 oซ (Verschueren, 1997) 

ความดันไอ   6.85 x 10-7 มม.ปรอท ที่อุณหภูมิ 20 oซ (Verschueren, 1997) 

เปนผลึกสีขาว หรือ สีเหลือง (Patnaik, 1992)   

ละลายในน้าํมนัพาราฟน 25 มก.ตอมล. (Jimenez และ Bartha, 1996) 

มีคาครึ่งชีวิตในดินและตะกอนดิน 19.4-630 วัน (Daugulis และ McCracken, 2003) 
 
2.3 การบาํบดัไพรีนและสาร PAHs อ่ืนในสิ่งแวดลอม 
 

เมื่อไพรีนและสาร PAHs เขาสูสิ่งแวดลอม ซึ่งจัดเปนมลสาร (Pollutant) มักจะสะสมอยู

ในดิน ตะกอนดิน น้ํา ฝุนละออง พืช และอากาศ โดยจะเกาะติดอยูในอนุภาคของดิน ตะกอนดิน 

หรือฝุน ซึ่งสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงไดโดยขบวนการตาง ๆ ซึ่งการสะสมอยูในดินนั้นกอใหเกิด

ปญหามลพิษของดิน ซึ่งเกิดจากการทําลายหรือเกิดการถดถอยของคุณภาพหรือคุณลักษณะของ

สภาวะใดสภาวะหนึ่ง ที่เกิดจากมลสาร ที่กอใหเกิดมลภาวะ ดินเปนอนภุาคที่มีขนาดเล็กเมื่อเกิด

การปนเปอน สามารถฟุงกระจายไปในอากาศ กอใหเกิดปญหามลพิษทางอากาศ ในขณะเดียวกัน

ดินเปนแหลงรองรับของเสีย รองรับมลสารตางๆ จากอากาศ จากน้ํา จากกิจกรรมในชีวิตประจําวัน

ของมนุษย (กรมควบคุมมลพิษ, 2548) ดินทําหนาที่ในการดูดซับมลสารตางๆ ซึ่งเปรียบไดกับการ

ลดมลพิษ หากดินทําหนาที่ในการรับมลสารตางๆ มากเกินไป โดยเฉพาะอยางยิ่ง มลสารที่ยอย

สลายไมได ปญหามลพิษทางดินจะเกิดขึ้น ซึ่งเปนผลเสียตอสุขภาพเกินกวาระดับที่ปลอดภัยตอ
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สุขภาพของมนุษยได ในการบําบัดมลพิษทางดินนั้นมีไดหลายวิธี เชนการบําบัดทางกายภาพ ทาง

เคมีและทางชีวภาพ (Cerniglia, 1992)  โดยรวมสามารถแยกไดดังนี้ 

 
2.3.1 การบําบัดทางกายภาพ 

 

-   การระเหย (Volatization) สาร PAHs ที่ปนเปอนในน้ําและอยูที่ผิวน้ําจะมีอัตราการระเหยสูง

กวาสาร PAHs ที่อยูที่ผิวดิน จากการศึกษาพบวาสาร PAHs ที่มีนํ้าหนักโมเลกุลตํ่าจะมีอัตราการ

ระเหยไดสูงกวาสารประกอบ PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง (Ashok และ Saxena, 1995) 

-   การแตกสลายโดยแสง (Photodegradation) กลไกการยอยสลายจะขึ้นอยูกับอุณหภูมิและ 

ปริมาณความเขมขนของแสง (Reyes และคณะ, 1998) รวมถึงการใชรังสีตางๆ เชน รังสีแกมมา 

(Melcher และคณะ, 2002) 

-   การดูดซับ (Sorption) สาร PAHs เปนสารที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic) มีความสามารถใน

การละลายน้ําไดต่ํา จึงถูกดูดซับติดกับอนุภาคของดินหรือตะกอน (organic matter) ไดอยางแนน

หนา สาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะเกาะติดแนนเปนเวลานานกวาสาร PAHs ที่มีมวล

โมเลกุลตํ่า (Chin และคณะ, 1997) หากมีการปนเปอนของสาร PAHs ในดินเปนเวลานาน ดินจะ

สามารถดูดซับสารปนเปอนนั้นไว โดยการดูดซึมและแทรกอยูระหวางชั้นน้ําตามชองวางภายใน

อนุภาคดิน ทําใหสารปนเปอนถูกชะละลายออกมาไดนอยและหากสารปนเปอนจับกับอนุภาคดิน

โดยอาศัยพันธะทางเคมี จะทําใหสารถูกชะออกมาไดยากยิ่งขึ้นทําใหสารอยูในรูป bound residue 

ซึ่ง bound residue ที่เกิดขึ้นนี้ทําใหจุลินทรียหรือส่ิงมีชีวิตในดินนําไปใชประโยชนไดนอยกวาใน

รูปแบบอื่นๆ (Verstraete และ Devliegher, 1996)  

-   การสะสมในสิ่งมีชีวิต (Bioaccumulation) เมื่อสาร PAHs ปนเปอนอยูในวัฏภาคไหนซึ่งมี

ส่ิงมีชีวิตอยู ก็จะเกิดการสะสมเขาไปในสิ่งมีชีวิตในวัฏภาคนั้นๆได สาร PAHs บางชนิดมีความ

เปนพิษตอสัตวน้ํา เชน ไพรีนมีความเปนพิษตอ mysid shrimp และหอยสองฝา ฟแนนทรนีมีความ

เปนพิษตอแพลงตอน ไสเดือนทะเลเปนตน (Spehar และคณะ, 1999) สําหรับส่ิงมีชีวิตบนบก 

ไดแก พืช สัตว สามารถสะสมแอนทราซีนและเกิดความเปนพิษได (Mitchell และคณะ, 1988) อะ

ซีแนพธีนมีความเปนพิษตอไสเดือนดินมาก (Neuhauser และคณะ, 1985)  
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2.3.2 การบําบัดทางเคมี 
 

-   การใชกาซโอโซน โอโซนเปนสารออกซิไดซที่แรง จึงใชเพื่อแตกโมเลกุลสารประกอบอินทรียได 

พบวาประสิทธิภาพยังไมดีนัก ลดไดเฉพาะสาร PAHs โมเลกุลต่ํา แตจะเปนการดีหากใชรวมกับ

การใชจุลินทรีย (Nam และ Kukor, 2000) 

-  การใชสารเคมี อนุพันธของสารเคมีที่มีสมบัติเกิดอนุมูลไฮดรอกซิล (hydroxyl (OH.) radicles) 

จะสามารถแตกสลายสาร PAHs ไดเชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) (Nadarajah และคณะ, 

2002) 

 

2.3.3 การบําบัดทางชีวภาพ เทคโนโลยีในการบําบัดดวยวิธีทางชีวภาพมีหลายวิธี

ดังตอไปนี้ (Trejo และ Quintero, 2000) 

 

-   Bioaugmentation เปนวิธีที่มีการเติมจุลินทรียที่ทดสอบแลววามีประสิทธิภาพในการยอย 

สลายสารพิษลงไปในบริเวณที่มีการปนเปอน 

-   Biostimulation เปนวิธีที่มีการเติมสารอาหารหรือปจจัยตางๆที่จําเปนตอการเจริญของ 

จุลินทรียลงไปในบริเวณที่มีการปนเปอนเพื่อกระตุนใหจุลินทรียประจํา

ถิ่นมีการเพิ่มจํานวนและมีกิจกรรมในการยอยสลายสารพิษไดดีขึ้น 

-   Biofilters  เปนวิธีที่มีการใชคอลัมนยาวที่มีจุลินทรียอยูภายในเพื่อบําบัดสาร 

ปนเปอนที่กระจายออกสูบรรยากาศ 

-   Bioreactor  เปนวิธีการยอยสลายในถังหมัก 

-   Bioventing  เปนวิธีการบําบัดแหลงที่ปนเปอนโดยมีการใหอากาศและใหสารอาหาร 

เพื่อกระตุนการเจริญและกิจกรรมการยอยสลายของจุลินทรียประจําถิ่น 

-   Composting  เปนวิธีการบําบัดโดยใชออกซิเจนและอุณหภูมิสูงรวมกับการเติมปุยหมัก 

หรือวัสดุทางการเกษตรเพื่อเปนวัสดุค้ําจุนการเจริญของจุลินทรีย 

-   Landfarming เปนวิธีการบําบัดแหลงที่มีการปนเปอนโดยการขุดดินหรือปมน้ําขึ้นมา  

แลวปลอยใหมีการยอยสลายของจุลินทรียแบบใชอากาศ (aerobic)  

 

การบําบัดโดยวิธีทางชีวภาพ (bioremediation) เปนทางเลือกหนึ่งที่ชวยลดความเปนพิษ

ของสาร PAHs และกากของเสียอันตรายอื่นๆ โดยการยอยสลายสารพิษดวยจุลินทรียเพื่อตองการ

ใหจุลินทรียยอยสลายสารเคมีหรือสาร PAHs ใหมีความเปนพิษลดลง ซึ่งกระบวนการยอยสลาย 

อาจเกิดขึ้นโดยจุลินทรียเพียงชนิดเดียวหรือโดยกลุมของจุลินทรีย (Gibson และ Subramanian, 
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1984) ขอดีของการบําบัดสาร PAHs ดวยวิธีนี้ คือ เปนกระบวนการทางธรรมชาติที่ไมเกิดอันตราย

ตอส่ิงแวดลอม มักมีคาใชจายต่ํากวาวิธีการบําบัดอื่นๆ และชวยสลายสารพิษนี้ไดรวดเร็วกวาการ

สลายเองโดยธรรมชาติ (Kästner และคณะ, 1995) ซึ่งการยอยสลายโดยจุลินทรียเปน

กระบวนการสําคัญในการกําจัดหรือลดความเปนพิษของสาร PAHs ไดเปนอยางดี ความสามารถ

ในการยอยสลายสาร PAHs พบในจุลินทรียทุกกลุมทั้ง แบคทีเรีย รา ไซยาโนแบคทีเรีย และ

สาหรายเซลลเดียว โดยจุลินทรียแตละกลุมจะมีกลไกเฉพาะและแตกตางกันในการยอยสลายสาร 

PAHs (Watanabe, 2001) อยางไรก็ตาม การบําบัดวิธีดังกลาวจะประสบความสําเร็จไดตอง

คํานึงถึงปจจัยแวดลอมหลายประการ อาทิเชน ชนิดและสมบัติของสารปนเปอน อุณหภูมิ ความ

เปนกรดดาง ปริมาณออกซิเจนที่สามารถนําไปใช ความชื้น สารอาหาร เปนตน (Guo และคณะ, 

2005) รวมถึงการเติมสารลดแรงตึงผิว จะชวยเพิ่มการละลายสารไฮโดรคารบอน ทําใหแบคทีเรีย

สามารถยอยสลายไดงายขึ้น ปจจัยดังกลาวมีผลตอการทํางานของจุลินทรียโดยตรง  

 
2.4 การบําบัด PAHs ในระบบสเลอรี 
 

ดังนั้นในงานวิจัยนี้ไดมุงเนนการบําบัดไพรีนโดยวิธีทางชีวภาพและเพิ่มกิจกรรมในการ

ยอยสลายโดยการทําในระบบสเลอรีดินเพื่อเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสระหวางจุลินทรียกับไพรีน การเพิ่ม

พื้นที่ผิวสัมผัสดังกลาวเกิดจากดินแตกตัวทําให PAHs เคลื่อนไปยังวัฏภาคน้ําอยางรวดเร็ว รวมทั้ง

ยังเพิ่มการเคลื่อนที่ของจุลินทรียอีกดวย (Doick และ Semple, 2003) มีรายงานวิจัยหลายเรื่องที่

ศึกษาเกี่ยวกับการยอยสลายสาร PAHs ในระบบสเลอรีดินเพื่อเพิ่มความสามารถตอการยอย ดังนี้ 

            Labare และ Alexander (1995) ทดลองบําบัดดินปนเปอน PAHs แบบสเลอรีดวย

อัตราสวนดินตอน้ํา 1:1 (กรัม/มล.) พบวาสามารถสงเสริมการเจริญ และการยอยสลายฟแนนทรีน

ไดดีขึ้นจาก 4.4% เปน 36.9% ภายใน 34 วัน เมื่อเติม dibutyl phthalate เปนซับสเตรตรวม

เชนเดียวกับรายงานของ Fu และ Alexander (1995) ที่ทําการบําบัด PAHs ในสเลอรีดินดวย

อัตราสวน 1:10 สามารถเพิ่มการยอยไดกวาการไมเติมน้ําลงในระบบ 

Lee และคณะ (2001) ศึกษาการบําบัด PAHs ในดินที่มีการปนเปอนน้ํามันถานหิน (coal 

tar) ในระบบสเลอรีดวยอะซีโตนและเอทานอล ทําการทดลองในถังปฏิกรณ (bioreactor) 

อัตราสวนดินตอน้ํา 1:15 (กรัม/มล.) โดยรวมพบวาการยอยสลาย PAHs ที่มีวงเบนซีน 2-3 วง มี

อัตราการยอยสลายมากถึง 90% ภายในระยะเวลา 14 วัน สําหรับ PAHs ที่มีวงเบนซีน 4 วง มี

อัตราการยอยสลายนอยกวา และ PAHs ที่มีวงเบนซีน 5-6 วง พบอัตราการยอยสลายนอยมาก 

ประมาณ 25% ภายในระยะเวลา 35 วัน 
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Doick และ Semple (2003) ศึกษาการยอยสลายฟแนนทรีนที่มีความเขมขน 10 มก.ตอ

ลิตร โดย Pseudomonas sp. รวมกับการเติมน้ํามันที่มีความเขมขน 0%, 0.01% และ 0.05%โดย

น้ําหนักตอปริมาตรเพื่อใชเปนซับสเตรตรวมโดยแบคทีเรียเพื่อเพิ่มการยอยสลายฟแนนทรีน และ

ทดสอบที่อัตราสวนดินตอน้ําเทากับ 2:1, 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:5 กรัมตอมล. แบคทีเรียนี้สามารถ

เปลี่ยนฟแนนทรีนที่ติดฉลากดวย 14C ใหเปนคารบอนไดออกไซดในรูป 14CO2 เมื่อแบคทีเรียเจริญ

ในสภาวะที่มีน้ํามันเปนซับสเตรตรวม ซึ่งการยอยสลายฟแนนทรีนขึ้นอยูกับปริมาณของน้ํามันและ

อัตราสวนดินตอน้ําที่เหมาะสม โดยพบวาอัตราการยอยจะเกิดขึ้นไดดีในชวงอัตราสวนดินตอน้ํา

เทากับ 1:2, 1:3 และ 1:5 และการเติมน้ํามัน 0.05% โดยน้ําหนักตอปริมาตร จะชวยเพิ่มอัตราการ

ยอย โดยเฉพาะที่ 1:2 และ 1:3 (ดิน:น้ํา) มีอัตราการยอยมากที่สุด  

รุจา  สารคุณ (2548) ศึกษาการยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีน โดยกลุม

แบคทีเรีย STK ในระบบสเลอรีที่มีอัตราสวนดินตอน้ํา 1:8 (กรัม/มล.) รวมกับการเติมสารลดแรงตึง

ผิวชนิดตางๆ พบวาการเติม Brij 35 สามารถเพิ่มการยอยสลายฟลูออรีนไดดีกวาสารลดแรงตึงผิว

อ่ืนๆ 

 
2.5 การยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรียบริสุทธิ ์
 

จุลินทรียในธรรมชาติใชกระบวนการเมตาบอลิซึมหลายแบบในการยอยสลาย

สารประกอบทางธรรมชาติและสารสังเคราะหที่มนุษยสรางขึ้น รวมทั้งสาร PAHs การปรับตัวของ 

จุลินทรียเพื่อใหมีความสามารถในการยอยสลายสารดังกลาวไดอาจเกิดขึ้นโดยมีการชักนําใหสราง

เอนไซมที่จาํเปนหรือการเปลี่ยนแปลงในระดับยีนซึ่งเปนผลทําใหจุลินทรียสามารถพัฒนาวิถีเมตา

บอลิซึมข้ึนมาใหมเพื่อใชในการยอยสลายสาร PAHs ได (Madson, 1998)  จุลินทรียแตละกลุมจะ

มีกลไกการยอยสลายสาร PAHs แตกตางกันไป  

 

มีรายงานวิจัยหลายเรื่องที่ศึกษาเกี่ยวกับการยอยสลายไพรีนโดยใชไพรีนเปนแหลง

คารบอนและพลังงาน หรือการยอยสลายแบบวิธีโคเมตาบอลิซึม (Boldrin และคณะ,1993; 

Geiselbrecht และคณะ, 1998  และ Walter และคณะ, 1991) ถึงแมไพรีนไมไดกอใหเกิดมะเร็ง 

แตมีรายงานวาไพรีนสามารถกระตุนเบนโซ(เอ)ไพรีนใหกอมะเร็งได (cocarcinogenic potential) 

(USEPA, 1979)  และสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการกระตุนเซลลสรางเม็ดสีผิวได (Iwata และคณะ, 

1981) ไพรีนจะทนทานตอการเขายอยสลายของแบคทีเรียภายใตสภาวะไรอากาศ และโดยทั่วไป

ไพรีนจะถูกยอยสลายอยางสมบูรณภายใตสภาวะมีอากาศ (Pothuluri และคณะ, 1992) 
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การยอยสลายไพรีนโดยแบคที เรียบริสุทธิ์จะได เซลล เพิ่มมากขึ้นและไดน้ํ ากับ

คารบอนไดออกไซด หากมีการยอยสลายอยางสมบูรณ (Cerniglia, 1992 ; Wilson และ Jones, 

1993) โดยปกติแบคทีเรียจะยอยสลายสารที่ละลายน้ําไดงายกวาสารที่ไมละลายน้ํา ดังนั้นการ

ยอยสลายสาร PAHs ซึ่งเปนสารที่มีความสามารถในการละลายน้ําต่ํา แบคทีเรียทั่วไปจะไม

สามารถยอยสลายสารนี้ได แตมีแบคทีเรียบางชนิดเทานั้นที่สามารถสรางเอนไซมตางๆ ที่ใชในการ

ยอยสลายสาร PAHs เพื่อจะนําไปใชเปนแหลงคารบอนและพลังงาน สวนใหญแบคทีเรียสายพันธุ

เดี่ยวจะสามารถยอยสลายสาร PAHs น้ําหนักโมเลกุลต่ํา ที่ประกอบไปดวยวงเบนซีน 2-3 วง  

แบคทีเรียมีกลไกนําสาร PAHs ไปใช โดยเขาทําปฏิกิริยากับสารโดยการสัมผัสโดยตรงกับผลึกสาร 

PAHs แบคทีเรียบางชนิดสามารถสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) ซึ่งจะเพิ่มการ

ละลายน้ําของสาร PAHs ชวยใหแบคทีเรียสัมผัสกับสาร PAHs ไดงายขึ้น ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นที่

ผนังเซลล เนื่องจากผนังเซลลของแบคทีเรียประกอบดวยชั้นฟอสโฟไลปด ดังนั้น PAHs จะถูก

สงผานผนังเซลลโดยการแพร (passive diffusion) โดยไมใชพลังงานจากเซลล (Bugg และคณะ,  

2000) เมื่อสาร PAHs เขาสูเซลล เอนไซมแรกที่เร่ิมการยอยสลายคือ ออกซิจีเนส กระบวนตางๆ 

จะดําเนินอยางตอเนื่องจนไดคารบอนไดออกไซด น้ํา และพลังงานที่ใชในการเจริญของแบคทีเรีย

โดยดังที่กลาวมาขางตน กระบวนการดังกลาวจะเกิดอยางสมบรูณ ตองอาศัยกิจกรรมของเอนไซม

หลายชนิด  

จากรายงานวิจัยที่ผานมา มีการคัดแยกเชื้อบริสุทธิ์ที่ยอยสลายสาร PAHs จากตัวอยาง

ดิน น้ํา หรือตะกอนดินในแหลงน้ําที่มีการปนเปอนสารประกอบในกลุมนี้ โดยพบวาแบคทีเรียที่คัด

แยกไดสวนใหญมีทั้งกลุมที่เปนแกรมบวกเชน Mycobacterium sp. Norcardia sp.และกลุมท่ีเปน       

แกรมลบ เชน Burkholderia cepacia, Pseudomonas sp. และ Sphingomonas sp.เปนตน 

ตัวอยางแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายไพรีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 

(mineralization) สรุปไวในตารางที่ 2.2 
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ตารางที่ 2.2 แสดงแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายไพรีนได 

 

แบคทีเรีย เอกสารอางอิง 

Rhodococcus sp. สายพนัธุ UW1 

Gordona sp. สายพันธุ BP9 

Rhodococcus sp.สายพันธุ S Pyr Na 1  

Aureobacterium สายพนัธุ S Ant Mu 3 

Mycobacterium flavescens 

Stenotrophomonas maltophilia สายพนัธุ VUN10,010 

Stenotrophomonas maltophilia สายพนัธุ VUN10,003  

Mycobacterium sp. สายพนัธุ AP1 

Mycobacterium gilvum สายพนัธุ B1 

Mycobacterium esteraromaticum สายพนัธุ B21 

Porphyrobacter สายพนัธุ B51 

Walter และคณะ (1991) 

Kästner และคณะ (1994) 

Bouchez และคณะ (1995) 

Bouchez และคณะ (1995) 

Dean-Ross และ Cerniglia (1996) 

Boonchan และคณะ (2000) 

Juhasz และคณะ (2000) 

Vila และคณะ (2001) 

Gauthier และคณะ (2003) 

Gauthier และคณะ (2003) 

Gauthier และคณะ (2003) 
 

พบวาแบคทีเรียที่มีความสามารถสรางเอนไซมตางๆ จะสามารถยอยสลายสาร PAHs ได

หลายชนิด เนื่องจากออกซิจีเนส เปนเอนไซมที่สามารถยอยสลายสับสเตรตไดหลายชนิด (broad 

specificity enzyme) ซึ่งถือวาเปนลักษณะที่ดี เพราะในสิ่งแวดลอมมีการปนเปอนสาร PAHs 

หลายชนิด (Baver และ Capone, 1988 ; Stringfellow และ Aitken, 1995)  
 
2.6 การยอยสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย  
 

นอกจากแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายไพรีนได ยังมีกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอย

สลายไพรีนไดเชนกัน ตามปกติในสิ่งแวดลอมที่ถูกปนเปอนนั้นโดยเฉพาะดินหรือตะกอนดินตางๆ 

ที่นํามาคัดแยกแบคทีเรียที่ใชไพรีนได แบคทีเรียในแหลงนั้นๆ จะมีการทํางานแบบอาศัยซึ่งกันและ

กันอยูแลว โดยปกติสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะถูกยอยสลายไดยากโดยจุลินทรียเพียง

ชนิดเดียว การยอยสลายโดยกลุมจุลินทรียจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย PAHs ใหดี

ยิ่งขึ้น ที่สําคัญยังทําใหเกิดการยอยสลายสาร PAHs ไดอยางสมบูรณ (mineralization) ซึ่ง

กระบวนการยอยสลายโดยกลุมจุลินทรีย มีความสําคัญตอการยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลสูง ดังตอไปนี้ 



 14 

Bouchez และคณะ (1995) ไดใชแบคทีเรีย 2 สายพันธุ คือ  Pseudomonas stutzeri 

สายพันธุ SNapKa1 ที่สามารถใชแนพทาลีนไดและ Pseudomonas sp.สายพันธุ SPheNa1 ที่

สามารถใชฟแนนทรีนได เมื่อเติมเชื้อทั้งสองในภาวะที่มีแนพทาลีนและฟแนนทรีน พบวาสามารถ

ลดแนพทาลีนไดหมดและลดฟแนนทรีนได 83 % แมวาแนพทาลีนจะมีพิษตอสายพันธุ SPheNa1 

ก็ตาม และเมื่อใช Rhodomonas sp.สายพันธุ SFltNa1 รวมกับ Pseudomonas sp.สายพันธุ 

SPheNa1 ที่สามารถใชฟแนนทรีนและฟลูออแรนทีนไดทั้งสองสายพันธุ เมื่อเติมรวมกันพบวามี

ประสิทธิภาพการยอยทั้งฟแนนทรีนและฟลูออแรนทีนสูงขึ้นอยางมาก คาดวาการยอยสาร PAHs 

ตามสภาวะจริงของสิ่งแวดลอม (รวมกันมากกวา 1 ชนิด) จะเกิดการทํางานรวมกันของกลุม

แบคทีเรียและจุลินทรียอ่ืนอยางมีประสิทธิภาพสมบูรณ  

Boonchan และคณะ (2000) ศึกษาการยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงไดแก 

เบนโซ[เอ]แอนทราซีน, เบนโซ[เอ]ไพรีน และไดเบนโซ[เอ,เอช]แอนทราซีน โดยแบคทีเรีย

Stenotrophomonas maltophilia สายพันธุ VUN 10,010 , กลุมแบคทีเรียสายพันธุ VUN 10,009 

และรา Penicillium janthinellum สายพันธุ VUO 10,201 พบวา P. janthinellum  สายพันธุ VUO 

10,201 ไมสามารถยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงไดอยางสมบูรณ  สามารถยอย

สลายเบนโซ [เอ]ไพรีนได เปนสารมัธยันตรที่ ไมสามารถยอยสลายตอไปได   แต เมื่อนํา               

S. maltophilia สายพันธุ VUN10,010 มาเลี้ยงรวมกับราชนิดนี้ในอาหาร basal salts medium 

(BSM) ที่มีเบนโซ[เอ]ไพรีน  พบการเจริญของแบคทีเรียและเกิดการยอยสลายเบนโซ(เอ)ไพรีนได

อยางสมบูรณ  สําหรับเบนโซ[เอ]แอนทราซีน และไดเบนโซ[เอ,เอช]แอนทราซีน สามารถเกิดการ

ยอยสลายไดอยางสมบูรณ เมื่อนํากลุมแบคทีเรียสายพันธุ VUN 10,009 หรือ S. maltophilia สาย

พันธุ VUN 10,010 มาเลี้ยงรวมกบัรา P. janthinellum  สายพันธุ VUO 10,201 เชนเดียวกัน 

Juhasz และคณะ (2000) รายงานวา Pseudomonas cepacia สายพันธุ VUN 10,001  

VUN 10,002 และ VUN 10,003 สามารถยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน ไดเบนซ [เอ,เอช] แอนทราซีน 

และไครซีน ที่มีโครงสรางประกอบดวยวงเบนซีน 5, 6 และ 4 ตามลําดับ เปนแหลงคารบอน และ

พลังงานได 

Kanaly และคณะ (2002) พบวาการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน ตองอาศัยการทํางาน

รวมกันของกลุมจุลินทรีย Ralstonia eutropha, Sphingomonas paucimobilis, 

Mycobacterium ratisbonense, Rhodanobacter lindaniclasticus RP555, Rhodanobacter 

sp. สายพันธุ BPC1, Burkholderia sp. และ Sphingobacterium sp.  

Ambrosoli และคณะ (2005) ไดทดสอบการยอยสลายไบฟนิล, ฟลูออรีน, ฟแนนทรีน 

และไพรีนในดินโดยกลุมแบคทีเรียจากดินบริเวณนาขาว โดยทําการทดสอบภายใตสภาวะไร

ออกซิเจน กอนการทดสอบการยอยสลาย PAHs กลุมแบคทีเรียนั้นตองนํามาเลี้ยงในสภาวะไร
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ออกซิเจนเปนเวลา 20 วัน กอนนําไปยอยในดินตัวอยางซึ่งแบงออกเปน 6 ลักษณะ คือ ดินใน

สภาวะที่มีออกซิเจน (H20) ซึ่งมีออกซิเจนเปนตัวรับอิเลคตรอน, ดินในสภาวะไรออกซิเจน (NO3) 

ซึ่งมีไนเตรทเปนตัวรับอิเลคตรอน, ดินในสภาวะที่มีออกซิเจนและมีการเติมอะซิเตท 

(H20+acetate), ดินในสภาวะไรออกซิเจนและมีการเติมอะซิเตท (NO3+acetate),  ดินในสภาวะที่

มีออกซิเจนและมีการเติมกลูโคส (H20+glucose) และดินในสภาวะไรออกซิเจนและมีการเติม

กลูโคส (NO3+ glucose) พบวาการยอยสลาย PAHs ทั้งหมดเกิดขึ้นไดดีและมีคาใกลเคียงกันใน

ทุกสภาวะที่ทําการทดสอบทั้งในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน โดยจะพบวาในสภาพไรออกซิเจน

อัตราการยอยสลายมีมากกวาที่มีออกซิเจนและพบวาไบฟนิลถูกยอยสลายไดมากกวา

สารประกอบไฮโดรคารบอนอ่ืนเนื่องจากไบฟนิลมีน้ําหนักโมเลกุลต่ําและมีความสามารถในการ

ละลายน้ําสูง จุลินทรียจึงสามารถนําไปใชไดงาย นอกจากนี้พบวาเมื่อมีการเติมกลูโคสและอะซิ

เตท ซึ่งเปนโคเมตาบอลิซึมจะชวยเพิ่มอัตราการยอยสลายสาร PAHs เหลานี้ทั้งในสภาวะที่มีและ

ไมมีออกซิเจน  

Guo และคณะ (2005) ไดพบกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย PAHs ไดหลายชนิด

โดยเฉพาะอยางยิ่ง มีความสามารถใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและเปนแหลงพลังงาน กลุม

แบคทีเรียที่พบนี้ ไดแก Rhodococcus (HCCS), Sphingomonas (MWFG) และ Paracoccus 

(SPNT) ซึ่งคัดแยกไดจากตะกอนดินบริเวณปาชายเลน ในการทดสอบการยอยสลาย PAHs ไดมี

การนําฟแนนทรีนรวมกับฟลูออรีนในอาหารเหลว พบวาฟแนนทรีนและฟลูออรีนถูกยอยสลายได

หมดภายใน 7 วัน 

Yu และคณะ (2005) ศึกษาการยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีนที่นํามารวมกัน 

โดยกลุมแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ ที่แยกไดจากตะกอนดินบริเวณปาชายเลน ไดแก 

Rhodococcus sp., Acinetobacter sp.และ Pseudomonas sp. โดยทดสอบการยอยสลาย

ภายใตสภาวะที่เปนตะกอนดินและดินในระบบสเลอรี พบวากลุมแบคทีเรียนี้สามารถยอยสลาย

ฟลูออรีน ฟแนนทรีน ได 100% หลังจากการเจริญของเชื้อได 4 สัปดาห ในสภาวะที่เปนตะกอนดิน 

สําหรับดินในระบบสเลอรีพบวาการยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน มีมากกวาในสภาวะที่เปน

ตะกอนดิน อยางไรก็ตามพบวาอัตราการยอยลายไพรีนนั้นชากวา ฟลูออรีน ฟแนนทรีน ทั้งนี้

เนื่องจากกลุมแบคทีเรียมีความสามารถใช PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าไดกอน  

            Ruberto และคณะ (2006) ทดสอบการยอยสลายฟแนนทรีนในดินที่ เก็บมาจากทวีป      

แอนตารกติก ซึ่งเปนทวีปที่มีอากาศหนาวและดินบริเวณนี้เปนดินที่ขาดแรธาตุและสารอาหาร และมี

จํานวนจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารปนเปอนนอย เมื่อทดสอบการยอยสลาย 

ฟแนนทรีนที่มีความเขมขนสูง (1744 ppm) โดยทําการทดสอบการยอยสลายโดยกลุมแบคทีเรียที่

ทนตออุณหภูมิต่ํา (a psychrotolerant PAH-degrading bacterial consortium) และมีการเติม
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แหลงคารบอนและไนโตรเจนรวมกับการเติมสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห (Brij 700) พบวาสามารถ

เพิ่มอัตราการยอยสลายฟแนนทรีนได 46.6% ภายใน 56 วัน ซึ่งอัตราการยอยสลายมีมากกวาชุดที่

ไมมีการเติมแหลงคารบอนและไนโตรเจนรวมกับการเติมสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห ในการทดลอง

ไดทําในสภาวะเดียวกับทวีปแอนตารกติก (Antarctic environmental conditions) ซึ่งจากผลการ

ทดลองมีความเปนไปไดวาในอนาคตสามารถบําบัดสารปนเปอนไดที่อุณภูมิต่ําโดยอาศัยการยอย

สลายทางชีวภาพทั้งวิธีการเติมจุลินทรียตางถิ่น (bioaugmentation) ที่ทนตออุณหภูมิต่ําและมี

ความสามารถในการยอยสลายรวมกับการเติมแหลงสารอาหาร (biostimulation)  

            ทิมากร  แสงดํา (2547) ไดคัดแยกกลุมแบคทีเรีย STK จากปุยหมักใบมะขาม โดยกลุม

แบคทีเรียประกอบดวยแบคทีเรียที่จัดอยูในจีนัส Zoogloea sp., Stenotrophomonas sp. และ 

Mesorhizobium sp. สามารถยอยสลายไพรีนไดหมดภายในเวลา 8 วัน ที่ความเขมขนของไพรีน

เร่ิมตน 100 มก.ตอลิตร และสามารถใชสาร PAHs อ่ืนไดอีกหลายชนิด ไดแก ฟแนนทรีน ไดเบนโซฟู

แรน อะซีแนพธีน อะซีแนพธลิีน รวมทั้งสามารถยอยสลายแอนทราซีน และฟลูออรีนไดเล็กนอย    
 
2.7 การเพิ่มประสิทธิภาพการบาํบัดไพรีนโดยการเติมสารลดแรงตึงผิว 

 
 สารลดแรงตึงผิว เปนสารประกอบอินทรียที่มี 2 สวนสําคัญ คือ สวนที่มีประจุ (มีขั้ว) กับ 

สวนที่ไมมีประจุ (ไมมีขั้ว) ซึ่งมีคุณสมบตัิชอบน้ําและไมชอบน้ํา ตามลําดับดังรูปที่ 2.2 จากผลการ

ทดลองที่ผานมา พบวามีบางชนิดที่สามารถเพิ่มการละลายของไพรีนและสาร PAHs อ่ืนไดมากขึ้น   

ดังรายงานของ Madsen และ Kristensen (1997) เพิ่มประสิทธิภาพการยอยไพรีนในดินปนเปอน

ไดเกิน 50% ในเวลา 42 วัน โดยเติม non-ionic surfactant ที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอกรัม

ของดินในขณะที่บางชนิดยับยั้งการลดไพรีน แตสงเสริมการการเจริญของจุลินทรียโดยรวม ยกเวน 

จุลินทรียที่สามารถยอยสลายไพรีนได (degraders) (Carmichael และ Pfaender, 1997)                                

                                                                                
                                      Hydrophobic                  hydrophilic 

                                     (สวนที่ไมชอบน้ํา)             (สวนที่ชอบน้ํา)       

 

รูปที่ 2.2 ลักษณะโครงสรางโดยทั่วไปของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Cooper, 1980) 
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 เมื่อสารลดแรงตึงผิวอยูในตัวทําละลายเชน น้ํา จะเกิดการรวมตัวกันเปนโครงสรางที่

เรียกวา ไมเซลล (micelle) โดยจะหันเอาสวนที่ชอบน้ําไวดานนอก และสวนที่ชอบไขมันไวดานใน

แสดงดังรูปที่ 2.3 ความเขมขนที่เหมาะสมที่ทําใหสารลดแรงตึงผิวเกิดการรวมตัวเปนไมเซลล

เรียกวาความเขมขนของการเกิดไมเซลล Critical Micelle Concentration (CMC) ซึ่งจะมีคา

จําเพาะสําหรับสารลดแรงตึงผิวแตละชนิด โครงสรางไมเซลลในน้ําจะอยูตัวเนื่องจากแรงดึงดูด

ระหวางหมูไฮโดรคารบอนซ่ึงอยูดานในของไมเซลล แรงนี้เรียกวา hydrophobic interaction การ

เกิดโครงสรางในรูปไมเซลลทําใหสารลดแรงตึงผิวละลายน้ําได และสามารถลดแรงตึงผิวระหวาง

ชั้น (phase) ของสารที่มีขั้วแตกตางกันได เชน ระหวางน้ํามันกับน้ํา 
 
 

 
รูปที่ 2.3  การเกิดไมเซลลของสารลดแรงตึงผิวและคาของความเขมขนที่นอยที่สุด ที่กอใหเกิดไม 

              เซลล ซึ่งเรียกวาจุดวิกฤตของการเกิดไมเซลล หรือ CMC (Cheng และ Wong, 2006)   

  

2.7.1 ชนิดสารลดแรงตึงผิว สามารถแบงสารลดแรงตึงผิวเปน 3 กลุม ไดแก 

2.7.1.1 สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห (Synthetic surfactants) 

 

                              เปนสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหที่ผลิตไดจากปโตรเลียม เชน แอกอฮอล อัลคลิ

เบนซีน อัลคิลฟนอล หรือผลิตจากวัตถุดิบธรรมชาติเชน ไดจากน้ํามันพืช น้ํามันสัตว ไขมัน กรด

ไขมัน และแอลกอฮอล คารโบไฮเดรต เปนตน โดยผานกระบวนการเปลี่ยนแปลงทางเคมี ตัวอยาง
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ของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห คือดีเทอรเจนท (detergent) ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ใชในการทําความ

สะอาด โดยมีสวนประกอบหลักเปนสารลดแรงตึงผิว (Clint, 1992) สามารถจําแนกชนิดของสาร

ลดแรงตึงผิว โดยอาศัยความแตกตางในโครงสรางของโมเลกุล  ไดดังนี้  

           1.1   Anionic surfactants (สารลดแรงตึงผิวประจุลบ) 

           1.2  Cationic surfactants (สารลดแรงตึงผิวประจุบวก) นยิมใชในงานที่เกีย่วกับผา และ 

                  ในครีมนวดผม 

           1.3  Zwitterionic surfactants หรือ Amphoteric surfactants เปนสารลดแรงตึงผิวที่ 

                  โครงสรางโมเลกุลประกอบดวยทั้งประจุลบ และประจุบวก สารประกอบกลุมนี้ให 

                  ความละมุนตอผิวหนังมากกวาสารลดแรงตึงผิวประจุลบ และระคายเคืองตานอยมาก 

                  จึงนิยมใชกับแชมพูเด็ก 

            1.4  Non-ionic surfactants เปนสารลดแรงตึงผิวที่ไรประจุ   

            1.5 Combination surfactants คือสารลดแรงตึงผิวที่รวมเอา non-ionic และกลุม 

                  anionic เขาไวดวยกนัเชน alkyl ethoxy sulphate 
 

2.7.1.2 สารลดแรงตึงผิวธรรมชาติ (natural surfactant) 
 

                  สารลดแรงตึงผิวสามารถพบไดในธรรมชาติ ในสิ่งมีชีวิตทั่วไป และมี

ความสําคัญตอส่ิงมีชีวิต เชน ในเยื่อหุมเซลลที่มีฟอสโฟลิปด (phospholipid) ฟอสโฟลิปดนี้จะทํา

หนาที่เปนสารลดแรงตึงผิวในเยื่อเซลล ในน้ํานมไขมันสวนใหญจะอยูในรูปไตรกลีเซอไรด แตมี

จํานวนนอยที่อยูในรูปฟอสโฟลิปด และ ไดกลีเซอไรด ซึ่งเปนสารลดแรงตึงผิวที่ชวยใหอีมัลชั่นใน

นมเสถียร ในระหวางกระบวนการยอยอาหารจําพวกไขมันจะถูกทําใหเปนอีมัลช่ัน โดยฟอสโฟลิ

ปด หรือโมโนกลีเซอไรด จากนั้นเอนไซมไลเปส (lipase) จากตับออนจะยอยไตรกลีเซอไรด ท่ีอยูใน

รูปของอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil/water) อิมัลชันนี้จะถูกเปลี่ยนใหเปนไขมันอิสระและโมโนกลีเซอ

ไรด ซึ่งทั้งสองเปนสารลดแรงตึงผิวที่แรง และสามารถเกิดไมเซลลรวมกับเกลือน้ําดี ไดเปนไขมัน

ละลายงาย (solubilised fat) ที่จําเปนซึ่งสามารถผานผนังลําไสได เกลือน้ําดี ซึ่งเปนสารลดแรงตึง

ผิวนี้จะผลิตขึ้นในตับและนําไปเก็บไวในถุงน้ําดี สารลดแรงตึงผิวที่พบในระบบเลือด ไดแก 

ซีรัมอัลบูมินซึ่งมีคุณสมบัติเปนสารกออีมัลชั่นที่ดี สารลดแรงตึงผิวที่ไดจากธรรมชาติอ่ืนๆ เชน อคา

เซีย (acacia)  เจลาติน (gelatin) ลาโนลิน (lanolin) ข้ีผี้ง (beewax) เลซิติน (lecithin) ไซโคลเดกซ

ตริน  (cyclodextrin) และแซพโพนิน (saponin) เปนตน (Clint, 1992) 
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2.7.1.3 สารลดแรงตึงผิวชวีภาพ  (Biosurfactant) 
 
                  จุลชีพทั้งโปรคาริโอต และยูคาริโอต สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวได (Lang, 

2002) สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตโดยจุลินทรีย มักจะเปนพวกไขมัน (lipids) สมบัติของสารลดแรงตึง

ผิวเหลานี้  เปนผลมาจากการรวมกันของความมีข้ัวไวในโมเลกุลเดียวกับความไมมีขั้วหรือสวนที่ไม

ละลายน้ําจะเปนสารประกอบไฮโดรคารบอนทั่วไปตัวอยางเชน สายโซไฮโดรคารบอนของกรด

ไขมัน ความมีข้ัวหรือกลุมที่ละลายน้ํา ไดแก กลุมที่ทําหนาที่เอสเทอร และแอลกอฮอลของไขมัน 

ฟอสเฟตที่สวนประกอบของฟอสโฟลิปด และน้ําตาลของไกลโคลิปด (Cooper และ Zajic,1980) 

 จุลินทรียสามารถผลิตไดทั้งสารลดแรงตึงผิวที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากและนอย ชนิดที่มี

น้ําหนักโมเลกุลนอยจะเปนพวกไกลโคลิปด หรือ เพพติดิลลิปด (ไลโพเพพไทด) สารพวกไกลโคลิ

ปด ไดแก ทรีฮาโลส และ ไดโครีนโนมัยคอเลต ซอโฟโรลิปด และ แรมโนลิปด สารพวก เพพติดิลลิ

ปด ไดแก เซอแฟคติน วิสคอซิน และ พอลมิิกซิน ที่มีคุณสมบัติยับยั้งแบคทีเรียได สําหรับสารลด

แรงตึงผิวที่มีน้ําหนักโมเลกุลมาก จะเปนสารพวก แอมพิฟลิก ไลโพพอลิแซ็กคาไรด ไลโพโปรตีน 

หรือเปนสารประกอบเหลานี้รวมกัน (combination) (Rosenberg และ Ron, 1999)  

ตัวอยางชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและจุลินทรียท่ีสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ สรุปไวในตารางที่ 2.3 

            ซึ่งสามารถจัดจําแนกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดเปน 5 ประเภท ดังตอไปนี้ (Banat, 1995; 

Catherine, 2005)  

            3.1 ไกลโคลิปด (Glycolipids) เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ประกอบดวยคารโบไฮเดรต  

หรือน้ําตาลเชื่อมตอกับไขมัน เชน แรมโนลิปด (Rhamnolipids) ผลิตโดย Pseudomonas  

aeruginosa ซอโฟโรลิปด (Sophorolipids) ผลิตโดย Torulopsis sp. ทรีฮาโลลิปด 

(Trehalolipids) ผลิตโดย Rhodococcus erythropolis  และไกลโคลิปด (Glycolipids) ผลิตโดย 

Alcanivorax borkumensis 

            3.2  ไลโพเพพไทด (lipopeptides) และ ไลโพโปรตีน (lipoproteins) ประกอบดวย 

กรดอะมิโนเชื่อมตอกับไขมัน เชน ไลเคนนิซิน (lichenysin) ผลิตโดย  Bacillus  licheniformis 

เซอรแฟคติน (surfactin ) ผลิตโดย  B. subtilis   ซับทิลิซิน (subtilisin) ผลิตโดย  B. subtilis 

เซอรราเวตติน (serrawettin) ผลิตโดย Serratia  marcescens  อารโทรแฟคติน (arthrofactin) 

ผลิตโดย Arthrobacter sp.และ สเตรปโตแฟคติน (streptofactin) ผลิตโดย Streptomyces 

tendae 
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3.3 กรดไขมัน (Fatty  acids) และ ไขมัน (Neutral lipids) เชน รูบิเวตติน R1 (rubiwettin 

R1) ผลิตโดย  Serratia  rubidaea และออรนิธีนลิปด (ornithinelipids) ผลิตโดย Pseudomonas 

rubescens 

3.4 ฟอสโฟลิพิด (phospholipisds) ประกอบดวยฟอสเฟต เชื่อมตอกับกรดไขมัน และกลี

เซอรอล เชน ฟอสฟาทิดิลกลีเซอรอล (phosphatidylglycerol) ผลิตโดย Thiobacillus  

thioxidans  ฟอสฟาทิดิลไลโนซิทอล (phosphatidylinositol) ผลิตโดย T. thioxidans และ 

ฟอสฟาทิดิก แอซิด (phosphatidic acid) ผลิตโดย T. thioxidans 

3.5 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีโครงสรางเปนพอลิเมอร (polymeric biosurfactants) เปน

สารประกอบโปรตีนของพอลิแซ็กคาไรดอ่ืนๆ (polysaccharide-protein complexs) เชน อิมัลซาน 

(emulsan) ผลิตโดย Acinetobacter calcoaceticus  อลาซาน (alasan) ผลิตโดย  A. radioresistaens  

และ ไบโอดิสเพอรซาน (biodispersan) ผลิตโดย A. calcoaceticus 

 

ตารางที่ 2.3  ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและจุลนิทรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผวิชวีภาพ 

                    (Emeritus, 2001) 

 

จุลินทรีย ชนิดของสารลดแรงตึงผิว 

Torulopsis bombicola Glycolipid (sophorose lipid) 

Torulopsis petrophilum Glycolipid and/or protein 

Pseudomonas  aeruginosa Glycolipid (rhamnose lipid) 

Arthrobacter Glycolipid 

Bacillus subtilis  lipoprotein (surfactin )  

Arthrobacter  paraffineus Sucrose and fructose glycolipids 

Pseudomonas  flurescens rhamnose lipid 

Candida tropicalis Polysaccharide-fatty acid complex 

Corynebacterium lepus Corynomycolic acids 

Acinetobacter sp. HO1-N Fatty acids, mono-and diglycerides 

Acinetobacter  calcoaceticus Rag-1 Lipoheteropolysaccharide (Emulsan) 

Acinetobacter  calcoaceticus 2CAC Whole cells (lipopeptide) 

Candida  lipolytica liposan (mostly carbohydrate) 
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2.7.2 ผลของสารลดแรงตึงผิวตอการบําบัดสารพิษในดิน 

 
 ดินเปนแหลงที่อยูของส่ิงมีชีวิตที่มีความซับซอนและมีความหลากหลายทางดานปจจัย

ทางเคมีและกายภาพ ซึ่งมีผลตอการนําสารประกอบอินทรียที่มีสมบัติไฮโดรโฟบิกไปใชประโยชน

โดยจุลินทรียที่อาศัยอยูในดิน (Straube และคณะ, 2003) โดยการปนเปอนสาร PAHs หรือ

สารประกอบอินทรียในดินมีรูปแบบการอยูรวมกันภายในอนุภาคดินที่แตกตางกัน หากมีการ

ปนเปอนของสาร PAHs ในดินเปนเวลานาน ดินจะสามารถดูดซับสารปนเปอนนั้นไว โดยการดูด

ซึมและแทรกอยูระหวางชั้นน้ําตามชองวางภายในอนุภาคดิน ทําใหสารปนเปอนถูกชะละลาย

ออกมาไดนอยและหากสารปนเปอนจับกับอนุภาคดินโดยอาศัยพันธะทางเคมี จะทําใหสารถูกชะ

ออกมาไดยากยิ่งขึ้น มีรายงานจํานวนมาก บงชี้วาแบคทีเรียหลายชนิดมีความสามารถในการ

ปรับตัวใหเขากับส่ิงแวดลอมที่มีสารเคมีที่มีสมบัติไฮโดรโฟบิก ซึ่งโดยทั่วไปการนําสารประกอบ

เหลานี้ไปใชในการเจริญอาจจะไมเหมาะสมหรืองายนัก จากหลักฐานทางการทดลองและทฤษฏี

แสดงใหเห็นวา การยอยสลายสาร PAHs จําเปนตองอาศัยกลไกตางๆ ของแบคทีเรียเพื่อชวย

สงเสริมการนําสารไปใชประโยชน (Wick และคณะ, 2002) ไดแกระบบการนําสารผานเขาเซลลที่

มีสัมพรรคภาพสูง (high-affinity uptake systems) ความสามารถในการยึดเกาะกับซับสเตรตที่

เปนของแข็ง การสรางและปลดปลอยสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

เหลานี้สามารถทําใหเกิดอิมัลชันที่เสถียร ซึ่งเปนที่นาสนใจวาการเกิดอิมัลชันที่เสถียรนั้นจะทําให

แบคทีเรียสามารถยึดเกาะติดกับพื้นผิวของสารประกอบสารไมชอบน้ําไดอยางแข็งแรง ทําใหเพิ่ม

ความสามารถในการบําบัดสารโดยชีวภาพได (Rosenberg และ Rosenberg, 1981) หนึ่งใน

วิธีการบําบัดสารพิษโดยทางชีวภาพที่มีการเติมสารลดแรงตึงผิว (Biostimulation) ซึ่งเปนการ

กระตุนเสริมใหจุลินทรียที่มีอยูในดินนั้นมีการเจริญ และมีความสามารถในการสลายสารพิษไดดี

ขึ้น โดยเพิ่มการละลายสารไฮโดรคารบอน ทําใหแบคทีเรียสามารถยอยสลายไดงายขึ้น (Haigh, 

1996) จากกลไกดังกลาวสามารถเพิ่มการละลายน้ําของสาร PAHs โดยชวยใหแบคทีเรียสัมผัสกับ

สาร PAHs ไดงาย นอกจากนี้ยังมีปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่มีผลตอการยอยสลายโดยชีวภาพดวย

การควบคุมสภาวะแวดลอมในดินเพื่อใหเกิดสภาวะที่เหมาะสมตอการยอยสลายอาจทําไดโดยการ

ควบคุม pH และอัตราสวน C:N:P การเติมปูนขาว สารอาหาร หรือปุยตามความเหมาะสม การ

ควบคุมความชื้นในดิน การใหอากาศ การควบคุมอุณหภูมิ และการรักษาระดับของอุณหภูมิให

คงที่ รวมถึงการเติมสารลดแรงตึงผิว เพื่อชวยเพิ่มการละลายสารไฮโดรคารบอนเพื่อที่แบคทีเรีย

สามารถจะยอยสลายไดงายขึ้น (Zhang และ Miller, 1992) 

            Tiehm (1994) พบวาความสามารถในการละลายของ PAHs จะขึ้นกับสวนที่ไมชอบน้ํา

ของสารลดแรงตึงผิว โดยสารลดแรงตึงผิวที่มีสวนที่ไมชอบนํ้ามากกวาจะมีความสามารถในการ
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ละลายไดมากกวาสารลดแรงตึงผิวที่มีสวนที่ไมชอบน้ํานอยกวา และการทดลองของ Lui และคณะ

(1995) พบวา Brij 30 จะถูกยอยสลายไปพรอมๆ กับการสลายของแนพธาลีน แต Triton X-100 

จะไมถูกสลายไปดวย   

Margesin และ Schinner (1999) ทดลองการบําบัดน้ํามันดีเซลดวยวิธีทางชีวภาพโดย

เติมโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) ที่ความเขมขนตางๆ พบวา SDS ที่ความเขมขนต่ํา (50-100 

mg/l-1) สามารถเพิ่มอัตราการยอยสลายทางชีวภาพได ในทางตรงกันขาม SDS ที่ความเขมขนสูง

(500-1000 mg/l-1) จะยับยั้งการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน 

Pinto และ Moore (2000) พบวา Tween 80 สามารถชะ PAHs ที่มีวงแหวน 4-5 วง ออก

จากดินได และสงเสริมใหมีการยอยสลายในวัฏภาคน้ําโดยจุลินทรีย และมีรายงานวา เมื่อเติม

เซอรแฟคตินที่ยังไมผานการทําบริสุทธิ์ (crude surfactin) ที่มีความเขมขนมากกวาคา CMC 

สามารถสงเสริมการยอยสลายสารประกอบแอโรแมติกไฮโดรคารบอนได 41% (Olivera และคณะ, 

2000) 

Vipulanandan และ Ren (2000) เปรียบเทียบการใชสารลดแรงตึงผิวในการละลายสาร  

PAHs ดวยแรมโนลิปด โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) และ Triton X-100 พบวาแรมโนลิปด              

(10 มก./ลิตร) สามารถเพิ่มการละลายแนพธาลีน (30 มก./ลิตร) ไดมากกวา SDS 30 เทา แตจะใช

เวลาในการยอยสลายโดยวิธีชีวภาพเปนเวลา 40 วัน ในขณะที่ Triton X-100 (10 มก./ลิตร) ใช

เวลาในการยอยสลาย 100 ชั่วโมง เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะถูกใชเปนแหลงคารบอน

กอนจะเกิดการยอยสลายแนพธาลีน 

Straube และคณะ (2003) ใชแบคทีเรีย Pseudomonas  aeruginosa  strain 64  ซึ่งเปนสาย

พันธุที่ไมสามารถยอยสลายสาร PAHs รวมกับการเติมสารอาหาร (biostimulation/bioaugmentation) 

เพื่อเพิ่มอัตราการยอยสลายสาร PAHs ที่ปนเปอนในดิน พบวาสาร PAHs ลดลง 87% และ เบนโซ[เอ]

ไพรีน ลดลง 67% และเมื่อขยายขนาดการทดลอง พบวาสาร PAHs ลดลง 86% และ เบนโซ[เอ]ไพรีน 

ลดลง 87% ในเวลา 16 เดือน เนื่องจากแบคทีเรียสายพันธุนี้มีการสรางสารลดแรงตึงผิว กอใหเกิดการ

ยอยสลายสาร PAHs โดยชีวภาพขึ้น  

Zhao และคณะ (2005) ทดสอบการรวมกันของสารลดแรงตึงผิว 2 ชนิด คือ 1.สารลดแรงตึง

ผิวประจุลบ (anionic) ไดแกโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) และ สารลดแรงตึงผิวที่ไรประจุ (nonionic) 

ไดแก Triton X-100, Tween 80 และ Brij 35 ตอการยอยสลายฟแนนทรีน เมื่อนําสารลดแรงตึงผิวทั้ง   

2 ชนิดมารวมกัน พบวาชวยสงเสริมความสามารถในการละลายของฟแนนทรีนไดตามลําดับ        

SDS-TW80 > SDS-Brij35 > SDS-TX100 ทําใหมีการยอยสลายในวัฏภาคน้ําโดยจุลินทรียไดหมด

ภายใน 96 ชั่วโมง และการรวมกันของสารลดแรงตึงผิวทั้ง 2 ชนิดนี้ไมมีผลกระทบตอจุลินทียที่ยอย

สลายฟแนนทรีน 
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Cheng และ Wong (2006) ทดสอบความสามารถในการชะฟแนนทรีนและไพรีนออกจากดิน

ในระบบสเลอรีเมื่อเติม Tween 80 และสารประกอบอินทรียที่ไดจากปุยคอก (DOM) พบวาเมื่อเติมทั้ง

Tween 80 และ DOM ชวยเพิ่มความสามารถในการชะฟแนนทรีนและไพรีนออกจากดินมาสูวฏัภาคน้าํ

ไดมากกวาการเติม Tween 80 เพียงอยางเดียว โดยเพิ่มความสามารถในการชะฟแนนทรีนและไพรีน

ไดเพิ่มข้ึนเปน 3 เทา และ 8 เทา ตามลําดบั 

            Danyue และคณะ (2007) พบวาสารลดแรงตึงผิวที่มีผลกระทบดานลบตอจุลินทรียไดแก 

non-ionic surfactants (Tween 80, Brij30, 10LE and Brij35) < anionic surfactants 

(LAS) < cationic surfactants (TDTMA) ความเปนพิษตอแบคทีเรียอาจเนื่องมาจากสูตร

โครงสรางทางโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวที่เปนสาย กลาวคือความเปนพิษนอยลงเมื่อโครงสราง

ทางโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวที่มีสายยาวมากขึ้น นอกจากนี้พบวาการเจริญของแบคทีเรีย

เพิ่มข้ึนเมื่อเติมฟแนนทรีนและ LAS (≤10 mg./l ) ซึ่งแบคทีเรียสามารถใชเปนแหลงคารบอนและ

แหลงพลังงาน อยางไรก็ตามอัตราการยอยสลายฟแนนทรีนจะลดลงเมื่อเติมสารลดแรงตึงผิวที่มี

ความเขมขน 5–40 mg./l ดังนั้นการเติมสารลดแรงตึงผิวไมไดชวยเพิ่มการขนสงโมเลกุลของฟแน

นทรีนไปยังวัฏภาคน้ํา แตแบคทีเรียสามารถใชสารลดแรงตึงผิวเปนแหลงสารอาหารได 

นภดล สวางนาวิน (2547) ทดลองเติมแบคทีเรียที่สามารถสรางสารลดแรงตึงผิว            

P. aeruginosa  สายพันธุ A 41 และ B. subtilis สายพันธุ BBK1 ในการยอยสลายน้ํามันดิบใน

อาหารเหลว BH sea ที่มีน้ํามันดิบ 1% ดวย Brevundimonas sp. สายพันธุ HU2 พบวา            

P. aeruginosa สายพันธุ A 41 และ B. subtilis สายพันธุ BBK1 สามารถสงเสริมการเจริญและ

การยอยสลายน้ํามันดิบโดย Brevundimonas sp. สายพันธุ HU2 ไดหมดภายในระยะเวลา 3 วัน 

สําหรับการเติมแรมโนลิปด และเซอรแฟคติน พบวามีประสิทธิภาพในการสงเสริมยอยสลาย

น้ํามันดิบใกลเคียงกันที่ความเขมขนสูงกวา เทากับและนอยกวาคา CMC และมีประสิทธิภาพใน

การสงเสริมการยอยสลายน้ํามันดิบโดยแบคทีเรียสูงกวา TritonX-100 และ เคมเทค 307  

ตามลําดับ 

รุจา สารคุณ (2548) ศึกษาผลของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห (Brij 35 และ SDS) สารลด

แรงตึงผิวชีวภาพ (แรมโนลิปดที่ผลิตโดย Pseudomonas  aeruginosa สายพันธุ A41 และเซอร

แฟคติน ที่ผลิตโดย Bacillus subtilis สายพันธุ BBK1) และแบคทีเรียที่สามารถสรางสารลดแรงตงึ

ผิวชีวภาพ (P. aeruginosa สายพันธุ A41 และ B. subtilis สายพันธุ BBK1) ตอการยอยสลาย

PAHs โดยกลุมแบคทีเรีย STK ในระบบสเลอรีที่อัตราสวนดินตอน้ํา 1:8 (กรัม/มล.) พบวาการเติม 

Brij 35 รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK สามารถเพิ่มอัตราการสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีน ได

ถึง 98.53%, 98.67% และ 98.87% ตามลําดับ ในขณะที่การไมเติมสารนี้ มีอัตราการสลาย 

62.09%, 60.5% และ 48.21% ตามลําดับ และ พบวาการเติม SDS แรมโนลิปด เซอรแฟคติน    
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P. aeruginosa สายพันธุ A41 และ B. subtilis สายพันธุ BBK1 ไมสงเสริมการยอยสลาย ฟแนน-

ทรีน และไพรีน ในแงของความสามารถในการชะ PAHs ออกจากดิน พบวาสารลดแรงตึงผิว

สังเคราะห Brij 35 และ SDS สามารถชะฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีน ออกจากดินสูวัฏภาคน้ํา

ไดมากกวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ สําหรับการเติม P. aeruginosa สายพันธุ A41 และ              

B. subtilis สายพันธุ BBK1 ลงในระบบ พบวาสามารถสรางสารลดแรงตึงผิวไดเล็กนอยระหวาง

การทดลอง โดยทําใหมีคาแรงตึงผิวของสารละลายดินลดลงจาก 60 มิลลินิวตันตอเมตร เปน 47 

และ 45  มิลลินิวตันตอเมตร ตามลําดับ ทําใหมีการชะฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีนออกจากดิน

สูวัฏภาคน้ําได 

 จากสมบัติของสาร PAHs ที่มีความสามารถละลายน้ําไดนอย และมีการเกาะตัวอยาง

รวดเร็วกับตะกอนที่ถูกฝงอยูภายในดิน ทําใหยากตอการที่จุลินทรียเขาไปสัมผัสและนํามาใชใน

การเจริญ ซึ่งเปนขอจํากัดในการบําบัดสารนี้ในดิน ดังนั้นในงานวิจัยนี้ไดมุงเนนการบําบัดไพรีน

โดยวิธีทางชีวภาพและเพิ่มกิจกรรมในการยอยสลายโดยการทําในระบบสเลอรีดินเพื่อเพิ่มพื้นที่

ผิวสัมผัสระหวางจุลินทรียกับไพรีนรวมทั้งการเติมสารลดแรงตึงผิวเพื่อเพิ่มการละลายของสาร 

PAHs ในน้ํา และทําใหมีอัตราการยอยสลายเพิ่มขึ้น (Arostein และ Alexander, 1993; Cuny 

และคณะ, 1999; Guerin และ Jones, 1988a, 1988b; Jimenez และ Bartha, 1996; Tiehm, 

1994; Van Hamme และ Ward, 1999)   

 

ในการวิจัยเลือกศึกษาไพรีน ซึ่งเปนสารประกอบ PAHs ที่กลุมแบคทีเรีย STK สามารถ

ยอยสลายไดดี นอกจากนั้นไพรีนยังเปนตัวแทนสารประกอบ PAH ที่มีมวลโมเลกุลสูงซึ่งละลายน้ํา

ไดนอยทําใหมีความทนทานตอการยอยสลาย (Trzesicka-Mlymarz และ Ward, 1996)     

 

นอกจากนี้ในระหวางการทดลอง ไดติดตามพลวัตรประชากรของกลุมแบคทเรีย STK โดย

วิธี Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) ซึ่งเปนวิธีที่นิยมใชเพื่อติดตามการ

เปลี่ยนแปลงของประชากรแบคทีเรียระหวางการบําบัดทางชีวภาพ ตัวอยางงานวิจัยที่เกิดขึ้นมีอยู

มากมาย ซึ่งจะไดยกตัวอยางงานวิจัยบางสวนพอสังเขป ดังตอไปนี้ 

 

Cindy และคณะ (2000) ไดติดตามการเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียในดินที่ไดจาก

ภาคเกษตรกรรม 6 แหลง โดยใชเทคนิค PCR-DGGE โดยเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของแบคทเีรียบรเิวณ 

16S rDNA ซึ่งพบวาจากตัวอยางดินทั้งหมด 6 แหลงมีเพียง 1 แหลงที่มีการปนเปอน PAHs (700 

mg kg-1) ซึ่งดินบริเวณนั้นมีความหลากหลายของประชาคมแบคทีเรียนอยกวาตัวอยางดินภาค

เกษตรกรรมที่เหลืออีก 5 แหลง              
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Andreoni และคณะ (2004) ศึกษาความแตกตางของประชาคมแบคทีเรียที่มีอยูในดิน

ปนเปอน PAHs ทั้ง 3 แหลง ไดแก ดินจากประเทศเบลเยียม, ดินจากประเทศเยอรมันและดินภาค

เกษตรกรรมจากประเทศอิตาลี ซึ่งดินทั้ง 3 แหลงมีระดับการปนเปอนที่แตกตางกัน โดยใชเทคนิค 

PCR-DGGE โดยเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของแบคทีเรียบริเวณ 16S rDNA พบวาดินจากประเทศ

เบลเยียมที่มีการปนเปอน PAHs ไมนาน  (medium-term) มีความหลากหลายของประชากร

แบคทีเรียมากที่สุดและดินจากประเทศเยอรมันที่มีการปนเปอน PAHs เปนเวลายาวนาน (long-

term) พบวามีความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียนอยที่สุดเนื่องจากจุลินทรียบริเวณนี้มี

เอนไซมในการยอยเพียงเล็กนอย สําหรับดินภาคเกษตรกรรมจากประเทศอิตาลีไมพบการปนเปอน

ของ PAHs นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรียที่แยกไดจากดินประเทศเบลเยียม ไดแกAchromobacter 

xylosoxidans (100%), Methylobacterium sp. (99%), Rhizobium galegae (99%), 

Rhodococcus aetherovorans (100%), Stenotrophomonas acidaminiphila (100%), 

Alcaligenes sp. (99%) and Aquamicrobium defluvii (100%) มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย

ฟแนนทรีนไดสูง  

Niannian และคณะ (2004) ไดติดตามประชาคมแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคโดยใชเทคนิค 

DGGE โดยเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของแบคทีเรียบริเวณ 16S rDNA ดวย primer สากล (A universal 

primer PCR ,UPPCR) โดยวิธีนี้สามารถตรวจหาเชื้อที่กอใหเกิดโรคไดอยางรวดเร็ว และพบวา

แบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคนั้นมี 6 สายพันธุที่พบไดในอุตสาหกรรมการประมง (Pseudomonas 

fluorescens, Vibrio anguillarum, Aeromonas hydrophila, Vibrio fluvialis, Providencia 

rettgeri และ Aeromonas sobria)  

Pattanasupong และคณะ (2004) ไดติดตามประชาคมแบคทีเรียที่สามารถยอยยาฆา

แมลงโดยใชเทคนิค DGGE พบวาในสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการยอยสลาย จะพบวากลุม

แบคทีเรียมีแถบของดีเอ็นเอบางมากที่ pH ต่ํา และฟอตเฟตที่ความเขมขนนอย แตเมื่อปรับสภาวะ

ใหเหมาะสมตอการยอยสลายทําใหกลุมแบคทีเรียมีแถบของดีเอ็นเอที่เขมข้ึน  

Xia และคณะ (2005) ไดนํากลุมแบคทีเรียที่สามารถใชแอมโมเนียในการเจริญ            

(ammonia-oxidizing bacteria) มาสกัด DNA รวมถึงเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของแบคทีเรียบริเวณ 

16S rDNA กอนนํามาวิเคราะหสวนของ 16S rDNA ดวยเทคนิค PCR-DGGE โดยกลุมแบคทีเรีย

นี้คัดแยกไดจากตะกอนจากบอบําบัด (activated sludge) 2 แบบ คือ chemical bioflocculation 

process และ chemical coagulation process พบวาความหลากหลายของกลุมแบคทีเรียใน 

chemical bioflocculation process นั้นมีมากกวากลุมแบคทีเรียใน chemical coagulation 

process 
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Hesham และคณะ (2006)   ทดสอบการยอยสลาย PAHs ในระบบสเลอรีโดยกลุมยีสต 

ไดแก Candida  sp., Pichia sp., Rhodotorula sp. และ  Sporidiobolus sp. ยีสตกลุมนี้คัดแยก

มาจากดินที่มีการปนเปอนน้ํามันและมีการใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนนี้ พบวายีสตกลุมนี้มี

ประสิทธิภาพในการยอยสลาย PAHs ไดทั้งโมเลกุลต่ําและโมเลกุลสูง โดยภายใน 6 สัปดาห  

สามารถยอย PAHs ที่โมเลกุลต่ําได 89.3-98.6% และยอย PAHs ที่โมเลกุลสูงได 66.3-89.4% 

และมีการใชเทคนิค DGGE ติดตามการเปลี่ยนแปลงประชากรของยีสต โดยเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ

ของยีสตบริเวณ 26S ribosomal DNA (rDNA) พบวา Candida maltosa และ Pichia  

guilliermondii  มีความโดดเดนมากที่สุด รองลงมาคือ Rhodotorula   dairenensis ซึ่งมีแถบ 

DNA ที่บางมาก นอกจากนี้ระหวางการทดลองไมสามารถพบ Sporidiobolus  salmonicolor และ 

Pichia  anomala  

           ประโยชนของเทคนิค DGGE ดังที่กลาวมานี้ สามารถทําใหนักวิทยาศาสตร และวิศวกร

ทางชีวภาพเขาใจโครงสราง ชนิด และปริมาณของแบคทีเรียวาเปนอยางไร มากหรือนอยตางกัน

แคไหนในระดับอณูวิทยา นอกจากนี้สาย DNA ที่ถูกแยกแลวบน DGGE gel สามารถถูกตัดหรือ

สกัด (Excise) ไปหาลําดับเบสเพื่อตรวจสอบวาเปนชนิดใด  



บทที่ 3 
 

อุปกรณ  เคมีภัณฑ  และวิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 อุปกรณที่ใชในการวิจัย 
 

1. เครื่องชั่งรุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorious ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษัท Kakusan ประเทศญี่ปุน 

4. ตูเข่ียเชื้อแบบ ISSCO Laminar flow รุน BVT-124 ของบริษัท International Sciencetific 

Supply ประเทศสหรัฐอเมริกา 

     5. ไมโครปเปต (micropipette) รุน P10  P20  P100  P200  P1000 และ P5000 ของบริษัท     

Gilson ประเทศฝรั่งเศส 

6. หัวกรอง ชนิด PTFE ขนาดความกวางของรู 0.20 รุน DISMIC 13JP ของบริษัท Tokyo 

Roshi Kaisha ประเทศญี่ปุน 

7. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro ประเทศญี่ปุน 

8. เครื่องปนผสม (vortex mixture) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industry ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

9. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (sonicator) ชนิดอาง รุน FS400 ของบริษัท Decan  

Ultrasonics ประเทศอังกฤษ 

10. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน Hereaus type B 5050  E ของบริษัท Hereaus ประเทศเยอรมัน 

11. เครื่องคัดกรองขนาดดิน ขนาดความกวางของรู 1.18 มิลลิเมตร รุน O.S.K. 119 standard 

Sieve ของบริษัท Okawa Seiki ประเทศญี่ปุน 

12. เครื่องเขยา (shaker) รุน Innova 2300 ของบริษัท New Brunswick Scientific ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

13. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา อุณหภูมิ –20 oซ ของบริษัท Sanyo Electric ประเทศญี่ปุน 

14. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Genesys20 ของบริษัท Thermo 

spectonic ประเทศญี่ปุน 

15. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน Sorvall® Biofuge 

Stratos ของบริษัท Heraeus ประเทศญี่ปุน 



 28 

16. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N-100 ของบริษัท 

Eyela ประเทศญี่ปุน 

17. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน digital water bath SB-1000 ของบริษัท Eyela 

ประเทศญี่ปุน 

18. เครื่องทําความเย็น (cooling) รุน CCA-1110 ของบริษัท Eyela ประเทศญี่ปุน 

19. เครื่องดูดอากาศ (aspirator) รุน A3-S ของบริษัท Eyela ประเทศญี่ปุน 

20. เครื่องวัดแรงตึงผิว (ring tensiometer) รุน K6 ของบริษัท Krüss ประเทศเยอรมนั 

21. อุปกรณสําหรบัถายภาพ 

- Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 4.4.1 ของบริษัท  

             Bio-Rad ประเทศสหรัฐอเมริกา 

     22. ชุดเครื่องมือทาํอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

- Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-2 Advance ประเทศญี่ปุน 

- Mini Sub-Cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

23. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –70 Oซ  รุน REVCO ULT 1786 ของ

บริษัท Forma Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

24. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20 Oซ รุน MDF-U536D ของบริษัท 

Sanyo Electric ประเทศญี่ปุน 

25. ชุดเครื่องแกสโครมาโตรกราฟ (Gas Chromatography, GC) 

 - เครื่องแกสโครมาโตรกราฟ  รุน 6890N ของบริษัท Agilent Technologies ประเทศ 

              สหรัฐอเมริกา 

  -เครื่องตรวจวัด (detector) ชนิด Flame Ionization Detector (FID) 

 - คอลัมน (column) ชนิด HP-5 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร ยาว 30 เมตร 

หนา 0.25 ไมโครเมตร ภายในเคลือบดวย เฟนนิล เมทิล ไซโลเซน ความเขมขน 5 % (5%-

Phenyl)-methylpolysiloxane   

 - เข็มฉีดยาขนาดเล็ก (microsyrings) ขนาด 10 ไมโครลิตร 

 - แกสไฮโดรเจนชนิด ultra high purity ของบริษัท Thai Industrial Gas (TIG) 

 - แกสไนโตรเจนชนิด ultra high purity ของบริษัท Thai Industrial Gas (TIG) 

 - แกสฮีเลียมชนิด ultra high purity ของบริษัท Thai Industrial Gas (TIG) 

 - อากาศ (air zero) ชนิด ultra high purity ของบริษัท Thai Industrial Gas (TIG)  
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3.2 เคมีภัณฑ 
 

     1. ไพรีน (pyrene) ของบริษัท Sigma Chemical ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI ประเทศญีปุ่น 

4. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 

5. โซเดียมคลอไรด (NaCI) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี  

6. แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) บริษัท BDH Chemicals ประเทศออสเตรเลีย 

7. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O) ของบริษัท  Carlo ERBA ประเทศฝรั่งเศส 

8. โพแทสเซียมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals ประเทศ

ออสเตรเลีย 

9. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA ประเทศฝรั่งเศส 

10. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

11. เมทานอล (CH3OH) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

12. เอธิลอะซีเตต (CH3COO2H5) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

13. ไดคลอโรมีเทน (CH2CI2) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

14. ไดเอธิลอีเทอร ((C2H5)2O) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

15. อะซีโตน (CH3COCH3) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

16. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (Anhydrous Na2SO4) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

17. ไซโคลเฮกซามีด (Cyclohexamide) ของบริษัท Sigma Chemical ประเทศสหรัฐอเมริกา 

18. เฟอริกคลอไรด (FeCI3.6H2O) ของบริษัท May & Baker ประเทศอังกฤษ 

19. แคลเซียมคลอไรด (CaCI2.2H2O) ของบริษัท AJEX  Chemicals ประเทศออสเตรเลีย 

20. Triton X-100 ของบริษัท Sigma Chemical ประเทศสหรัฐอเมริกา 

21. Brij 35 ของบริษัท Sigma Chemical ประเทศสหรัฐอเมริกา 

22. ชุด Glass powder for Recovery of DNA EASYTRAPTMVer.2 ของบริษัท TAKARA 

ประเทศญี่ปุน 

23. ฟนอล (phenol) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

24. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenolblue) ของบริษัท Fluka ประเทศเยอรมนี 

25. โปรตีเนสเค (Proteinase K) ของบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

26. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

27. Taq DNA polymerase ของบริษัท New England Biolabs ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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28. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท New England Biolabs ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

29. 100 base pair DNA ladder ของบริษัท New England Biolabs ประเทศสหรัฐอเมริกา 

30. โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร ของบริษัท Operon Biotechnologies GmbH ประเทศ

เยอรมนี 

31. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

32. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na22H2O) ของบริษัท Sigma 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

33. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalal Tesque ประเทศ

ญี่ปุน 

34. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [(C16H32N(CH3)3)Br] ของบริษัท TCI-EP 

ประเทศญี่ปุน 

35. Geneclean II Kit ของบริษัท Q-BIOgene ประเทศสหรัฐอเมริกา 

36. Formamide (Deionized) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 

37. 40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1 (2.6% C) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

38. Urea ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 

39. Ammonium persulfate ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 

40. TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories 

Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 

41. 50xTAE ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 

42. Dye solution ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 

43. Ethidium bromide solution เขมขน 10 มก./มล. ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.3 จุลินทรีย 

 ในงานวิจัยนี้มีการใชกลุมแบคทีเรีย และแบคทีเรียบริสุทธิ์ ดังนี้ 

แบคทีเรีย เอกสารอางอิง 

กลุมแบคทีเรีย STK 

Bacillus  subtilis สายพันธุ  BBK-1 

ทิมากร  แสงดํา (2547) 

นิรันดร  รุงสวาง (2542) 
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3.4 วิธีดําเนินการวิจัย 
 

 3.4.1 การเตรียมดิน ศึกษาลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีของดิน 
 

เก็บตัวอยางดินที่มีการปนเปอนน้ํามันเครื่องจากเครื่องสูบน้ําบริเวณที่ทําการ

เพาะปลูกพืช ต.ทุงขวาง อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม ขุดดินลึกจากผิวหนาดินประมาณ 15 ซม. แยก

เศษใบไมและหินออก ตรวจสอบการปนเปอนสาร PAHs โดยการสกัดและวิเคราะหดวย GC-FID 

โดยนําดิน 2 กรัมใสในขวดแกว เติมนอรมอล-เฮกเซน 4 มล. และ Triton X-100 ความเขมขน 15% 

ปริมาตร 1.5 มล. วางในเครื่องเขยาดวยอัตราการเขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 6 ชั่วโมง และ

เก็บในตูแชเย็นอุณหภูมิ -20 oซ  ขามคืนเพื่อใหสวนน้ํากลายเปนน้ําแข็ง จากนั้นเติมโซเดียมซัลเฟต

แอนไฮดรัส เพื่อกําจัดน้ํา และนํามากรองเก็บสารละลายโดยกรองผานโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส 

กรองดวยหัวกรอง PTFE เก็บใสหลอด GC เก็บตัวอยางที่สกัดไดไวที่อุณหภูมิ -20 oซ จนกวาจะทํา

การวิเคราะหปริมาณสารดวย Gas Chromatography (GC)  

                                 

นําดินหนึ่งสวนไปวิเคราะหลักษณะทางกายภาพ และองคประกอบทางเคมีของ

ตัวอยางดิน สงวิเคราะหที่ฝายวิจัยดิน กองเกษตรเคมี กระทรวงเกษตรและสหกรณ มีรายละเอียด

ในการวิเคราะหดังนี้ วิเคราะหลักษณะเนื้อดิน คาความเปนกรดดาง ปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 

สารอินทรีย (organic matter)  และความจุสูงสุดในการอุมน้ํา (maximum water holding 

capacity) สวนดินที่เหลือนํามาคัดกรอง โดยใชเครื่องคัดกรองขนาดดินเสนผานศูนยกลาง 1.18 

มิลลิเมตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 oซ จนกวาจะทําการทดลอง และเมื่อเร่ิมตนทดลองจะนําออกมา

ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 สัปดาห กอนที่จะนํามาใชในการทดลอง 

 
3.4.2 ปริมาณน้ําตอความสามารถในการยอยสลายไพรีนในระบบสเลอรีโดยกลุม

แบคทีเรีย STK  
      

3.4.2.1 เตรียมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน เล้ียง

เชื้อบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 8 วัน หลังจากนั้นนํามาปน

แยกเซลลแบคทีเรียดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 oซ นาน 10 

นาที นําสวนเซลลแบคทีเรียมาลางในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % ปนเหวี่ยงในสภาวะเดิม 

โดยทําตามขั้นตอนนี้ 2 คร้ัง นําสวนเซลลมาแขวนลอยในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % นํา

เซลลแขวนลอยมาวัดความขุนที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และเจือจางใหมีคาการดูดกลืน

แสงเทากับ 1.0 ซึ่งจะมีเชื้อแบคทีเรียประมาณ 109 CFU/มล. นําเซลลแขวนลอยที่ปรับความ
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เขมขนแลวมาเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 0ซ เปนเวลา 24 ชม. 

เพื่อใหแบคทีเรียใชอาหารสะสมที่เหลืออยูในเซลลใหหมดไป (ทิมากร แสงดํา, 2547) 

  

3.4.2.2 ชั่งดินน้ําหนัก 4 กรัม ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อที่

อุณหภูมิ 121  Oซ 45 นาที 3 คร้ัง หางกันครั้งละ 1 คืน นําดินที่เตรียมไวเติมไพรีน ละลายในอะซี

โตน ที่ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.2 

ไมโครเมตร โดยใหมีความเขมขนสุดทายของไพรีนเปน 1000 มก./ลิตร เติมไพรีน 1 มิลลิกรัมตอ

ดินแหง 1 กรัม ผสมใหเขากัน คลายฝาออกตั้งทิ้งไวเปนเวลา 16 ชั่วโมงเพื่อใหอะซีโตนระเหย 

(Brinch และคณะ,  2002)   

                  

                     3.4.2.3 เตรียมปริมาณน้ําปลอดเชื้อที่แตกตางกันโดยใหมีอัตราสวนดินตอน้ํา ดังนี้ 

1:0, 1:0.5, 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:8, 1:10 และ 1:12  ใชดินปลอดเชื้อ 4 กรัม ซึ่งมีการเติมไพรีน

เรียบรอยแลวตามขอ 3.4.2.2 จากนั้นเติมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK (resting cell) จํานวน 109 

CFU/มล. ลงไปในทุกชุดการทดลอง จากนั้นนําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน  ทุกชุดทําการทดลอง 2 ซ้ํา เก็บตัวอยางทุกวันตั้งแตวันที่ 0, 1, 3, 5 

และ 7 สกัดและวิเคราะหหาปริมาณ PAHs ที่เหลืออยูในวัฏภาคดิน และน้ําดวย GC-FID โดยเก็บ

ตัวอยางดินเหลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 15,000 รอบ/นาที เปนเวลา 30 นาที แยกสวนน้ํา

ออกจากดิน นําดิน 4 กรัมใสในขวดแกว เติมนอรมอล-เฮกเซน 8 มล. และ Triton X-100 ความ

เขมขน 15% ปริมาตร 3 มล. วางในเครื่องเขยาดวยอัตราการเขยา 200 รอบ/นาที เปนเวลา 6 

ชั่วโมง และเก็บในตูแชเย็นอุณหภูมิ -20 oซ  ขามคืนเพื่อใหสวนน้ํากลายเปนน้ําแข็ง จากนั้นเติม

โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส เพื่อกําจัดน้ํา และนํามากรองเก็บสารละลายโดยกรองผานโซเดียม

ซัลเฟตแอนไฮดรัส กรองดวยหัวกรอง PTFE เก็บใสหลอด GC สําหรับสวนน้ํา 2 มล. เติมนอรมอล-

เฮกเซน 2 มล. และ Triton X-100 ความเขมขน 15% ปริมาตร 0.4 มล. วางในเครื่องเขยาดวย

อัตราการเขยา 200 รอบ/นาที เปนเวลา 6 ชั่วโมง และเก็บในตูแชเย็นอุณหภูมิ -20 oซ ขามคืน

จากนั้นนําออกมาตั้งทิ้งใหแยกชั้น แยกสวนเฮกเซนใสหลอดใหม เติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส 

เพื่อกําจัดน้ําที่เหลืออยู ตั้งทิ้งใหตกตะกอน แลวกรองสารละลายดวยหัวกรอง PTFE ใสหลอด GC 

เก็บตัวอยางที่สกัดไดไวที่ อุณหภูมิ -20 oซ จนกวาจะวิเคราะหปริมาณสารดวย Gas 

Chromatography (GC) ที่มี detector ชนิด Flame Ionized Detector (FID) โดยกําหนดสภาวะ

ดังนี้  
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            อุณหภูมิของคอลัมน    80  องศาเซลเซียส 

 อุณหภูมิของ Injector  280  องศาเซลเซียส  

 อุณหภูมิของ Detector  250  องศาเซลเซียส  

 อัตราการไหลเทากับ  9.52  psi  

 ปริมาณสารที่ฉีด    1  ไมโครลิตร 

 

แตละเวลาจะมีชุดการทดลองดังนี้ 

 

             ชุดทดลอง เปนชุดที่เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อในอัตราสวนของน้ําที่แตกตางกันในดิน

ปลอดเชื้อที่มีสารไพรีนและเติมกลุมแบคทีเรีย STK 

  ชุดควบคุมที่ 1 ถึง ชุดควบคุมที่ 9 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีน 

เนื่องจากปจจัยทางกายภาพ (abiotic degradation) ที่มีอัตราสวนดินตอน้ํา 1:0, 1:0.5, 1:1, 1:2, 

1:4, 1:6, 1:8, 1:10, และ 1:12  แตไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK 

                
          3.4.3 การทดสอบประสิทธิภาพของการใหอากาศตอการยอยสลายไพรีนในระบบ
สเลอรีโดยกลุมแบคทีเรีย STK โดยเปรียบเทียบดินปลอดเชื้อและดินไมปลอดเชื้อที่
ความเร็วรอบตางๆ  

 
                     3.4.3.1 ชั่งดินน้ําหนัก 4 กรัม ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. ชุดหนึ่งนําไปนึ่งฆา

เชื้อที่อุณหภูมิ 121 oซ 45 นาที 3 คร้ัง หางกันครั้งละ 1 คืน สวนอีกชุดเปนชุดดินไมปลอดเชื้อ นํา

ดินที่เตรียมไวเติมไพรีนที่ละลายในอะซีโตนกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 

0.2 ไมโครเมตร โดยใหมีความเขมขนสุดทายของไพรีนเปน 1000 มก./ลิตร เติมไพรีน 1 มิลลิกรัม

ตอดินแหง 1 กรัม ผสมใหเขากัน คลายฝาออกตั้งทิ้งไวเปนเวลา 16 ชั่วโมงเพื่อใหอะซีโตนระเหย 

(Brinch และคณะ,  2002)   

 

                     3.4.3.2 เตรียมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ลงในอาหารตามขอ 3.4.2.1 จากนั้น

เตรียมน้ําแบบปลอดเชื้อ เติมลงไปในดินปลอดเชื้อ และไมปลอดเชื้อ 4 กรัม ซึ่งมีการเติมไพรีน

เรียบรอยแลวจากขอ 3.4.3.1 จากนั้นเติมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ปริมาตร 1 มล. จนไดปริมาตร

สุทธิ 24 มล. (อัตราสวนดิน:น้ํา เทากับ 1:6) หลังจากเติมเชื้อลงไปในสเลอรีดินจะไดปริมาณเชื้อ

เร่ิมตนประมาณ 108 CFU ตอดินเหลว 1 มล. นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150, 200 และ 

250  รอบ/นาที  ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน  ทุกชุดทําการทดลอง 2 ซ้ํา เก็บตัวอยางทุกวนัตัง้แต
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วันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 สกัดและวิเคราะหหาปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในวัฏภาคดิน และน้ําดวย 

GC-FID (ตามขอ 3.4.2.3) แตละเวลาจะมีชุดการทดลองดังนี้ 

            

  ชุดทดลอง เปนชุดที่เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อในดินที่มีไพรีน และเติมกลุมแบคทีเรีย 

STK นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150, 200 และ 250  รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิหอง 

  ชุดควบคุมที่ 1 เปนชุดควบคุมการยอยสลายไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อ

เนื่องจากปจจัยทางกายภาพ (abiotic degradation) แตไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK              

                        ชุดควบคุมที่ 2 เปนชุดควบคุมการยอยสลายไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ

เนื่องจากจุลินทรียในดิน ( biodegradation) แตไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK 

 

         3.4.3.3  ศึกษาการเจริญของกลุมแบคทีเรียโดยวธิี  viable plate count โดยนํา

ตัวอยางมาเจือจางใหเหมาะสมดวย โซเดียมคลอไรด  0.85 % นํามา 100 ไมโครลิตรเกลี่ยบน

อาหารแข็ง LB บมเชื้อ 30 Oซ เปนเวลา 5 วันแลวนับจํานวนโคโลนี   

 
3.4.4 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคติน (Surfactin) 

                      

         เตรียมหัวเชื้อ Bacillus subtilis  สายพันธุ BBK-1 (นิรันดร  รุงสวาง, 2542) ลงบน

อาหารแข็ง NA เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 °ซ. เปนเวลา 24 ชม. เขี่ยเชื้อ 1 โคโลนี ลงในอาหารเหลว 

LB ดัดแปลง (ภาคผนวก ก.) ที่มโีซเดียมคลอไรด 3% ปริมาตร 50 มล. ลงในขวดรูปชมพูขนาด  

250 มล. นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว  200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 °ซ. เปนเวลา 13 ช.ม   

แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโมเมตร มีคาประมาณ 2.5 ถายเชื้อ 4% 

(ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเหลว LB ท่ีมีโซเดียมคลอไรด 3% ที่เตรียมไว 3 ลิตร แลวนําไป

เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 48 ชม. จากนั้นทําให

บริสุทธิ์บางสวน โดยเก็บน้ําเลี้ยงเชื้อที่เวลา 48 ชม. นํามาปนแยกเซลล ที่ความเร็ว 8,000       

รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที ไดสวนน้ําใสที่ปลอดเซลล นําไปทดสอบคาแรงตึงผิวดวยเครื่องวัดแรง

ตึงผิว  จากนั้นนําสวนน้ําใสนี้ มาตกตะกอนดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 6 นอรมัล จนมีความเปน

กรด-ดางเทากับ 2 ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 °ซ. นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที 

ที่อุณหภูมิ 4 °ซ. เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําสวนตะกอนที่ไดลางในน้ํากลั่นที่มีความเปนกรด-

ดางเทากับ 2 โดยปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 °ซ. เปนเวลา 30 นาที ทํา

การปนเหวี่ยงซ้ําอีก 2 คร้ัง จากนั้นนําสวนตะกอนมาสกัด โดยใชกรวยแยกดวยเมธานอล เขยาเปน

เวลา 3 นาที ทิ้งไวใหแยกชั้น ทําการสกัดซ้ําอีก 2 คร้ัง แลวจึงนําชั้นตัวทําละลายอินทรียมากําจัด
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น้ําออกโดยใชโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส นําตัวทําละลายอินทรียที่ปราศจากน้ํา ไประเหยแหง

สุญญากาศ ควบคุมอุณหภูมิที่ 65 °ซ. จะไดสารซึ่งมีลักษณะเหนียวหนืด มีสีเหลืองน้ําตาล 

จากนั้นจึงนําไประเหยแหงที่อุณหภูมิหอง ในโถดูดความชื้น เปนเวลา 4-5 วัน จะไดเซอรแฟคตินที่

บริสุทธิ์บางสวนมีสีเหลือง  

 
3.4.5 การทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิว 

                   

         3.4.5.1  หาจุดวิกฤตของการเกิดไมเซลล (Critical Micelle Concentration, CMC) 

นําสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห 10 มล. สวนเซอรแฟคตินที่ผลิตได จากขอ 3.4.4 ชั่งน้ําหนัก 5 มก. 

ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 10 มล. ปนผสมสารใหเขากัน หาคา CMC ดวยการเจือจางสารลดแรง

ตึงผิวในน้ํากลั่นที่ความเขมขนตางๆ นําไปวัดคาแรงตึงผิวดวยเครื่องวัดคาแรงตึงผิว นําคาที่ไดไป

เขียนกราฟระหวางคาแรงตึงผิวกับคา log ของเปอรเซ็นตความเจือจาง (log percent dilution)  

เพื่อหาคา CMC (Duvnjak และคณะ, 1982) 

 

         3.4.5.2 หาจุดวกิฤตของการเกิดไมเซลลในสารละลายดิน (Apparent Critical 

Micelle Concentration, ACMC) ดัดแปลงจากวิธีของ Sun และ Puri (1997) โดยเติมสารละลาย

เจือจางสารลดแรงตึงผิวในน้ํากลั่นปลอดเชื้อที่ความเขมขนตางๆ ชนิดละ 8 มิลลิลิตร ใสลงใน

หลอดบรรจุดินปลอดเชื้อที่ไมมีสาร PAHs 1 กรัม (อัตราสวนดินตอน้ํา 1:6) เขยา 24 ชั่วโมง ปน

เหวี่ยงเพื่อใหดินตกตะกอนที่ความเร็ว 15,000 รอบ/นาที เปนเวลา 30 นาที นําสวนน้ําใสไปวัด

คาแรงตึงผิวดวยเครื่องวัดแรงตึงผิว นําคาที่ไดไปเขียนกราฟระหวางคาแรงตึงผิวกับคา log ของ

เปอรเซ็นตความเจือจาง (log percent dilution) เพื่อหาคา  ACMC  

 
3.4.6 การเติมสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหตอการยอยสลายไพรีนในระบบสเลอรี

โดยกลุมแบคทีเรีย STK โดยเปรียบเทียบดินปลอดเชื้อและดินไมปลอดเชื้อ  
 

                     เตรียมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ลงในอาหารตามขอ 3.4.2.1 จากนั้นเตรียม Brij 

35 ซึ่งเปนสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหที่คัดเลือกไดแบบปลอดเชื้อโดยใหมีความเขมขนสุดทาย

มากกวาคา ACMC 15 เทา (คา ACMC เทากับ 300 มก.ตอลิตร) โดยคํานวณเพื่อใชสําหรบัเตมิลง

ในน้ํากลั่น ลงในดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อที่เติมไพรีน โดยใหมีความเขมขนสุดทายของไพรีน

เปน 1000 มก./ลิตร ตามขอ 3.4.3.1 จากนั้นเติมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ปริมาตร 1 มล. จนได

ปริมาตรสุทธิ 24 มล. (อัตราสวนดิน:น้ํา เทากับ 1:6) นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 
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รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน ทุกชุดทําการทดลอง 2 ซ้ํา เก็บตัวอยางทุกวันตั้งแตวันที่ 

0, 1, 3, 5 และ 7 สกัดและวิเคราะหหาปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในวัฏภาคดิน และน้ําดวย GC-FID 

ตามขอ 3.4.2.3 และศึกษาการเจริญของกลุมแบคทีเรียตามขอ 3.4.3.3 แตละเวลาจะมีชุดการ

ทดลองดังนี้ 

 

                        ชุดทดลอง เปนชุดที่เติมสารละลาย Brij 35 ที่ความเขมขนเทากับ 15 เทา ของคา 

ACMC ลงในดินปลอดเชื้อและดินไมปลอดเชื้อที่เติมไพรีน และเติมกลุมแบคทีเรีย STK นาํไปเขยา

บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว  200 รอบ/นาที  ที่อุณหภูมหิอง 

                        ชุดควบคุมที่ 1 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อที่

เติมสารละลาย Brij 35 แตไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เพื่อตรวจสอบการลดลงของไพรีนเนื่องจาก

ปจจัยทางกายภาพ 

                        ชุดควบคุมที่ 2 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่

เติมสารละลาย Brij 35 แตไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เพื่อตรวจสอบการลดลงของไพรีนเนื่องจาก 

จุลินทรียในดิน 

                        ชุดควบคุมที่ 3 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อที่

เกิดจากปจจัยทางกายภาพที่ไมเติมทั้งสารละลาย Brij 35 และกลุมแบคทีเรีย STK  

                        ชุดควบคุมที่ 4 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่

เกิดจากจุลินทรียในดิน ที่ไมเติมทั้งสารละลาย Brij 35 และกลุมแบคทีเรีย STK                                                     

                        ชุดควบคุมที่  5 เปนชุดควบคุมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เพียงอยางเดียวทั้งใน 

สเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ 

            
 3.4.7 การเติมแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึงผิวเปรียบเทียบกับการเติมสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพในระบบสเลอรี ตอความสามารถในการยอยสลายสารไพรีนโดยกลุม
แบคทีเรีย STK  
 
                 3.4.7.1 เตรียมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ลงในอาหารตามขอ 3.4.2.1 จากนั้น

เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคตินแบบปลอดเชื้อ ดวยความเขมขนเทากับ 15 เทาของคา 

ACMC (คา ACMC เทากับ 300 มก.ตอลิตร) โดยคํานวณเพื่อใชสําหรับเติมลงในน้ํากลั่น ลงในดิน

ปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ 4 กรัม และมีการเติมสารไพรีนเรียบรอยแลวจากขอ 3.4.3.1 จากนั้น

เติมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ปริมาตร 1 มล. จะไดปริมาตรสุทธิ 24 มล. (อัตราสวนดิน:น้ํา 

เทากับ 1:6) นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที  ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน  
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ทุกชุดทําการทดลอง 2 ซ้ํา เก็บตัวอยางทุกวันตั้งแตวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 สกัดและวิเคราะหหา

ปริมาณ PAHs ที่เหลืออยูในวัฏภาคดิน และน้ําดวย GC-FID โดยมีชุดการทดลองดังนี้ 

   

                        ชุดทดลองที่ 1 เปนชุดเติมสารละลายสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคติน 

รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK ทั้งในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ  

                        ชุดควบคุมที่ 1 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อที่

เติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เนื่องจากปจจัยทางกายภาพ   

                        ชุดควบคุมที่ 2 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่

เติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เนื่องจากจุลินทรียในดิน   

                        ชุดควบคุมที่ 3 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อที่ไม

เติมทั้งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและกลุมแบคทีเรีย STK เนื่องจากปจจัยทางกายภาพ  

                        ชุดควบคุมที่ 4 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่

ไมเติมทั้งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและกลุมแบคทีเรีย STK เนื่องจากจุลินทรียในดิน  

                        ชุดควบคุมที่ 5 เปนชุดควบคุมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เพียงอยางเดียวทั้งในสเลอ

รีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ 

   

                     3.4.7.2 เตรียมหัวเชื้อ  Bacillus subtilis  สายพันธุ  BBK-1 (นิรันดร  รุงสวาง, 

2542) ลงบนอาหารแข็ง NA เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 °ซ. เปนเวลา 24 ชม. เข่ียเชื้อ 1 โคโลนี ลงใน

อาหารเหลว LB ดัดแปลง  (ภาคผนวก ก.) ที่มีโซเดียมคลอไรด 3% นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่

ความเร็ว  200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 °ซ. เปนเวลา 3 วัน หลังจากนั้นนํามาปนแยกเซลล

แบคทีเรียดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 oซ นาน 10 นาที นําสวน

เซลลแบคทีเรียมาลางในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % ปนเหวี่ยงในสภาวะเดิม โดยทําตาม

ขั้นตอนนี้ 2 ครั้ง นําสวนเซลลมาแขวนลอยในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % นําเซลล

แขวนลอยมาวัดความขุนที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และเจือจางใหมีคาการดูดกลืนแสง

เทากับ 1.0 ซึ่งจะมีเชื้อแบคทีเรียประมาณ 1010 CFU/มล. นําเซลลแขวนลอยที่ปรับความเขมขน

แลวมาเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชม. (รุจา สาร

คุณ, 2548) 

 

                     3.4.7.3  เตรียมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ลงในอาหารตามขอ 3.4.2.1 จากนั้นเติม

หัวเชื้อของแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึงผวิ  B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ทําใหมีปริมาณเชื้อ

เร่ิมตนสุดทายในระบบสเลอรี่เปน 1.0x107, 5.0x107, 1.0 x108, 1.5 x108 และ 2.0 x108 CFU/มล.
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(1, 5, 10, 15 และ 20 เทา ของเชื้อเร่ิมตน 107 CFU/มล.) ลงไปแทนการเติมสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ  เปรียบเทียบกับผลการเจริญของกลุมแบคทีเรีย และความสามารถในการยอยสลายไพรีน

เมื่อเติมแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพลงไป เตรียมการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.4.7.1 

โดยมีชุดการทดลองดังนี้   

  ชุดทดลองที่ 2 เปนชุดที่เติมแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึงผิว  B. subtilis สาย

พันธุ BBK-1 รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK ทั้งในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ 

                        ชุดควบคุมที่ 1 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อและ

ไมปลอดเชื้อที่เติมแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ B.Subtilis สายพันธุ BBK-1 แตไมเติม

กลุมแบคทีเรีย STK  

  ชุดควบคุมที่ 2 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อและ

ไมปลอดเชื้อที่ไมเตมิแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  B. subtilis สายพันธุ BBK-1 และ

กลุมแบคทีเรีย STK              

                        ชุดควบคุมที่ 3  เปนชุดควบคุมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เพียงอยางเดียวทั้งใน 

สเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ 

 
3.4.8 ติดตามพลวัตรประชากรแบคทีเรียในชุดการสลายไพรีนในดินไมปลอดเชื้อ

โดยกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติม B. subtilis สายพันธุ BBK-1 โดย Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis (DGGE)  
 

         จากชุดการทดลองที่ 3.4.7 ในชุดทดลองที่ 2 เปนชุดที่เติมแบคทีเรียที่สรางสารลด

แรงตึงผิว  B. subtilis สายพันธุ BBK-1 รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK จึงเลือกนํา BBK-1 ที่มีเชื้อ

เร่ิมตนประมาณ 107 CFU/มล.มาติดตามพลวัตรประชากรแบคทีเรียในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่มี

ไพรีนเมื่อเติมรวมกับกลุมแบคทีเรีย STK 

 
 3.4.8.1 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ 
 

         สกัดชุดการทดลองตัวอยางสเลอรีดินดัดแปลงตามวิธีของ Sei และคณะ (2000) นํา

ตัวอยางดินสเลอรี 200 มิลลิกรัม ใสในหลอดไมโครฟวจ เติม High DNA extraction buffer 440 

ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) เติมโปรตีนเนสเค (proteinase K) 20 มก./มล. (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 

10 ไมโครลิตร และเติม 10% SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการ

กลับหลอดไปมา นําไปบมที่ 37 ๐ซ นาน 2 ชั่วโมง โดยกลับหลอดไปมาทุก 20 นาที  
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         จากนั้นนํามาสกัดดวยฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) 2 

คร้ัง โดยในแตละครั้งผสมใหเขากันอยางชาๆ และนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบ/

นาที นาน 5 นาที ดูดสวนน้ําใสชั้นบน ถายลงหลอดไมโครฟวจใหม และเติมคลอโรฟอรม/ไอโซเอ

มิลแอลกอฮอล (24:1) (ภาคผนวก ข) เทากับปริมาตรของสวนน้ําใส ผสมใหเขากันอยางชาๆ ปน

เหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที  

         ดูดสวนน้ําใสชั้นบน ถายลงหลอดไมโครฟวจใหม เติม 3 โมลาร โซเดียมอะซีเตต 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 0.1 เทาของปริมาตรสวนน้ําใส และเติมเอธานอลสัมบูรณ (ภาคผนวก ข) 

ปริมาตร 2 เทาของปริมาตรทั้งหมด นําไปเยือกแข็งที่ -80๐ซ นาน 15 นาที และนําไปปนเหวี่ยงดวย

ความเร็วรอบ 12,000 รอบ/นาที นาน 15 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% 

เอธานอลที่เย็นจัดปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) โดยการปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบ/นาที นาน 

5 นาที ระเหยเอธานอลออกจากตะกอนดีเอ็นเอใหแหง และละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ 4 ๐ซ จนกวาจะใช 

 
3.4.8.2 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK และ B. subtilis BBK-1 

 

                     สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK และ B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ตาม

วิธีของ Ausubel และคณะ (1999) โดยถายเชื้อที่เลี้ยงอยูในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวนําไปเขยาที่อุณหภูมิหองขามคืน 

(16-18 ชั่วโมง) ถายเชื้อปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

10,000 รอบ/นาที เพื่อแยกเซลลเปนเวลา 2 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติม

บัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 567 ไมโครลิตร กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูด

ขึ้นดูดลง จากนั้นเติม 10% SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และโปรตีเนสเค 

(Proteinase K) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร (ความ

เขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ของโปรตีเนสเคใน 0.5% SDS) ผสมใหเขากันดวยการกลับ

หลอดไปมา นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวจึงเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด

ความเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา เติม

สารละลาย CTAB/NaCl (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอด

ไปมา แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 65 Oซ เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/

ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย (ประมาณ 

0.7-0.8 มิลลิลิตร) ผสมโดยการเขยาจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 

รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที ถายเฉพาะสวนน้ําใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/      
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ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม (ระวังอยาใหติดสวนตะกอนไปดวย) 

จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรที่เทากับ

ปริมาตรของสารละลายสุดทาย  ผสมโดยการเขยาจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน นําไปปนเหวี่ยงที่

ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที นําสวนน้ําใสที่อยูเหนือช้ันตะกอนและชั้นคลอโรฟอรม/

ไอโซ-เอมิลแอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม แลวเติมไอโซโปรพานอลปริมาตร 0.6 

เทาของสวนน้ําใส กลับหลอดไปมาจนกระทั่งตะกอนขาวของดีเอ็นเอปรากฏ ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 15 นาที เทสวนของไอโซโปรพานอลทิ้งแลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวย 

70% เอธานอล (ภาคผนวก ข) ที่เย็นจัดปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยการปนลางเก็บตะกอนที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที คอยๆเทสวนน้ําใสทิ้ง สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยใหแหง

สนิท แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอใน บัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และใส RNase A เขมขน 

10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  เพื่อกําจัดอารเอ็นเอ เก็บที่อุณหภูมิ 

4 Oซ   

 
3.4.8.3 การทาํดีเอ็นเอที่สกัดไดใหบริสุทธิ ์
 
         เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 1% (ภาคผนวก ข) ที่หลอมในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก 

ข) ความเขมขน 1 เทา เทลงในแบบพิมพซึ่งมีหวีเสียบอยู ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ปลอยใหอะกา

โรสแข็งตัวประมาณ 20 นาที วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร TAE ความ

เขมขน 1 เทาใหทวมเหนืออะกาโรสเจล 2-3 มม. นําสารละลายดีเอ็นเอทั้งหมดที่สกัดไดปริมาตร 

50 ไมโครลิตรมาผสมกับสีติดตามความเขมขน 10 เทาปริมาตร 5 ไมโครลิตรหยอดลงในชองวิ่ง 

จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิส โดยใชความตางศักย 100 โวลต นาน 30 นาที ยอมอะกาโรสเจลดวย

สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) นาน 1 นาที แลวลาง

ออกดวยน้ําปลอดประจุ นําเจลไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV)  

 

         ตั ดส วนจี โ นมิ กดี เ อ็ น เอจาก เจล  และทํ าดี เ อ็ น เอ ให บ ริสุ ท ธิ์ ด วย  D N A 

EASYTRAPTMVer.2 (TAKARA BIO INC ประเทศญี่ปุน) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยนําเจลที่ตัดได

ใสลงในหลอดไมโครฟวจ และชั่งน้ําหนักชิ้นอะกาโรสเจลโดยหักออกจากน้ําหนักหลอดเปลา เติม 

NaI ปริมาตร 3 เทาของน้ําหนักชิ้นอะกา-โรสเจล บมที่อุณหภูมิ 55 ๐ซ เขยาทุก 1 นาที เปนเวลา 5 

นาที จนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมด เติม glass milk โดยถาปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอ

ทั้งหมดนอยกวา 500 ไมโครลิตร จะใช glass milk ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ถาปริมาตรอยูในชวง 

500 -1000 ไมโครลิตร จะใช glass milk ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นผสมเบาๆใหเปนเนื้อ
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เดียวกันทุก 1 นาที เปนเวลา 5 นาที เพื่อใหดีเอ็นเอจับกับ glass milk ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

13,000 รอบ/นาที นาน 5 วินาที เทสวนน้ําใสออก แลวเติมสารละลาย new wash ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ใชไมโครปเปตดูดขึ้นดูดลงเบาๆ เพื่อลาง glass milk นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

13,000 รอบ/นาที นาน 5 วินาที ดูดสวนน้ําใสออก ลางดวยสารละลาย new wash และปนเหวี่ยง

ซ้ําอีกครั้งหนึ่ง ดูดสวนน้ําใสออกจนหมด ระเหยแหงที่อุณหภูมิ 55 ๐ซ เปนเวลา 5 นาที เพื่อใหน้ํา

และเอธานอลซึ่งเปนสวนผสมของสารละลาย new wash ระเหยหมด ละลายตะกอนดวยน้ําปลอด

ประจุปลอดเชื้อปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 นาที นําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 30 วินาที ดูดสวนน้ําใสท่ีมีดีเอ็นเออยูเก็บไวในหลอดไม

โครฟวจใหม เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ 4 ๐ซ จนกวาจะใช 
 

3.4.8.4 ตรวจสอบความเขมขนของดีเอ็นเอ (Sambrook และ Russell, 2001) 
 

         นําดีเอ็นเอที่ทําใหบริสุทธิ์แลว ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 

280   นาโนเมตร (A260 และ A280)  เพื่อปรับความเขมขนของแมแบบสําหรับปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ

เรส ใหเทากันทุกหลอดของแตละชุดการทดลอง โดยคํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจาก

สมการ 

 

         ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)   =  A260 X 50 X dilution factor 

 
3.4.8.5 เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยปฏิกิรยิาลกูโซพอลิเมอเรส  

(Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 

เพิ่มจํานวนชิน้สวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 
 

โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในงานวจิัยนี้มีดงันี ้

1. EUB f933 GC มีลําดับนวิคลีโอไทดคือ  

5’-GCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGC 

ACAAGCGGTGGAGCATGTGG-3’ (Kawai และคณะ, 2002) และ 

2. EUB r1387 มีลําดับนวิคลีโอไทดคือ  

5’-GCCCGGGAACGTATTCACCG-3’ (Kawai และคณะ, 2002) 
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โดยใชไพรเมอร EUB f933  ซึ่งม ีGC clamp เชื่อมตอบริเวณ 5’ และ EUB r1387  

เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ ซึง่ผลิตภัณฑ PCR มีความยาวประมาณ 500 bp โดยที่ความเขมขนสุดทาย

ของสารแตละชนิดในปฏิกิริยาเปนดังนี้  

 

- 10X Taq DNA polymerase buffer     5    ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X Taq DNA polymerase buffer) 

- สารละลาย F933 GC primer ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร  1    ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 0.4 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย R1387 primer ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร   1    ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 0.4 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลารของนวิคลีโอไทด  1    ไมโครลิตร 

  แตละชนิด  (ความเขมขนสดุทาย 200 ไมโครโมลาร) 

- เอนไซม Taq  polymerase               0.25    ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1 x Taq  polymerase) 

 

ใชดีเอ็นเอแมแบบที่เตรียมไวประมาณ 200 ng ปรับปริมาตรน้ําดวยน้ําปลอดประจุ

ปลอดเช้ือ รวมสวนผสมทั้งหมดมีปริมาตรสุทธิ 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ระวังอยาใหเกิด

ฟองอากาศและเก็บสวนผสมทั้งหมดในน้ําแข็ง หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวย

เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) (Biorad ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยตั้ง

โปรแกรมดังนี้ 

1. Initial denaturation step  อุณหภูมิ 94๐ซ เวลา 5 นาท ี

2. Touchdown program จํานวน 20 รอบ 

2.1 Denaturation step  อุณหภูมิ 94๐ซ เวลา 1 นาท ี

2.2 Annealing step   อุณหภูมิ 65๐ซ เวลา 1 นาที  

   (อุณหภูมิลดลงทีละ 0.5๐ซ  ในแตละรอบ) 

2.3 Extension step  อุณหภูมิ 72๐ซ เวลา 2 นาท ี

3. Denaturation step   อุณหภูมิ 94๐ซ เวลา 1 นาท ี

4. Annealing step   อุณหภูมิ 60๐ซ เวลา 1 นาท ี

5. Extension step   อุณหภูมิ 72๐ซ เวลา 2 นาท ี

6. ทําขั้นตอนที่ 3-5 จํานวน 30 รอบ 

7. Final extension   อุณหภูมิ 72๐ซ เวลา 10 นาท ี 
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ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเร

ซิส ซึ่งทําโดยเตรียม อะกาโรสเขมขน 1.2% ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร TAE 1 เทา (ภาคผนวก ข) เทลง

ในแบบพิมพที่มีหวีเสียบอยู ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 20 

นาที วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข) ใหทวมสูงกวาอะกา

โรสเจลเล็กนอย ผสมสารละลายเอ็นเอกับสีติดตาม หยอดดีเอ็นเอและหยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน 

100 bp DNA ladder ลงในชองวิ่ง จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใชชุดทําอีเลคโทรโฟเรซิส 

Mupid ใชความตางศักย 100 โวลต นาน 30 นาที ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความ

เขมขน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 1 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย Gel 

Documentation โปรแกรม Quantity One version 4.4.1 (Bio-Rad ประเทศสหรัฐอเมริกา)     

 
3.4.8.6 วิเคราะห Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 

 

 ใชอุปกรณของ DCodeTM system (Bio-Rad Laboratories Inc. ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) ในการวิเคราะห DGGE โดยเตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลที่มีเกรเดียนทของ

สารละลาย denaturant 40 – 70% (ภาคผนวก ข) (100% denaturant ประกอบดวย 7 M urea 

และ 40% formamide) ซึ่งทําเกรเดียนทของสารละลาย denaturant โดยใชระบบจายเกรเดียนท

ตามวิธีที่ระบุในคูมือ  เมื่อทําเกรเดียนทของสารละลาย denaturant ลงในชุดแซนวิชเตรียมเจลแลว 

เสียบหวีลงไประหวางกระจกแซนวิช โดยระวังอยาใหมีฟองอากาศ ปลอยใหพอลิอะคริลาไมดเจ

ลแข็งตัว นําชุดเจลแซนวิชใสลงในแชมเบอรที่มีบัฟเฟอร 1xTAE (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 7 ลิตร ที่

ผานการใหความรอนจนอุณหภูมิประมาณ 55 ๐ซ ผสมผลิตภัณฑ PCR กับสีติดตามหยอดลงใน

ชองวิ่ง จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิส โดยใชความตางศักย 30 โวลต ที่ 55 ºซ นาน 15 นาที จากนั้น

ใชความตางศักย 100 โวลต ที่ 60 ºซ นาน 10 ชั่วโมง ยอมพอลิอะคริลาไมดเจลดวยสารละลาย

เอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) นาน 15 นาที และลางสียอมดวย

น้ํากลั่นปลอดประจุ 2 คร้ังครั้งละ 5 นาที แลวนําไปดูดวย Gel Documentation โปรแกรม 

Quantity One Version 4.4.1 (Bio-Rad, USA.) ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) 



บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

 
4.1 ผลการเตรียมดิน การศึกษาลักษณะทางกายภาพ และองคประกอบทางเคมีของดิน 
 

ดินที่นํามาใชในการทดลองเก็บจากดินที่มีการปนเปอนน้ํามันเครื่องใกลบริเวณ

เครื่องสูบน้ําจาก ต.ทุงขวาง อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม เปนดินที่มีลักษณะของการปนเปอนคราบ

น้ํามันเครื่อง เมื่อนําไปสกัด และวิเคราะหหาปริมาณ PAHs พบวาไมมีการปนเปอนของสาร

ดังกลาว ผลการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีและลักษณะทางกายภาพของดิน โดยฝายวิจัยดิน 

กองเกษตรเคมี กระทรวงเกษตร และสหกรณ ใหผลดังตาราง 4.1 และจะนําดินนี้ไปใชในการ

ทดลองตอไป 

 

ตารางที่ 4.1 ลักษณะทางกายภาพ และองคประกอบทางเคมีของดิน 

 

คุณสมบัติ คาการวเิคราะห 

 

ลักษณะดิน 

คาความเปนกรด ดาง 

คาความจุการอุมน้ํา (%) 

ปริมาณสารอินทรีย (%) 

ปริมาณคารบอน (%) 

ปริมาณไนโตรเจน (%) 

ปริมาณฟอสฟอรัส (ppm) 

ปริมาณโพแตสเซียม (ppm) 

ปริมาณแคลเซียม (ppm) 

ปริมาณแมกนีเซียม (ppm) 

อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 

 

 

ดินรวน 

8.1 

42.20 

2.99 

1.734 

0.150 

341 

640 

3655 

675 

11.56 
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4.2 ปริมาณของน้ําตอความสามารถในการยอยสลายไพรีนในระบบสเลอรีโดยกลุม
แบคทีเรีย STK  
 

เนื่องจากกลุมแบคทีเรีย STK มีคุณสมบัติไฮโดรโฟบิกดังนั้นในการยอยสลายสาร 

PAHs ในดินจึงตองทําใหดินอยูในรูปของสเลอรี โดยมีน้ําเปนสวนประกอบเพื่อเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัส

ระหวางจุลินทรียกับ PAHs  รวมทั้งยังเพิ่มการเคลื่อนที่ของจุลินทรีย อยางไรก็ตามการเติมน้ําตอง

มีความเหมาะสม เนื่องจากในเนื้อดินออกซิเจนจะอยูในชองวางอนุภาคดิน ซึ่งอาจกลายเปนสภาพ

ไรออกซิเจนไดหากการแพรของออกซิเจนถูกจํากัดเมื่อมีปริมาณน้ํามากเกิน ยากตอการยอยสลาย

โดยจุลินทรียที่ตองอาศัยออกซิเจนในการทํางาน ดังนั้นในการทดลองนี้ไดหาปริมาณน้ําที่

เหมาะสมตอการสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK  

 
4.2.1 การสลายสารไพรีนในดินปลอดเชื้อ  
 

 การทดลองทําโดยการปรับปริมาณน้ําใหมีอัตราสวน ดินปลอดเชื้อ : น้ําปลอดเชื้อ 

เปน 1:0, 1:0.5, 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:8, 1:10 และ 1:12 ตามลําดับ เติมไพรีนลงไป (1 mg./g.ดิน)  

จากนั้นวิเคราะหปริมาณไพรีนที่เหลือในดิน วันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 อุณหภูมิของการบมที่

อุณหภูมิหอง อัตราการเขยา 200 รอบ/นาที พบวาอัตราการสลายไพรีนในระบบเหลานี้ซึ่งเปนผล

ทางกายภาพเกิดชามากตลอดการทดลอง (รูปที่ 4.1) แมในวันที่ 7 ปริมาณไพรีนก็ยังลดลงนอย

มาก ที่ทุกๆ อัตราสวน โดยมีปริมาณไพรีนเหลืออยูมากกวา 80% ทั้งสิ้น (ภาคผนวก ค. ตารางที่ 

ค.1) ดังนั้นปริมาณน้ําตอดินในสเลอรีจึงไมมีผลตอปริมาณไพรีนที่เหลือในระบบ  
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อัตราสวน ดิน:น้ํา (กรัม/มล.) 
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 ดิน : นํ้า 1 : 0  ดิน : นํ้า 1 : 0.5  ดิน : นํ้า 1 : 1
 ดิน : นํ้า 1 : 2  ดิน : นํ้า 1 : 4  ดิน : นํ้า 1 : 6
 ดิน : นํ้า 1 : 8  ดิน : นํ้า 1 : 10  ดิน : นํ้า 1 : 12 

 
รูปที่ 4.1 ผลการลดลงของไพรีนเนื่องจากปจจัยทางกายภาพในดินปลอดเชื้อ 

 
4.2.2  การสลายสารไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ในดินปลอดเชื้อ  

 
เมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย STK (เชื้อเร่ิมตน 108 CFU ตอดินเหลว 1 มล.) ลงไปใน

ตัวอยางดินปลอดเชื้อที่มีไพรีนในปริมาณเดียวกันแลววิเคราะหปริมาณไพรีนในวันและสภาวะ

เดียวกันกับชุดควบคุม (ขอ 4.2.1) พบวาปริมาณไพรีนมีการลดลงอยางตอเนื่อง โดยชุดการ

ทดลองที่มีอัตราสวนดิน:น้ํา เทากับ 1:0 และ 1:0.5 พบวาอัตราการสลายโดยกลุมแบคทีเรียนี้

เกิดขึ้นชากวาชุดการทดลองอื่นและมีอัตราการสลายนอยมากตลอดการทดลอง โดยในวันสุดทาย

ของการทดลองพบปริมาณไพรีนเหลืออยู 85.41% และ 67.37% ตามลําดับ (รูปที่ 4.2) สําหรับชุด

ที่มีอัตราสวนดิน:น้ํา เทากับ 1:1-1:12 พบวาในวันที่ 3 ของการทดลอง มีปริมาณไพรีนเหลือนอย

กวา 30% โดยเฉพาะชุดที่1:4-1:12 (ดิน:น้ํา) พบปริมาณไพรีนอยูในชวง 1.36%-2.95% และเมื่อ

พิจารณาปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในวันสุดทายของการทดลอง อัตราสวนดินตอน้ําตั้งแต 1:2-1:12 

พบวาทั้งหมดมีปริมาณไพรีนเหลือไมเกิน 0.87% บงชี้วาปริมาณของน้ําในดินมีผลตอการยอย

สลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK โดยพบวาเมื่อปริมาณน้ําเพิ่มข้ึนการยอยสลายเพิ่มข้ึนดวย 

การยอยสลายจะไมเพิ่มข้ึนเมื่อมีน้ําในปริมาณที่เหมาะสมตอการยอยโดยกลุมแบคทีเรียนี้ ดังนั้น

การยอยสลายเกิดไดดีเมื่อมีปริมาณน้ําที่เหมาะสมและควรมีอัตราสวนดินตอน้ําตั้งแต 1:4 เปนตน

ไป จากผลการทดลองนี้ พบวาในวันสุดทายที่อัตราสวน 1:6 มีไพรีนเหลือนอยกวาชุดอื่น ดังนั้นจึง

เลือกใชที่อัตราสวนนี้ ศึกษาการสลายไพรีนในการทดลองขั้นตอไป  
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อัตราสวน ดิน:น้ํา (กรัม/มล.) 
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 1 : 0   และ STK  1 : 0.5 และ STK  1 : 1   และ STK
 1 : 2   และ STK  1 : 4    และ STK  1 : 6   และ STK
 1 : 8   และ STK  1 : 10  และ STK  1 : 12 และ STK

 
 

รูปที่ 4.2 ผลการยอยสลายสารไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ในดินปลอดเชื้อ 

 
4.3 ประสิทธิภาพของการใหอากาศตอการสลายไพรีนในระบบสเลอรีโดยกลุมแบคทีเรีย
STK อัตราสวนดินตอน้ําเทากับ 1:6 (กรัม/มล.)  

 
4.3.1 การยอยสลายไพรีนในระบบสเลอรีโดยกลุมแบคทีเรีย STK ที่ความเร็วรอบ

ตางๆ 

 

การยอยสลายไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อที่เติมไพรีนที่ความ

เขมขนสุดทาย 1 มิลลิกรัม/ดิน 1 กรัม ใหอากาศโดยการแปรอัตราการเขยาขวดเลี้ยงเชื้อที่ความเรว็

รอบ 150, 200 และ 250 รอบ/นาที แลววิเคราะหปริมาณไพรีนในวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 พบวาชุด

ควบคุม การลดลงของไพรีนเปนไปอยางชามากตลอดการทดลอง ทั้งสเลอรีดินปลอดเชื้อ (ระบบที่ 

1) และไมปลอดเชื้อ (ระบบที่ 2) โดยในวันที่ 7 ที่ 250 รอบ/นาที มีไพรีนเหลือนอยที่สุด โดยเฉพาะ

ระบบที่ 2 มีไพรีนนอยกวาระบบที่ 1 ใหผลเชนเดียวกันทั้ง 3 ความเร็วรอบ (รูปที่ 4.3 ก. 150 รอบ/

นาที, 4.3 ข. 200 รอบ/นาที, 4.3 ค. 250 รอบ/นาที) สําหรับการสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK 

(เชื้อเร่ิมตนประมาณ 108 CFU ตอดินเหลว 1 มล.) ในชุดสเลอรีดินปลอดเชื้อ (ระบบที่ 3) และไม

ปลอดเชื้อ (ระบบที่ 4) พบวาในวันที่ 3 มีอัตราการยอยสลายไพรีนเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเมื่อเทียบ

กับวันที่ 1 ทั้งสองระบบ โดยที่ 150 รอบ/นาที มีปริมาณไพรีนเหลือนอยที่สุด ในขณะที่ 250 รอบ/

นาที มีปริมาณไพรีนเหลือมากที่สุด ทั้งนี้เร่ิมพบการสลายตั้งแตวันที่ 1 และลดลงอยางรวดเร็ว 
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สเลอรีดินปลอดเช้ือ สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ

สเลอรีดินปลอดเช้ือและSTK สเลอรี่ดินไมปลอดเช้ือและ STK
 

รูปที่ 4.3 เปรียบเทียบปริมาณไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อรวมกับกลุมแบคทีเรีย 

STK ที่ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที (ก.), 200 รอบ/นาที (ข.) และ 250 รอบ/นาที (ค.)   

1         2 
3                                                       4 
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ในวันที่ 3 จนหมดหรือเหลือนอยมากในวันที่ 5 และ 7 การใชเชื้อ STK ไมวาจะใชกับดินปลอด

หรือไมปลอดเชื้อ STK ทํางานไดดี โดยเห็นไดตั้งแตวันที่ 1 ที่ระบบ 1 และ 2 พบไพรีนลดลงนอย

มาก ในขณะที่ ระบบ 3 และ 4 เร่ิมมีการลดลงของไพรีน โดยการเขยาแรงมีการลดลงมากกวาการ

เขยานอย แสดงวาชวงแรกตองการออกซิเจนสําหรับเอนไซมออกซิจีเนสในการทํางาน  ในขณะที่

หลังจากวันที่ 1 คือ วันที่ 3 การลดลงของไพรีนที่ 150>200>250 รอบ/นาที การทํางานของ STK 

นั้นถาใชอากาศมากไป (250 รอบ/นาที) กลับสูที่มีอากาศนอยกวา (150 รอบ/นาที) ไมได แสดงวา

ระดับออกซิเจนไมตองมีมากก็เพียงพอตอการทํางานโดยกลุมแบคทีเรีย STK เชนที่ 150 รอบ/นาที 

ทํางานไดดี  

เนื่องจากชุดที่เติมกลุมแบคที่เรีย STK เมื่อพิจารณาในวันที่ 7 ปริมาณไพรีนที่ 200 

รอบ/นาที มีคานอยที่สุดและใกลเคียงที่ 150 รอบ/นาที ดังนั้นความเร็วรอบในการเขยาระหวาง 

150–200 รอบ/นาที ก็เพียงพอสําหรับการสลายไพรีน จากผลการทดลองที่ไดจึงเลือกใชความเร็ว

รอบในการเขยาที่ 200 รอบ/นาที เพื่อศึกษาการสลายไพรีนในการทดลองขั้นตอไป        

                                               
            4.3.2 การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมดในระบบสเลอรีที่มีการเติมกลุมแบคทีเรีย 
STK ที่ความเร็วรอบตางๆ 
 

การยอยสลายไพรีนในชุดสเลอรีดินปลอดเชื้อ ที่ความเร็ว 150, 200 และ 250 รอบ/

นาที ที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK พบวาในวันที่ 1 ปริมาณไพรีนลดลงเพียงเล็กนอย นาจะเปนระยะที่

แบคทีเรียอยูในระยะปรับตัว (lag phase) และอัตราการเขยาที่ 150, 200 และ 250 รอบ/นาที 

จํานวนแบคทีเรียทั้งหมด มีจํานวนเพิ่มข้ึนจากประมาณ 8 log CFU ตอมล.เปน 8.26, 8.44 และ 9 

log CFU ตอมล.ตามลําดับ หลังจากนั้นในวันที่ 3 ไพรีนไดลดลงอยางรวดเร็ว และการเจริญ

สอดคลองกับปริมาณไพรีนที่ลดลง กลาวคือ การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมด จะเพิ่มจํานวนอยาง

รวดเร็วหลังจากวันที่ 1 พบจํานวนแบคทีเรียเพิ่มเปน 10.07, 9.98 และ 9.48 log CFU ตอมล.

ตามลําดับ และจํานวนแบคทีเรียเริ่มลดลงในวันที่ 5 ดังรูปที่ 4.4 ก. 
 

สําหรับการยอยสลายไพรีนในชุดสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK 

ทั้ง 3 ความเร็วรอบใหผลการทดลองคลายกับชุดสเลอรีดินปลอดเชื้อ กลาวคือ เร่ิมตนมีจํานวน

แบคทีเรียทั้งหมดประมาณ  8 log CFU ตอมล. หลังจากนั้นพบวาในวันที่ 1 มีการเปลี่ยนแปลง

ของจํานวนแบคทีเรียเพียงเล็กนอยเมื่อเทียบจากวันที่ 0 ซึ่งในวันนี้มีจํานวนแบคทีเรีย 8.66, 8.84

และ 8.83 log CFU ตอมล.ตามลําดับ การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมดจะเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็ว

ในวันที่ 3 ของการทดลอง พบวาจํานวนแบคทีเรียเพิ่มเปน 10.17, 9.97และ 9.68 log CFU ตอมล. 
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ก.จํานวนแบคทีเรียในชุดสเลอรีดินปลอดเชื้อที่เติม STK 
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สเลอรี + STK (250 รอบ/นาที) สเลอรีปลอดเช้ือ (150,200และ250 รอบ/นาที)
 

ข. จํานวนแบคทีเรียในชดุสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่เติม STK   
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ค.จํานวนแบคทีเรียในชุดสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ     
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สเลอรีไมปลอดเช้ือ (150 รอบ/นาที) สเลอรีไมปลอดเช้ือ (200 รอบ/นาที) 
สเลอรีไมปลอดเช้ือ (250 รอบ/นาที)

 
 

 รูปที่ 4.4 การเจริญในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย STK ที่ความเร็ว

150, 200 และ 250 รอบ/นาที (ก. จํานวนแบคทีเรียในชุดสเลอรีปลอดเชื้อ + STK, ข. จํานวน

แบคทีเรียในชุดสเลอรีไมปลอด + STK  และ ค. จํานวนแบคทีเรียในชุดสเลอรีไมปลอดเชื้อ) 
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ตามลําดับ ซึ่งตรงกับการยอยสลายไพรีนที่เกิดขึ้นอยางรวดเร็ว จํานวนแบคทีเรียจะเพิ่มข้ึนในชวง

ตนของการทดลอง จากนั้นจึงเขาสูระยะคงที่ (stationary phase) และลดลงในชวงปลายของการ

ทดลอง ดังรูปที่ 4.4 ข. ในขณะที่จํานวนแบคทีเรียในดินนั้นคอนขางมีจํานวนคงที่ (รูปที่ 4.4 ค.) 

เชนเดียวกับปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในชุดควบคุมซึ่งมีอัตราการยอยสลายชามาก ดังที่ไดกลาว

มาแลวในรูปที่ 4.3 

 

 เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของแบคทีเรียทั้งหมดเมื่อเขยาที่ความเร็ว 150, 200 และ 

250 รอบ/นาที ในชุดการยอยสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ในสเลอรีปลอดเชื้อและไมปลอด

เชื้อ พบวาทั้ง 3 ความเร็วรอบมีแนวโนมคลายคลึงกัน กลาวคือ ทั้งชุดสเลอรีปลอดเช้ือและไม

ปลอดเช้ือ เร่ิมตนมีจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดประมาณ 8 log CFU ตอมล. และวันที่ 1 มีการ

เปลี่ยนแปลงของจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดเพียงเล็กนอย ซึ่งพบวาในวันเดียวกันแบคทีเรียอยูใน

ระยะปรับตัว และการเจริญของกลุมแบคทีเรียทั้งหมดจะเพิ่มจํานวนมากขึ้นในวันที่ 3 ซึ่งตรงกับ

การยอยสลายไพรีนที่เกิดขึ้นอยางรวดเร็วโดยหลังจากวันที่ 3 จะเริ่มเขาสูระยะคงที่ ในขณะที่

จํานวนแบคทีเรียในดินนั้นมีจํานวนคอนขางคงที่ ดังรูปที่ 4.4 ก., ข. และ ค.           

 

โดยการเจริญของจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดในชุดที่มีการเติมกลุมแบคทีเรีย STK ทั้ง

ชุดสเลอรีปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อมีความแตกตางกันเพียงเล็กนอย โดยที่ความเร็ว 250 รอบ/

นาที จะพบจํานวนแบคทีเรียนอยที่สุด และที่ความเร็ว 150 และ 200 รอบ/นาที พบจํานวน

แบคทีเรียมากที่สุดและใกลเคียงกัน  ดังนั้นความแตกตางของความเร็วรอบในการเขยามผีลตอการ

เจริญของกลุมแบคทีเรีย STK เพียงเล็กนอย ซึ่งกลุมแบคทีเรีย STK สามารถเจริญไดดีและ

ใกลเคียงกันทุกความเร็วรอบ  
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4.4 ผลการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 

ในงานวิจัยนี้ตองการเพิ่มอัตราการสลายไพรีนใหกับกลุมแบคทีเรีย STK โดยการใช

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ดังนั้นในขั้นตอนนี้ ไดผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคติน จาก 

Bacillus subtilis สายพันธุ BBK1 เพื่อนําไปทดลองในขั้นการสลายไพรีนโดยสารลดแรงตึงผิว

รวมกับ STK  

 
4.4.1 ผลการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคติน (Surfactin) 
  

ผลิตเซอรแฟคตินโดย B.subtilis สายพันธุ BBK1 ตามวิธีของนิรันดร  รุงสวาง 

(2542) สามารถผลิตได 1.5 กรัม/ลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ น้ําเลี้ยงเชื้อมีคาแรงตึงผิว 30 มิลลินิว

ตันตอเมตร และเซอรแฟคตินกึ่งบริสุทธิ์มีคาแรงตึงผิว 32 มิลลินิวตันตอเมตร เซอรแฟคตินที่ไดมีสี

เหลือง ดังรูป 4.5 และสามารถเปรียบเทียบสมบัติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดดังแสดงใน

ตารางที่ 4.2 
 

 
 

รูปที่ 4.5 สารลดแรงตึงผิวชวีภาพเซอรแฟคติน 

 

ตารางที่ 4.2 สมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแรมโนลปิดและเซอรแฟคติน 

 

สมบัติของสาร เซอรแฟคติน (Surfactin) 

1.ผลผลิต                     (กรัมตอลิตร) 

(น้ําหนกัสารตอปริมาตรน้ําเลี้ยงเชื้อ) 

2.คาแรงตึงผิวของน้ําเลีย้งเชือ้      (มิลลินวิตันตอเมตร) 

3.คาแรงตึงผิวของสารกึ่งบริสุทธิ์   (มิลลินวิตันตอเมตร) 

1.5 

 

30 

32 
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4.5 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิว 
 
 4.5.1 ผลการหาจุดวกิฤตของการเกิดไมเซลล (Critical Micelle 
Concentration,CMC) 
 

สารลดแรงตึงผิวที่นํามาใชในการวิจัยนี้มี  2 ชนิด ไดแก Brij 35 และเซอรแฟคติน 

นําไปวัดคาแรงตึงผิวดวยการเจือจางสารลดแรงตึงผิวในน้ํากลั่นที่ความเขมขนตางๆ และวัดคาแรง

ตึงผิวดวยเครื่องวัดแรงตึงผิว นําคาที่ไดไปเขียนกราฟระหวางคาแรงตึงผิว และคา log ของ

เปอรเซ็นตความเจือจาง (log percent dilution) จากนั้นหาคา CMC ไดจากกราฟ (Duvnjak และ

คณะ, 1982) ผลการวัดคา CMC ของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห และชีวภาพ ดังแสดงใน

ภาคผนวก จ. และสามารถสรุปสมบัติของสารลดแรงตึงผิวดังตาราง 4.3 

 

ตารางที่ 4.3 สรุปสมบัติของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห และชีวภาพ 
 

สารลดแรงตึงผิว คาแรงตึงผิว       

(มิลลินิวตนัตอเมตร) 

คา CMC (มก.ตอลิตร) 

Brij-35  

เซอรแฟคติน 

44.2 

31.9 

160 

180 

  
4.5.2 ผลการหาจุดวิกฤตของการเกิดไมเซลลในสารละลายดิน (Apparent Critical 

Micelle Concentration, ACMC)  
  

โดยดัดแปลงจากวิธีของ Sun และ Puri (1997) สามารถหาคา  ACMC ไดจาก

กราฟดังแสดงในภาคผนวก จ. และสามารถเปรียบเทียบคา ACMC และคา CMC ของสารลดแรง

ตึงผิว ดังแสดงในตารางที่   4.4 

 

ตารางที่ 4.4 คา CMC และ ACMC ของสารลดแรงตึงผิว 

 

สารลดแรงตึงผิว คา CMC (มก.ตอลิตร) คา ACMC (มก.ตอลิตร) ACMC/CMC (เทา) 

Brij 35 

เซอรแฟคติน  

160 

180 

300 

300 

1.88 

1.66 
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จากการศึกษาพบวาคา ACMC จะมีคามากกวาคา CMC โดยกลุมของสารลดแรง

ตึงผิวสังเคราะหชนิดไรประจุ Brij 35 มีคา ACMC มากกวาคา CMC 1.88 เทาตามลําดับ  สําหรับ

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคติน มีคา ACMC มากกวาคา CMC 1.66 เทาตามลําดับ 

 
4.6 ผลของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหตอการสลายไพรีนในระบบสเลอรีโดยกลุม
แบคทีเรีย STK ในดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ 
  

การทดลองนี้ไดคัดเลือกสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหชนิดไรประจุ ไดแก Brij 35 มา

ทําการทดลองการยอยสลายไพรีน โดยพิจารณาจากความสามารถในการชะ PAHs ออกสูวัฏภาค

น้ําและการเจริญของกลุมแบคทีเรีย STK ซึ่ง Brij 35 ไมมีผลกระทบดานลบตอการเจริญของกลุม

แบคทีเรีย STK เนื่องจากสามารถทําใหกลุมแบคทีเรีย STK เจริญไดดีเมื่อเปรียบเทียบกับชุด

ทดลองที่ไมมีการเติมสารลดแรงตึงผิว (รุจา สารคุณ, 2548) โดยชุดการทดลองเติม Brij 35 ที่

ความเขมขนมากกวาคา ACMC 15 เทา (คา ACMC เทากับ 300 มก.ตอลิตร) ลงในดินปลอดเชื้อ

และไมปลอดเชื้อที่เติมไพรีน ท่ีอัตราสวนดิน (กรัม) ตอปริมาตร (มิลลิลิตร) เทากับ 1 ตอ 6 แลว

วิเคราะหปริมาณไพรีนในวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 ที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง 

 
   4.6.1 การสลายไพรีนในระบบสเลอรีที่มีกลุมแบคทีเรีย STK ในดินปลอดเชื้อและ

ดินไมปลอดเชื้อเมื่อเติม Brij 35  
       

ภายใตระบบที่ใช พบวาปริมาณไพรีนลดลงอยางรวดเร็วในวันที่ 3 ทั้งระบบที่มีและ

ปราศจาก Brij 35 ที่ความเขมขนมากกวาคา ACMC 15 เทา พบวามีปริมาณไพรีนเหลือ 15.83% 

และ 2.35% ในชุดสเลอรีไมปลอดเชื้อ (รูปที่ 4.7 ก.) และ 18.81% และ 1.96% ในชุดสเลอรีปลอด

เชื้อ (รูปที่ 4.6 ก.) ตามลําดับ โดยชุดที่เติม Brij 35 รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK จะมีปริมาณไพรีน

เหลืออยูมากกวาชุดที่ไมเติม Brij 35 จากรูปเห็นไดวา Brij 35 ชวยเพิ่มการสลายไพรีนโดย STK ใน

วนัที่ 1 ของทั้งสองชุด เพราะ Brij 35 สามารถชะไพรีนออกมาสูวัฏภาคน้ําได (รูปที่ 4.6 ข. และรูปที่ 

4.7 ข.) ทําใหกลุมแบคทีเรีย STK สามารถใชไพรีนไดงาย จากนั้นกลับไมเปนผลดีตอการสลายใน

วันที่ 3 และในชวงวันดังกลาว ชุดสเลอรีไมปลอดเช้ือพบไพรีนในดินนอยกวาชุดสเลอรีปลอดเช้ือ 

อยางไรก็ตามพบวา ในวันที่ 5 และ 7 ของการทดลอง ทั้งสองชุดที่เติมและไมเติม Brij 35 รวมกับ

กลุมแบคทีเรีย STK มีปริมาณไพรีนเหลืออยูนอยมากและใกลเคียงกัน ซึ่ง STK สามารถสลาย

ไพรีนไดหมดในชวงสุดทายของการทดลอง และเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่เติม Brij 35 อยาง
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เดียว  พบวาทั้งสองชุดมีปริมาณไพรีนลดลงนอยมากตลอดการทดลอง และชุดสเลอรีไมปลอดเชื้อ

พบไพรีนเหลืออยูนอยกวาชุดสเลอรีปลอดเชื้อ (รูปที่ 4.6 ก.และรูปที่ 4.7 ก.) 
                            

ก. ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีปลอดเชื้อ (วัฏภาคดิน+วัฏภาคน้ํา) 
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สเลอรีดินปลอดเช้ือ + STK สเลอรีดินปลอดเช้ือ + Brij 35 + STK
 

 
ข. ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีปลอดเชื้อ (วัฏภาคน้ํา) 
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สเลอรีปลอดเช้ือ + Brij 35 (วัฏภาคนํ้า) สเลอรีปลอดเช้ือ + Brij 35 + STK (วัฏภาคนํ้า)
 

 

รูปที่ 4.6 ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินปลอดเชื้อที่เติมและไมเติม Brij 35 รวมกับกลุม

แบคทีเรีย STK (ก. วัฏภาคดินรวมกับวัฏภาคน้ํา และ ข. วัฏภาคน้ํา) 
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ก. ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีไมปลอดเชือ้ (วัฏภาคดิน+วัฏภาคน้าํ) 
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สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ + STK สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ + Brij 35 + STK
 

 
ข. ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีไมปลอดเชือ้ (วัฏภาคน้าํ) 
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สเลอรีไมปลอดเช้ือ + Brij 35 (วัฏภาคน้ํา) สเลอรีไมปลอดเช้ือ + Brij 35 + STK (วัฏภาคน้ํา)
 

 

รูปที่ 4.7 ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่เติมและไมเติม Brij 35 รวมกับกลุม

แบคทีเรีย STK (ก. วัฏภาคดินรวมกับวัฏภาคน้ํา และ ข. วัฏภาคน้ํา)  
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           4.6.2 การเจริญของแบคทีเรียรวมในระบบสเลอรีที่มีกลุมแบคทีเรีย STK ในดิน
ปลอดเชื้อและดินไมปลอดเชื้อเมื่อเติม Brij 35 

 

เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของแบคทีเรียทั้งหมดในชุดสเลอรีปลอดเชื้อและไมปลอด

เชื้อที่มีการเติมและไมเติม Brij 35 รวมกับ STK พบวาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดของชุดที่เติม Brij 

35 มีการเจริญมากกวาชุดที่ไมเติม เชนเดียวกับชุดควบคุมสเลอรีไมปลอดเชื้อ ที่มีการเจริญของ

แบคทีเรียมากกวาชุดที่ไมเติม Brij 35 ลงไปในระบบ จากผลการทดลองในสเลอรีทั้งสองชุด 

(ปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ) ที่เติมและไมเติม Brij 35 พบวาแบคทีเรียในชวงแรกมีการเจริญเพียง

เล็กนอย ซึ่งอัตราการยอยสลายไพรีนในชวงแรกก็มีนอยเชนกัน (รูปที่ 4.6 และ รูปที่ 4.7) หลังจาก

นั้นการเจริญของแบคทีเรียเพิ่มมากขึ้นในวันที่ 3 ของการทดลอง ซึ่งตรงกับการยอยสลายไพรีนที่

เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว และการเจริญของแบคทีเรียจะมีจํานวนคงที่ จนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง (รูป

ที่ 4.8) 
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สเลอรีไมปลอดเช้ือ สเลอรีไมปลอดเช้ือ + Brij 35
สเลอรีปลอดเช้ือ + STK สเลอรีปลอดเช้ือ + Brij 35 + STK
สเลอรีไมปลอดเช้ือ + STK สเลอรีไมปลอดเช้ือ + Brij 35 + STK

 
 

รูปที่ 4.8 เปรียบเทียบการเจริญในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อเมื่อเติม Brij 35 รวมกับ

กลุมแบคทีเรีย STK 
 

  ดังนั้นรูปแบบการเจริญของแบคทีเรียที่ไดมีความสอดคลองกับงานวิจัยของ รุจา 

สารคุณ, 2548 ที่สนับสนุนวา Brij 35 สามารถทําใหกลุมแบคทีเรีย STK เจริญไดดีเมื่อเปรยีบเทยีบ

กับชุดทดลองที่ไมเติมสารนี้ และกลาวไดวาการเลี้ยงกลุมแบคทีเรีย STK ในสเลอรีดินมี
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ประสิทธิภาพคอนขางดี เนื่องจากสามารถยอยสลายไพรีนไดอยางรวดเร็วภายในระยะเวลา 3 วัน 

ถึงแมวาจะมีปริมาณไพรีนเหลืออยูในวันสุดทายของการทดลองก็ตาม 

 
4.7 การเติมแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึงผิวเทียบกับการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
ระบบสเลอรีตอความสามารถในการยอยสลายสารไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK 
 
          4.7.1 ผลการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคตินตอความสามารถในการ
ยอยสลายไพรีนในดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อในระบบสเลอรีโดยกลุมแบคทีเรีย STK 
 

ปริมาณเซอรแฟคตินที่ผลิตโดย B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่ใชในการทดลองนี้ 

พิจารณาจากความสามารถในการชะ PAHs ออกสูวัฏภาคน้ํา (รุจา สารคุณ, 2548) โดยเติมลงใน

ดินปลอดเชื้อและไมปลอดเช้ือที่มีไพรีนใหมีความเขมขนมากกวา ACMC 15 เทา (คา ACMC 

เทากับ 300 มก.ตอลิตร) โดยชุดการทดลองใหมีอัตราสวน ดิน (กรัม) ตอปริมาตร (มิลลิลิตร) 

เทากับ 1 ตอ 6 แลววิเคราะหปริมาณไพรีนในวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 ที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่

อุณหภูมิหอง 

 

จากผลการทดลองการสลายไพรีนในระบบสเลอรีเมื่อเติมเซอรแฟคตินรวมกับกลุม

แบคทีเรีย STK พบวาไพรีนคอยๆลดลงจนถึงวันที่ 3 ซึ่งไพรีนลดลงมากยิ่งขึ้นทั้งในสเลอรีปลอด

เชื้อและไมปลอดเชื้อ โดยเหลืออยู 8.25% และ 6.85% ตามลําดับ (รูปที่ 4.9 ก.และรูปที่ 4.10 ก.)  

ในขณะเดียวกันชุดที่เติมเฉพาะ STK พบไพรีน 2.39% และ1.93% ตามลําดับ โดยทุกชุดการ

ทดลองที่มี STK อยูในระบบ พบไพรีนในดินนอยมากในวันที่ 5 และ 7 ทั้งสเลอรีปลอดเชื้อและไม

ปลอดเชื้อ จากรูปเห็นไดวาเซอรแฟคตินไมชวยเพิ่มการสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ของทั้ง

สองชุด และไมสามารถชะไพรนีออกมาสูวัฏภาคน้ําได (รูปที่ 4.9 ข. และรูปที่ 4.10 ข.)  
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ก. ปริมาณไพรนีที่เหลือ (%) ในสเลอรีปลอดเชื้อ (วัฏภาคดิน+วฏัภาคน้ํา) 
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สเลอรีดินปลอดเช้ือ +  STK สเลอรีดินปลอดเช้ือ + เซอรแฟคติน +  STK
 

 
ข. ปริมาณไพรนีที่เหลือ (%) ในสเลอรีปลอดเชื้อ (วัฏภาคน้ํา) 
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สเลอรีปลอดเช้ือ + surfactin (วัฏภาคนํ้า) สเลอรีปลอดเช้ือ + surfactin + STK (วัฏภาคนํ้า)

 
 

รูปที่ 4.9  ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินปลอดเชื้อที่เติมและไมเติมเซอรแฟคตินรวมกับ

กลุมแบคทีเรีย STK (ก. วัฏภาคดินรวมกับวัฏภาคน้ํา และ ข. วัฏภาคน้ํา)  
 
 
 
 
 
 



 60 

ก. ปริมาณไพรนีที่เหลือ (%) ในสเลอรีไมปลอดเชื้อ (วฏัภาคดิน+วฏัภาคน้าํ) 
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สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ + เซอรแฟคติน  
สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ +  STK สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ + เซอรแฟคติน +  STK

 
 

ข. ปริมาณไพรนีที่เหลือ (%) ในสเลอรีไมปลอดเชื้อ (วฏัภาคน้าํ) 
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สเลอรีไมปลอดเช้ือ + surfactin (วัฏภาคนํ้า) สเลอรีไมปลอดเช้ือ + surfactin + STK (วัฏภาคนํ้า)

 
 

รูปที่ 4.10  ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่เติมและไมเติม surfactin รวมกับ

กลุมแบคทีเรีย STK (ก. วัฏภาคดินรวมกับวัฏภาคน้ํา และ ข. วัฏภาคน้ํา)  

 

จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาการเติมเซอรแฟคตินซึ่งเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ไมชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ซึ่งกลุมแบคทีเรียนี้สามารถ

ทํางานไดดีโดยไมตองเติมสารนี้ 
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4.7.2 ผลของการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่สรางสารลดแรงตึง
ผิวตอความสามารถในการยอยสลายสารไพรีนในระบบสเลอรีทั้งในดินปลอดเชื้อและไม
ปลอดเชื้อ โดยกลุมแบคทีเรีย STK  
  

การสลายไพรีนในชุดที่เติม B.subtilis สายพันธุ BBK-1 (ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 1, 5, 

10, 15 และ 20 เทาของปริมาณเชื้อ 107 CFU/มล.) รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK พบวาไพรีนเริ่ม

ลดลงในชวงแรกของการทดลอง จนกระทั่งในวันที่ 3 ไพรีนลดลงอยางรวดเร็ว โดยทุกชุดการ

ทดลองใน สเลอรีปลอดเช้ือที่เติม BBK-1 และ STK สามารถตรวจพบไพรีนอยูในชวง 2.10% - 

2.67% และในสเลอรีไมปลอดเชื้อมีปริมาณไพรีนอยูในชวง 1.19% - 2.16% ซึ่งมีคาใกลเคียงกับ

ชุดที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK เพียงอยางเดียว ในชุดนี้พบไพรีนในสเลอรีปลอดเช้ือและไมปลอดเชื้อ

เทากับ 2.39% และ 1.93% ตามลําดับ และหมดไปในวันที่ 5 และ 7 หรือมีไพรีนในระดับนอยมาก

เหมือนกันทุกชุดการทดลองที่มีการเติม STK รวมดวย (รูปที่ 4.11 และรูปที่ 4.12) 
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สเลอรี + STK+ BBK-1 10X  สเลอรี + STK+ BBK-1 15X  สเลอรี + STK+ BBK-1 20X  

 
 

รูปที่ 4.11  ผลการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่สรางสารลดแรงตึงผิวตอ

ความสามารถในการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อโดยกลุมแบคทีเรีย STK (BBK-1 

1X เทากับ 107 CFU/มล.) 
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สเลอรี สเลอรี + STK สเลอรี + BBK-1 1X 
สเลอรี + BBK-1  5X สเลอรี + BBK-1 10X  สเลอรี + BBK-1 15X  
สเลอรี + BBK-1 20X  สเลอรี + STK+ BBK-1 1X สเลอรี + STK+ BBK-1 5X 
สเลอรี + STK+ BBK-1 10X  สเลอรี + STK+ BBK-1 15X  สเลอรี + STK+ BBK-1 20X  

 
 

รูปที่ 4.12 ผลของการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่สรางสารลดแรงตึงผิวตอ

ความสามารถในการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อโดยกลุมแบคทีเรีย STK (BBK-1 

1X เทากับ 107 CFU/มล.) 

 

เมื่อพิจารณาการสลายไพรีนในชุดที่เติม B. subtilis สายพันธุ BBK-1 อยางเดียว           

ที่ปริมาณเชื้อเร่ิมตนตางกัน พบวาตลอดชวงของการบําบัด อัตราการสลายไพรีนไมคงที่ แมวาจะ

เพิ่มปริมาณเชื้อเริ่มตนของแบคทีเรียก็ไมสามารถเพิ่มการสลายได โดยการสลายไพรีนที่พบได

ในชวงของการบําบัด พบวาสวนใหญนาจะเกิดจากการทํางานของกลุมแบคทีเรีย STK ทั้ง       

ในสเลอรีปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ 

 

จึงนําผลการทดลองในชุดที่เติม B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่มีจํานวนแบคทีเรีย

เร่ิมตน 107 CFU/มล. ที่ไดจากรูปที่ 4.11 และรูปที่ 4.12 เปนตัวแทนในการเปรียบเทียบการสลาย

ไพรีนในดินรวมกับกลุมแบคทีเรีย STK (รูปที่ 4.13) 
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ก. สเลอรี่ปลอดเชื้อ 
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ข. สเลอรีไ่มปลอดเชื้อ 
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รูปที่ 4.13 ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) ในสเลอรีดินปลอดเชื้อ (ก.) และไมปลอดเชื้อ (ข.) ที่เติม

และไมเติม BBK-1 (107CFU/มล.) รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK  

 

จากรูปที่ 4.13 อัตราการยอยสลายไพรีนเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในวันที่ 3 ในชุดที่เติม 

BBK-1 และ STK โดยชุดสเลอรีปลอดเช้ือและไมปลอดเชื้อมีปริมาณไพรีนเหลืออยู 2.43%และ

1.33% ตามลําดับ ในขณะเดียวกันชุดที่เติมเฉพาะ STK พบไพรีน 2.39% และ1.93% ตามลําดับ  

เนื่องจาก BBK-1 ไมมีสวนชวยในการสลายไพรีนเมื่อเติมรวมกับ STK ดังกลาว

ขางตนในขั้นตอนตอไป จึงนํา BBK-1 เชื้อเร่ิมตนประมาณ 107CFU/มล.นําไปเปนตัวแทนในการ
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ติดตามพลวัตรประชากรแบคทีเรีย ในสเลอรีไมปลอดเชื้อเมื่อเติมรวมกับ STK เพื่อศึกษา

ผลกระทบตอแบคทีเรียในดินเมื่อเติมจุลินทรียตางถิ่น  
 
4.8 พลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ในชวงเวลาของการบาํบัด 

 

การติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ในชวงเวลาของการบําบัด          

ไดออกแบบการศึกษาเปนชุดการทดลอง 5 ชุดดังนี้ 

 

1. การสลายตัวของไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ 

2. การสลายตัวของไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่ผสมกับกลุมแบคทีเรีย STK  

3. การสลายตัวของไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่ผสมกับกลุมแบคทีเรีย STK และ 

Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1  

4. กลุมแบคทีเรีย STK ที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM เพื่อใชเปนชุดควบคุม

เปรียบเทียบตําแหนงของแบคทีเรียแตละชนิดของกลุมแบคทีเรีย STK บนพอลิอะคริลาไมดเจล 

5. Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB เพื่อใชเปน

ชุดควบคุมเปรียบเทียบตําแหนงของแบคทีเรีย บนพอลิอะคริลาไมดเจล 

 

การติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ในชวงเวลาของการบําบัด ทาํได

โดยการสกัดดเีอ็นเอของจุลินทรียตางๆจากตัวอยางดิน ปรับความเขมขนดีเอ็นเอแมแบบใหเทากนั 

จากนั้นเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส นาํผลิตภัณฑที่ไดซึ่งมขีนาดประมาณ 

500 bp ไปวิเคราะหดวยวิธ ีDenaturing Gradient Gel Electrophoresis  (DGGE)   ซึ่งไดผลการ

ทดลองดังนี้  
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4.8.1 พลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลองการสลายไพรีนในสเลอรีดิน
ไมปลอดเชื้อ 

 
การติดตามพลวัตรประชากรแบคทีเรียในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อผสมกับไพรีน เพื่อดู

การเปลี่ยนแปลงโครงสรางประชากรของแบคทีเรียในดินในชวงเวลาของการบําบัด ดวยเทคนิค 

DGGE ในพอลิอะคริลาไมดเจลที่มี 40 - 70% denaturant  พบวา มีแถบดีเอ็นเอที่เดนชัดจํานวน 

6 แถบในโปรไฟลของ DGGE ในวันที่ 0-3 ของการทดลองพบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 5 แถบ ดีเอ็นเอ

ที่เดนชัดพบ 3 แถบ คือ 1, 2 และ 3 สําหรับแถบดีเอ็นเอที่ 4 และ 5 ไมสามารถเห็นไดอยางเดนชัด 

ซึ่งแถบดีเอ็นเอทั้ง 5 แถบนี้สามารถพบไดในโปรไฟลของ DGGE จนสิ้นสุดการทดลอง นอกจากนี้

ยังพบวาแถบดีเอ็นเอที่ 6 ปรากฏขึ้นมาในวันที่ 5 และ 7 ของการทดลอง (รูปที่ 4.14) 

เมื่อเปรียบเทียบโครงสรางประชากรที่ไดกับผลการสลายตัวของของไพรีนจะเห็นได

วาตลอดการทดลองมีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณไพรีนและจํานวนประชากรแบคทีเรียในสเลอรี

ดินไมปลอดเช้ือเพียงเล็กนอย โดยปริมาณไพรีนที่เหลือทุกๆวันที่ทดสอบ มีคาไมแตกตางกันมาก

นัก อยูระหวาง 84-97% โดยในวันที่ 7 มีปริมาณไพรีนเหลือ 84.6% สอดคลองกับจํานวน

ประชากรแบคทีเรียซึ่งมีคาใกลเคียงกันตลอดการทดลอง ดังรูปที่ 4.15 
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รูปที่ 4.14 แถบชิ้นสวนดีเอ็นเอของ 16S rDNA แสดงพลวัตรประชากรแบคทีเรียในสเลอรีดินไม

ปลอดเชื้อที่ผสมไพรีนที่เวลาตางๆ โดยวิธี DGGE ในพอลิอะคริลาไมดเจลที่มี 40 – 70% 

denaturant  
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รูปที่ 4.15 การเจริญของแบคทีเรียทัง้หมดและปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ 
 
4.8.2 พลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลองการสลายไพรีนในสเลอรีดิน

ไมปลอดเชื้อที่ผสมกลุมแบคทีเรีย STK  
 

การติดตามพลวัตรประชากรแบคทีเรียและการสลายไพรีนของชุดการทดลอง    

ในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ ที่ผสมกลุมแบคทีเรีย STK โดยเทคนิค DGGE ในพอลิอะคริลาไมดเจลที ่
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มี 40 - 70% denaturant พบวาในชวงการบําบัดมีแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้น 5 แถบ โดย 3 แถบ คือแถบ

ที่ 1, 2 และ 4  พบวามีตําแหนงตรงกับแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ที่ใชเปนชุดควบคุม

ผลบวก โดยวันที่ 3, 5 และ 7 ของการทดลองพบวา แถบดีเอ็นเอสวนใหญเดนชัดมากกวาวันที่ 0 

และ วันที่ 1 โดยเฉพาะแถบดีเอ็นเอที่ 2 มีความโดดเดนมากที่สุด รองลงมาคือแถบดีเอ็นเอที่ 4 

และ 1 ตามลําดับ นอกจากนี้ยังสามารถพบแถบดีเอ็นเอแถบที่ 3 และ 5 ซึ่งมีตําแหนงตรงกับแถบ

ดีเอ็นเอของแบคทีเรียในดิน โดยแถบดีเอ็นเอแถบที่ 3 สามารถพบไดจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง

นอกจากนี้ แถบที่ 5 สามารถพบไดในวันที่ 0 ของการทดลอง และหายไปในวันที่ 3 ของการทดลอง 

และจะปรากฏอีกครั้งในวันที่ 5 และ 7 (รูปที่ 4.16) 

 

เมื่อเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ที่ใชเปนชุดควบคุมผลบวก 

พบวากลุมแบคทีเรีย STK ที่อยูในดินมีความโดดเดนที่สุดในวันที่ 3 ของการทดลอง และในวันที่ 5 

และ 7 กลุมแบคทีเรีย STK ยังคงมีความโดดเดนใกลเคียงกับวันที่ 3 ของการทดลอง และยังคงพบ

เชื้อกลุมนี้อยูในดินตลอดชวงเวลาของการทดลอง และพบเชื้อแบคทีเรียจากในดินเองตลอดการ

ทดลองจางกวาของกลุมแบคทีเรีย STK ซึ่งสอดคลองกับการสลายตัวของของไพรีนที่พบวาวันที่ 3 

เปนวันที่ปริมาณไพรีนมีอัตราการลดลงสูงสุด ซึ่งมีไพรีนเหลืออยู 1.93%และหมดไปในวันที่ 5 และ 

7 ของการทดลอง (รูปที่ 4.17) 
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รูปที่ 4.16 แถบชิ้นสวนดีเอ็นเอของ 16S rDNA แสดงพลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลอง

การสลายตัวของไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ ที่ผสมกลุมแบคทีเรีย STK ที่เวลาตางๆ โดยวิธี 

DGGE ในพอลิอะคริลาไมดเจลที่มี 40 – 70% denaturant  
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ปริมาณไพรีนในชุดสเลอรีดินไมปลอดเช้ือ + STK

จํานวนแบคทีเรียท้ังหมด (แบคทีเรียในดิน + STK)
 

 

รูปที่ 4.17 การเจริญของแบคทีเรียทัง้หมดและปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ

ที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK 
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4.8.3 พลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลองการสลายไพรีนในสเลอรีดิน
ไมปลอดเชื้อที่ผสมกลุมแบคทีเรีย STK และ Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1  

 
การติดตามพลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลองสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ 

ผสมกับไพรีน, กลุมแบคทีเรีย STK และ B.subtilis สายพันธุ BBK-1 เพื่อดูพลวัตรประชากรของ

แบคทีเรียทั้งหมดที่เกิดข้ึนในชวงเวลาของการบําบัด ผลจากการวิเคราะหดวยเทคนิค DGGE ใน

พอลิอะคริลาไมดเจลที่มี 40 - 70% denaturant เมื่อเร่ิมตนการทดลองพบวา มีแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้น 

3 แถบ คือแถบที่ 1, 3 และ 4 พบวามีตําแหนงตรงกับแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ที่ใชเปน

ชุดควบคุมผลบวก ในวันที่ 3 พบวาแถบดีเอ็นเอสวนใหญเดนชัดขึ้นมาและมีความเดนชัดใกลเคียง

กันกับวันที่ 5 และ 7 โดยในวันที่ 3 ของการทดลองแถบดีเอ็นเอที่ 3 และ 4 มีความเขมมากที่สุด

และใกลเคียงกัน และแถบดีเอ็นเอที่ 1 จางที่สุด ในขณะที่วันที่ 5 ของการทดลอง แถบดีเอ็นเอที่ 4 

มีความโดดเดนมากที่สุด รองลงมาคือแถบดีเอ็นเอที่ 3 และ 1 ตามลําดับ นอกจากนี้แถบดีเอ็นเอที่ 

4 ที่พบไดในชวงของการบําบัด นอกจากจะตรงกับแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK แลว ยัง

ตรงกับแถบดีเอ็นเอของ B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ซึ่งแถบดีเอ็นเอที่ 4 ที่พบไดในชวงของการ

บําบัดอาจจะเปนแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK และ B. subtilis สายพันธุ BBK-1 และ

ในชวงของการบําบัดสามารถพบแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับตําแหนงของแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียใน

ดินคือแถบดีเอ็นเอที่ 1 ซึ่งยังตรงกับแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK อีกดวย (รูปที่ 4.18) 

 

เมื่อเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ที่ใชเปนชุดควบคุมผลบวก 

พบวากลุมแบคทีเรีย STK ที่อยูในดินมีความโดดเดนที่สุดในวันที่ 3 ของการทดลอง และในวันที่ 5 

และ 7กลุมแบคทีเรีย STK ยังคงมีความโดดเดนใกลเคียงกับวันที่ 3 ของการทดลอง และยังคงพบ

เชื้อกลุมนี้อยูในดินตลอดชวงเวลาของการทดลอง ซึ่งสอดคลองกับการสลายตัวของของไพรีนที่

พบวาวันที่ 3 เปนวันที่ปริมาณไพรีนมีอัตราการลดลงสูงสุด ซึ่งมีไพรีนเหลืออยู 1.33% และหมดไป

ในวันที่ 5  และ 7 ของการทดลอง (รูปที่4.19) 
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รูปที่ 4.18 แถบชิ้นสวนดีเอน็เอของ 16S rDNA แสดงพลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลอง

การสลายตวัของไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ ที่ผสมกลุมแบคทีเรีย STK และ B. subtilis สาย

พันธุ BBK-1ทีเ่วลาตางๆ โดยวิธ ีDGGE ในพอลิอะคริลาไมดเจลที่ม ี40 – 70% denaturant  
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รูปที่ 4.19 การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมดและปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ

ที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK และ Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1 
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   ในดิน 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

                            
ในงานวิจัยนี้ศึกษาการเติมสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหและชีวภาพรวมกับกลุมแบคทีเรีย 

STK เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายสารไพรีนในดิน โดยกลุมแบคทีเรีย STK เปนกลุม

แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากใบมะขามที่ใชไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได (ทิมากร แสงดํา, 

2547) ประกอบดวยแบคทีเรีย 3 สายพันธุ คือ Zoogloea sp., Stenotrophomonas sp. และ 

Mesorhizobium sp. สําหรับดินที่นํามาใชในการทดลองนั้นเปนดินที่มีการปนเปอนน้ํามันเครื่อง

ใกลบริเวณเครื่องสูบน้ําจาก ต.ทุงขวาง อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม  เมื่อทดสอบดวย GC-FID แลว

ไมพบสาร PAHs ซึ่งอาจเปนผลเนื่องจากในระหวางขั้นตอนการเตรียมดนิที่มีการตากแหงนั้นมีการ

ระเหยของสาร PAHs ออก เมื่อวิเคราะหลักษณะเนื้อดินพบมีลักษณะรวน มีอัตราสวนคารบอนตอ

ไนโตรเจนตอฟอสฟอรัส (C:N:P) เทากับ 173:15:3 ซึ่งเปนอัตราสวนที่เหมาะสมของการบําบัด 

PAHs ใกลเคียงกับที่รายงานไวโดย รุจา สารคุณ (2548) ที่มีอัตราสวนเทากับ 123:10:2 และ

รายงานของ Hupe และคณะ (2001) ที่มีอัตราสวนเทากับ 100:8:2 และรายงานของ Lee และ

คณะ (2001) ที่มีอัตราสวนเทากับ 100:10:2  จึงนําดินนี้มาทําใหปนเปอนไพรีน เพื่อนําไปใชใน

การทดลองตอไป  
            จากการทดสอบหาปริมาณน้ําที่เหมาะสมในสเลอรีดินเพื่อสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย 

STK พบวาการยอยสลายไพรีนแปรผันตามปริมาณน้ําที่เพิ่ม โดยที่ปริมาณน้ําสูง ปริมาณของ

ไพรีนที่เหลือในสเลอรีจะยิ่งลดลง อยางไรก็ตามเมื่อปริมาณน้ํามีถึงจุดหนึ่งที่เหมาะสมแลว จะไม

สามารถเพิ่มอัตราการยอยสลายไดอีก ในการทดลองพบวาอัตราสวนดิน:น้ําที่เหมาะในการยอย

สลายไพรีนอยูในชวง 1:4 - 1:12 (กรัม/มล.) โดยเฉพาะอัตราสวนดิน:น้ํา 1:4 และ1:6 (กรัม/มล.) 

ใหปริมาณไพรีนเหลือนอยกวาชุดอ่ืนๆ แมวาปริมาณไพรีนที่เหลืออยูทั้ง 2 ชุดนี้ มีคาไมตางกับชุด

อ่ืนมากนัก Doick และ Semple (2003) รายงานวาการยอยสลายฟแนนทรีนที่ความเขมขน 100 

ppm โดย Pseudomonas sp. ในชวงของการทดลอง 10 วัน พบวาการยอยสลายเกิดขึ้นไดดีที่

อัตราสวนดิน:น้ําตั้งแต 1:2-1:5 โดยเฉพาะที่อัตราสวน 1:2 มีการยอยมากที่สุด ดังนั้นน้ํามีบทบาท

ในการบําบัดสาร PAHs โดยเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสระหวางจุลินทรียกับ PAHs การเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัส

ดังกลาวเกิดจากการแตกตัวของดินทําให PAHs เคลื่อนไปยังวัฏภาคน้ําได รวมทั้งเพิ่มการเคลือ่นที่

ของจุลินทรียไดดวย (Ortega และ Alexander, 1994) และสอดคลองกับรายงานของ Fu และ 

Alexander (1995) ที่บําบัด PAHs ในสเลอรีดินดวยอตัราสวน 1:10 พบวาสามารถเพิ่มการยอย
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สลายฟแนนทรีนได และรายงานของ Labare และ Alexander (1995) พบวาการยอยสลาย    

ฟแนนทรีนในระบบสเลอรีที่เติม dibutyl phthalate จะเพิ่มข้ึนจาก 4.4% เปน 36.9%  

            เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของการใหอากาศตอการยอยสลายไพรีนในดินในระบบสเลอรี

อัตราสวน ดิน:น้ํา เทากับ1:6 (กรัม/มล.) โดยนําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150, 200 และ 

250  รอบ/นาที พบวาในวันที่ 3 ของการทดลอง ทั้งชุดสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ ที่ 150 

รอบ/นาที มีปริมาณไพรีนเหลืออยูนอยที่สุด คือ 0.91% และ 1.04% ตามลําดับ สวนที่ 200 รอบ/

นาที มีปริมาณไพรีนเหลืออยู 1.96% และ 2.35% ตามลําดับ และที่ 250 รอบตอนาที มีปริมาณ

ไพรีนเหลืออยู 6.39% และ 6.83% ตามลําดับ ซึ่งมีปริมาณมากกวาที่ความเร็ว 150 และ 200 

รอบ/นาที สาเหตุที่การใชความเร็ว 250 รอบ/นาที มีไพรีนเหลือมากที่สุด อาจเนื่องมาจากที่

ความเร็วรอบนี้  STK เขาสูระยะ stationary phase เร็วขึ้น ทําใหแบคทีเรียมีการเจริญอยางรวดเร็ว

และใชไพรีนไดมากในชวงตนของการทดลองและในชวงทายจํานวนแบคทีเรียเริ่มลดลง ทําให

ไพรีนเหลือมากกวาที่ความเร็วรอบอื่น หรืออาจเกิดจากขั้นตอนในการบําบัดที่ใชขวดรูปชมพูเมื่อใช

ที่ความเร็วรอบสูงๆ ทําใหไพรีนสามารถเกาะติดบริเวณขอบของขวดไดสูงกวาที่ความเรว็รอบอ่ืนทาํ

ใหไพรีนติดอยูที่ขางขอบของขวด จึงไมสามารถนําไพรีนออกมาสกัดไดทั้งหมด และเมื่อพิจารณา

ชุดที่ไมปลอดเชื้อมีไพรีนเหลือนอยกวาชุดที่ปลอดเชื้อ ทั้งสามความเร็วรอบ ลักษณะที่คลายกันนี้

อาจเกิดจากจุลินทรียในดินตามธรรมชาติมีความสามารถในการยอยสลายสารไพรีนไดบาง โดย

บริเวณที่มีการปนเปอนสารดังกลาว จุลินทรียอาจมีการปรับตัวเพื่อใหอยูรอดในสภาวะที่มีการ

ปนเปอนสารดังกลาวทั้งทางดานขนาด โครงสราง สรีระวิทยาและพันธุกรรม (Ridgeway และ

คณะ, 1990) การปรับตัวดังกลาวอาจมีสวนชวยใหจุลินทรียเหลานี้สามารถยอยสลายสารประกอบ

ไพรีนได โดยกลไกการยอยสลายอาจเปนการยอยสลายเพื่อนํามาใชเปนแหลงคารบอนและ

พลังงานในการเจริญของเซลล  หรือการยอยสลายแบบไมสมบูรณ โดยอาศัยกลไกการเกิดโคเมตา

บอลิซึม (catabolism) (Bastiean และคณะ, 2000)                       

            เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของแบคทีเรียทั้งหมดในชุดการยอยสลายไพรีนโดยกลุม

แบคทีเรีย STK ในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ ที่ความเร็ว 150, 200 และ 250 รอบ/นาที  

พบวาการยอยสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ในชุดสเลอรีปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ ทั้ง 3 

ความเร็วรอบมีแนวโนมคลายคลึงกัน โดยในวันที่ 0 ของการทดลอง มีจํานวนแบคทีเรียประมาณ  

8 log CFU ตอมล. ในวันที่ 1 มีการเปลี่ยนแปลงจํานวนแบคทีเรียเพียงเล็กนอย โดยแบคทีเรียอยู

ในระยะปรับตัว (lag phase) แลวการเจริญจะเพิ่มจํานวนมากขึ้นในวันที่ 3 สอดคลองกับการ

สลายไพรีนที่เกิดขึ้นอยางรวดเร็ว โดยจากนั้นเริ่มเขาสูระยะคงที่ และจํานวนแบคทีเรียในดินนั้นก็มี

จํานวนคอนขางคงที่และการยอยสลายเกิดในอัตราที่ต่ํา นอกจากนี้การเพิ่มความเร็วรอบเพื่อเพิ่ม

ปริมาณออกซิเจน ไมมีผลตอการเจริญของกลุมแบคทีเรีย STK เมื่อพิจารณาการเจริญในชุดสเลอรี
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ไมปลอดเชื้อ พบวาแบคทีเรียในดินไมมีผลกระทบตอการเจริญของกลุมแบคทีเรีย STK จํานวน

แบคทีเรียมีปริมาณใกลเคียงกับชุดควบคุม กลาวคือ ไมเกิดภาวะการแขงขันระหวาง จุลินทรียตาง

ถิ่นกับจุลินทรียที่อยูประจําถิ่น (indigenous microorganisms) และจุลินทรยีตางถิ่นสามารถอยู

รอดไดในสภาพแวดลอมนั้นๆ (Vidali, 2001)            

เมื่อทดสอบการสลายไพรีนในระบบสเลอรีที่เติม Brij 35 รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK โดย

รุจา สารคุณ (2548) ไดรายงานวาไพรีนถูกชะจากดินสูวัฏภาคน้ําสูงสุดโดยใช  Brij 35 ที่ความ

เขมขนมากกวาคา ACMC 15 เทา ดังนั้นจึงใชความเขมขนนี้มาทดสอบการยอย พบวาในวันที่ 3 

ชุดสเลอรีปลอดเชื้อที่เติม Brij 35 รวมกับ STK ชะลอการสลายไพรีนเมื่อเปรียบเทียบกับชุดที่เติม 

STK อยางเดียว ทั้งนี้อาจเกิดจากการที่กลุมแบคทีเรีย STK มีการปรับตัวและสามารถใช Brij 35 

เปนแหลงคารบอนกอนจะเกิดการยอยสลายไพรีนได ซึ่ง Brij 35 อาจถกูใชเปนแหลงคารบอนได

ดีกวา (Deschênes และคณะ, 1996 ; Tiehm และคณะ, 1997) หรืออาจเกิดจากการยับยั้ง

เนื่องจากสมบัติของสารลดแรงตึงผิวเอง ที่มีโครงสรางเปนแบบแอมฟพาติก (amphipatic 

structure) ซึ่งประกอบดวยสวนที่มีข้ัว และไมมีขั้ว จึงทําใหสารลดแรงตึงผิวรวมตัวอยูบริเวณผิว

ประจันระหวางวัฏภาคน้ํา และวัฏภาคสาร PAHs (West และ Harwell, 1992) ทําใหจุลินทรียเขา

ไปสัมผัสกับ PAHs ไดยากขึ้น สงผลใหมีการยอยสลายไดนอยลง (Ortega-Calvo และ 

Alexander, 1994) สอดคลองกับรายงานของ รุจา สารคุณ (2548) ที่พบวาการเติม Brij 35 เกิด

การสลาย PAHs ชากวาการไมเติมสารนี้และไมมีผลดานลบตอการเจริญของจุลินทรีย อยางไรก็

ตามอัตราการยอยสลายเพิ่มข้ึนในวันที่ 5 และวันที่ 7 โดยมีปริมาณไพรีนเหลือนอยมากใกลเคียง

กับชุดควบคุม และผลนี้พบเชนเดียวกันในกรณีของสเลอรีไมปลอดเช้ือนั่นคือการเติม Brij 35 ที่

ความเขมขนมากกวาคา ACMC 15 เทา ไมชวยเพิ่มความสามารถในการยอยสลายไพรีนโดยกลุม

แบคทีเรีย STK โดยการยอยของวันที่ 3 เกิดนอยกวาชุดควบคุมและประสิทธิภาพในการยอยมีคา

ใกลเคียงกับชุดควบคุมในชวงทายของการทดลอง นอกจากนี้ปริมาณไพรีนในสเลอรีไมปลอดเชื้อ

ในวันที่ 3 ถึง 7 มีคานอยกวาในสเลอรีปลอดเชื้อแสดงวาเชื้อที่ปนเปอนในดินสามารถยอยไพรีนได

บาง 

            จากการทดลองผลกระทบดานการเจริญของกลุมแบคทีเรีย STK พบวา Brij 35 ไมมีผล

ดานลบตอกลุมแบคทีเรีย STK และแบคทีเรียในดิน ซึ่งจํานวนแบคทีเรีย STK และแบคทีเรียในดิน

มีการเพิ่มจํานวนมากกวาชุดที่ไมมีการเติม Brij 35 สอดคลองกับการทดลองของรุจา สารคุณ 

(2548) พบวาเมื่อเติม Brij 35 การเจริญของกลุมแบคทีเรีย STK จะเพิ่มจํานวนมากกวาชุดควบคุม  

            สําหรับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (เซอรแฟคติน) ที่อัตราสวน 1:6 (กรัม/มล.) ที่ความเขมขน

มากกวาคา ACMC 15 เทา รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK พบวาเซอรแฟคตินไมชวยใหเกิดการยอย

สลายไพรีน ทั้งในสเลอรีปลอดเชื้อและไมปลอดเช้ือ เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่เติมกลุมแบคทีเรีย 
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STK เพียงอยางเดียว โดยพบวาในวันที่ 3 ถึง วันที่ 7 ยังคงมีปริมาณไพรีนเหลืออยูในดินมากกวา

ชุดควบคุม เชนเดียวกับรายงานของรุจา สารคุณ, 2548 ที่พบวาในวันสุดทายของการทดลองของ

ชุดที่เติมเซอรแฟคตินและ STK ปริมาณไพรีนเหลือ 18.81% ซึ่งมากกวาชุดที่เติม STK เพียงอยาง

เดียว ซึ่งมีไพรีน 1.99% เปนไปไดวากลุมแบคทีเรีย STK มีการปรับตัวและสามารถใชเซอรแฟคติน 

และสารอาหารที่มีอยูในดินเปนแหลงพลังงาน และคารบอนกอนการใช PAHs (Marcoux และ

คณะ, 2000;  Maslin และ Maier, 2000)  

            ผลจากการเติม B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่ปริมาณเชื้อเร่ิมตนตางๆรวมกับกลุม

แบคทีเรีย STK ในชวงวันที่ 3, 5 และ 7 พบวาไมชวยเพิ่มการยอยสลายไพรีน โดยใหผลการยอย

สลายใกลเคียงกับชุดควบคุมที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK เพียงอยางเดียว โดยเฉพาะเมื่อเพิ่ม

ปริมาณเชื้อเร่ิมตนของ B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ใหมากขึ้นกลับพบวาไมสามารถเพิ่มอัตรา

การยอยสลายไพรีนได ทั้งในสเลอรีปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ ซึ่งอัตราการสลายไพรีนในสเลอรีไม

ปลอดเชื้อมีมากกวาในสเลอรีปลอดเชื้อ อยางไรก็ตาม คาที่ไดมีความแตกตางเพียงเล็กนอย 

            จากสมบัติของสาร PAHs ที่มีความสามารถละลายน้ําไดนอย ทําใหจุลินทรียเขาไปสัมผัส

และนําสาร PAHs มาใชในการเจริญไดยาก  ซึ่งเปนขอจํากัดในการบําบัดสารนี้ในดิน ดังนั้นการ

เติมสารลดแรงตึงผิวสามารถเพิ่มการละลายของสาร PAHs ในน้ํา สงผลใหจุลินทรียสามารถ

นําไปใชในการเจริญไดงายขึ้น และทําใหมีอัตราการยอยสลายเพิ่มข้ึน (Guerin และ Jones, 

1988a, 1988b; Arostein และ Alexander, 1993; Tiehm, 1994; Jimenez และ Bartha, 1996; 

Cuny และคณะ, 1999; Van Hamme และ Ward, 1999) 

ผลการติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรียที่อยูในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่ปนเปอน

สารไพรีน โดยใชเทคนิค DGGE พบวาโครงสรางประชากรแบคทีเรียในดินมีความหลากหลายของ

แถบดีเอ็นเอในโปรไฟลของ DGGE นอย (รูปที่ 4.14) จากผลการทดลองขางตนพบวาแบคทีเรียใน

ดินอยางเดียวแทบจะไมมีสวนชวยในการสลายไพรีนหรือมีสวนชวยในการยอยไดเพียงเล็กนอย 

โดยแถบดีเอ็นเอท่ีเห็นชัดและสามารถพบไดตลอดการทดลองนั้นนาเปนผลมาจากแบคทีเรียใช

สารอาหารที่มีอยูในดินเปนแหลงพลังงาน และคารบอนแทนการใช PAHs (Marcoux และคณะ, 

2000;  Maslin และ Maier, 2000) และในชวงทายของการทดลองพบแถบดีเอ็นเอชนิดใหมโดด

เดนขึ้นมาอีกครั้ง แสดงวาอาจมีแบคทีเรียบางชนิดปรับตัวเพื่อใหเคยชินกับสารพิษในดินได  

การเตรียมกลุมแบคทีเรีย STK เพื่อนําไปใชในการบําบัดไพรีนในระบบสเลอรี โดยใช

เทคนิค DGGE พบวากลุมแบคทีเรีย STK ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ซึ่งใชเปนชุด

ควบคุมผลบวก มีแถบดีเอ็นเอที่เห็นเดนชัด 3 แถบดวยกัน ซึ่งตรงกับที่ ทิมากร แสงดํา (2547)    

ไดรายงานการคัดแยกกลุมแบคทีเรีย STK จากใบมะขาม วาประกอบดวยแบคทีเรีย 3 ชนิด เมื่อ

ติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ในชวงของการบําบัด  โดยอาศัย DGGE โปรไฟลของ
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แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มจํานวน 16S DNA จากผลการทดลองตรวจสอบการยอยสลายไพรีน 

พิสูจนใหเห็นวา กลุมแบคทีเรีย STK สามารถยอยสลายสารไพรีนที่ปนเปอนในดินไดอยางมี

ประสิทธิภาพมากที่สุด และเมื่อติดตามพลวัตรประชากรของแบคทีเรียในดินที่มีการเติมกลุม

แบคทีเรีย STK ลงไปในชวงเวลาของการบําบัดดวยเทคนิค DGGE พบวาโครงสรางประชากร

แบคทีเรียในชุดการทดลองมีความหลากหลายมากขึ้น โดยพบทั้งแถบดีเอ็นเอจากกลุมแบคทีเรีย 

STK ที่เติมลงไปและแถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรียที่มีอยูในดิน จากผลของ DGGE จะเห็นวาวันที่ 3, 

5 และ 7 ของการทดลองมีแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับแถบดีเอ็นเอจากกลุมแบคทีเรีย STK โดดเดนที่สุด 

คือแถบดีเอ็นเอที่ 1, 2 และ 4 ตามลําดับ โดยเฉพาะแถบดีเอ็นเอที่ 2 ซึ่งมีความโดดเดนมากที่สุด 

(รูปที่ 4.16) ซึ่งผลที่ไดนี้สอดคลองกับผลตรวจสอบการยอยสลายไพรีน โดยพบวาวันที่ 3 ของการ

ทดลองมีอัตราการสลายสารไพรีนเกิดขึ้นมากที่สุดดวย และปริมาณไพรีนจะหมดไดภายในวันที่ 5 

และ 7 ในชวงของการบําบัดสามารถพบแถบดีเอ็นเอที่ 3 และ 5 ซึ่งตรงกับแถบดีเอ็นเอของ

แบคทีเรียในดิน จากผลการทดลองตรวจสอบการยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรียในดิน แสดงใหเห็น

วาแบคทีเรียในดินชวยใหเกิดการสลายไพรีนในดินปนเปอนเพียงเล็กนอย และแถบดีเอ็นเอของ

แบคทีเรียในดินที่โดดเดนในชวงของการทดลองนั้นนาเปนผลมาจากแบคทีเรียใชอาหารที่มีในดิน

เพื่อการเจริญ และในชวงตนและทายของการทดลองพบแถบดีเอ็นเอที่ 5 โดดเดนขึ้นมาเปนบางวนั 

แสดงวาอาจมีแบคทีเรียบางชนิดปรับตัวเพื่อใหเคยชินกับสารพิษในดินได  

              จากนั้นไดนํากลุมแบคทีเรีย STK ผสมกับ Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1 เพื่อ

นําไปใชในการบําบัดไพรีนในดินในสภาวะสเลอรีในชวงเวลาของการทดลอง โดยใชเทคนิค DGGE 

พบวาสามารถพบแถบดีเอ็นเอที่เห็นเดนชัด 3 แถบที่ตรงกับกลุมแบคทีเรีย STK สามารถพบไดจน

สิ้นสุดการทดลอง โดยเฉพาะในวันที่ 3, 5 และ 7 ของการทดลอง พบวาแถบดีเอ็นเอมีความโดด

เดนมากที่สุดโดยเฉพาะอยางยิ่งแถบดีเอ็นเอที่ 4 มีความโดดเดนมากที่สุด รองลงมาคือแถบดีเอ็น

เอที่ 3 และแถบดีเอ็นเอที่ 1 จางที่สุด นอกจากนี้ยังพบวาแถบดีเอ็นเอที่ 4 นอกจากจะตรงกับแถบดี

เอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK แลวยังพบวาแถบดีเอ็นเอนี้ยังตรงกับแถบดีเอ็นเอของ Bacillus 

subtilis สายพันธุ BBK-1 (รูปที่ 4.18) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก วิธี DGGE ที่ใชพอลิอะคริลาไมดเจลที่

มี 40 – 70% denaturant อาจไมเหมาะสมในการแยกแถบดีเอ็นเอของ Bacillus subtilis สายพนัธุ 

BBK-1 และแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ออกจากกันไดอยางชัดเจน เนื่องจากเปอรเซ็น

ของพอลิอะคริลาไมดเจลที่ใชอาจกวางเกินไป ดังนั้นควรปรับเปอรเซ็นของพอลิอะคริลาไมดให

แคบลงอาจชวยในการแยกแถบดีเอ็นเอไดดีขึ้น  

จากผลการทดลองตรวจสอบการยอยสลายไพรีน ดังที่ไดกลาวไปแลวขางตนพิสูจนใหเห็น

วากลุมแบคทีเรีย STK เพียงอยางเดียวสามารถยอยสลายไพรีนที่ปนเปอนในสเลอรีของชุดการ

ทดลองไดอยางมีประสิทธิภาพมากที่สุด โดยในวันที่ 3 และ 7 ของการทดลองมีปริมาณไพรีน
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เหลืออยู 1.93% และ 0.55% ตามลําดับ ในขณะที่เมื่อเติม Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1 

(ปริมาณแบคทีเรีย 107 CFU/มล.) อยางเดียว ไมสามารถยอยสลายไพรีนที่ปนเปอนในสเลอรีได  

และเมื่อติดตามพลวัตรประชากรของแบคทีเรียในดินที่มีการเติมกลุมแบคทีเรีย STK และ Bacillus 

subtilis สายพันธุ BBK-1 ตอการยอยสลายไพรีน พบวาสามารถพบแถบดีเอ็นเอจากกลุม

แบคทีเรีย STK ที่เติมลงไปไดอยางชัดเจน สอดคลองกับผลตรวจสอบการยอยสลายไพรีน โดย

พบวาวันที่ 3 มีอัตราการสลายเกิดขึ้นมากที่สุดดวย สําหรับแถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรียที่มีอยูในดิน

และแถบดีเอ็นเอจาก Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1 ไมสามารถเห็นไดอยางชัดเจน ผลที่ได

แสดงใหเห็นวากลุมแบคทีเรีย STK คือกลุมประชากรหลัก ซึ่งนาจะเปนกลุมแบคทีเรียที่ยอยสลาย

ไพรีน โดยแบคทีเรียในดินและ Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1 แทบจะไมมีสวนชวยในการ

สลายไพรีนที่ปนเปอนในดินได 

  

ในงานวิจัยนี้จึงเปนแนวทางเบื้องตนสําหรับศึกษาการใชแบคทีเรียที่สามารถสรางสารลด

แรงตึงผิว รวมทั้งสภาวะที่เหมาะสมตอการยอยสลายสารประกอบ PAHs โดยกลุมแบคทีเรีย STK 

โดยพบวากลุมแบคทีเรีย STK สามารถอยูรอดไดในบริเวณดินที่ปนเปอนและไมทําใหสูญเสีย

ความสามารถในการยอยสลายสารพิษไป และการนําเทคนิค PCR-DGGE เขามาชวย ทําใหทราบ

ถึงแนวโนมจํานวนและความหลากหลายของชนิดจุลินทรียที่ทําหนาที่ยอยสลายสารไพรีน เพื่อเปน

แนวทางในการนําไปประยุกตใชใหเกิดประโยชน และเพิ่มประสิทธิภาพการบําบัดสาร PAHs ใน

ดินไดตอไปในอนาคต  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธกีารเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM) 
 

ก. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)               3.0        กรัม 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO4⋅12H2O)       5.5        กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)             0.8        กรัม 

ข. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)              0.01      กรัม 

เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3⋅6H2O)              0.005    กรัม 

แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2⋅2H2O)             0.005    กรัม 

 

 ชั่งสารสวน ก. ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดาง ดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 จากนั้นนึ่งฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที เติมสารละลายในสวน ข. ที่เตรียม

แยกแตละชนิดและทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรู 

0.45 ไมโครเมตร ลงในอาหารที่นึ่งฆาเชื้อแลว 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM (CFMM agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเหลว CFMM ละลายผงวุน 15 กรัม ตอ

อาหารเลี้ยงเชื้อ 1,000 มล. ลงไปในสารละลายสวน ก. ปรับคาความเปนกรด-ดาง ดวยสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 กอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที ทิ้งไวจนไดอุณหภูมิ 50-60°ซ จึงเติม

สารละลายในสวน ข. ที่ปราศจากเชื้อแลวกอนนําไปใช 
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อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 

ทริปโตน (tryptone)              10.0  กรัม 

ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)               5.0  กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)                5.0  กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 800 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.0 ปรับปริมาตรใหเปน 1,000 มล.

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB แตละลายผงวุน 15 

กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1,000 มล. ลงไปในอาหารกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด

ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 

 

อาหารเหลวกําหนดสูตร (Define medium)    1 ลิตร   

 

น้ํามนัปาลม 

แอมโมเนยีมไนเตรท (NH4 NO3)   

แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4 .7H2O)    

โปตัสเซียมคลอไรด (KCI)                                                               

แคลเซียมคลอไรด  (CaCl2 .2H2O)                                                   

กรดฟอสฟอรกิ  (H3PO4)  

กรดบอริก ( H3BO3)                                                                      

คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4 .5H2O) 

แมงกานีสซัลเฟต  (MnSO4 .H2O)        

โซเดียมโมลิบเดต (Na2 MoO4 .2H2O) 

ซิงคซัลเฟต (ZnSO4 .7H2O)                                                              

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4 .7H2O)                                                           

โคบอลคลอไรด   (CoCl2 . 6H2O)  

อีดีทีเอ (EDTA)   

20.0             มล. 

4.0               กรัม 

0.4    กรัม 

0.2     กรัม 

0.1     กรัม 

0.5               กรัม 

1.53     มก. 

0.284   มก.   

1.71             มก. 

0.7               มก. 

2.9               มก. 

4.3               มก. 

0.1               มก. 

200.0           มก. 
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แคลเซียม-แพนโททีเนต   (Calcium Pantothenate) 

ไบโอทิน  (Biotin)                                                                            

กรดโฟลิก  (Folic acid) 

อินโนซทิอล  (Inositol)                                                                  

ไนอาซิล  (Niacin)                                                                         

กรดพาราอะมโินเบนโซอิก   ( p-Aminobenzoic acid)                  

ไพโรดอกซิน-ไฮโดรคลอไรด (Pyrodoxine-HCI)      

โรโบฟลาวิน (Riboflavin)                                                            

ไทอามนี-ไฮโดรคลอไรด  (Thiamine-HCI)                            

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4 .12H2O)                        

น้ํากลัน่                                                                                                   

1. 176          มก. 

5.88  ไมโครกรัม  

5.88          ไมโครกรัม 

0.588        ไมโครกรัม 

1.176        ไมโครกรัม 

0.588          มก. 

1.176          มก.          

0.588          มก. 

1.176          มก. 

14.0            กรัม 

1000           มล.          

 
ปรับคาความเปนกรดดางใหได  7.5   แลวนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดนัมาตรฐาน      

สําหรับสารละลายวิตามนิไดแก แคลเซียม-แพนโททีเนต ไบโอติน กรดโฟลิก อินโนซทิอล ไนอาซนิ 

กรดพาราอะมโินเบนโซอิก  โพโรดอกซิน-ไฮโดรคลอไรด  โรโบฟลาวนิ  ไทอามนิ-ไฮโดรคลอไรด แต

ละสารแยกกนั  ทาํใหปราศจากเชื้อดวยการกรอง 

 

อาหารเหลว LB  ดัดแปลงสําหรับ Bacillus subtilis BBK 1      1    ลิตร    

แอมโมเนยีมไนเตรต (NH4NO3)                                                              2.0           กรัม 

ซูโครส   (Sucrose)                                                                                5.0          กรัมสารสกัด

จากยีสต (Yeast extract)                                                                       5.0          กรัม 

โซเดียมคลอไรด  (NaCl)                                                                        30.0         กรัม 

น้ํากลัน่                                                                                               1000          มล . 

ปรับคาความเปนกรดดางใหเปน 7.5  นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดนัมาตรฐาน                          
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
 
สารละลาย PAHs ในไดเมธิลซัลฟอกไซด 

ชั่งไพรีน 0.1 กรัมละลายในไดเมธิลซัลฟอกไซดปริมาตร1.0 มล.ผสมดวยเครื่องปนผสมจน

ผลึก PAHs ละลายหมด ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรู

กวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ เติมลงใน

อาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว  

 
สารละลายมาตรฐานของ PAHs ในเฮกเซน 

ชั่งไพรีน 0.1 กรัม ละลายสารมาตรฐานในเฮกเซนปริมาตร 10 มล. ผสมจนสารละลาย

เปนเนื้อเดียวกัน กรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บ

รักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ เพื่อใชเปนสารมาตรฐานในการวิเคราะห

ปริมาณ PAHs ดวยวิธี GC-FID 

 
ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลและทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์ Geneclean II Kit        
(Q-BIOgene ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

ประกอบดวย 

1. NaI 

2. New Wash 

3. TBE Modifier 

4. Glassmilk 

 

กอนใชชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลครั้งแรกใหเติม น้ําปลอดประจุ ปริมาตร 280 

มิลลิลิตร และ เอธานอล 100% ปริมาตร 310 มิลลิลิตร ลงใน New Wash ผสมใหเขากัน เก็บไวที่

อุณหภูมิ 15-30 ๐ซ จนกวาจะใชทําตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
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สารละลาย 10% SDS  
ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม  คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 

60 Oซ  ปริมาตร 80 มล. เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล. นําไปนึ่งฆา

เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที (หลังจากนึ่งฆา

เชื้อครั้งแรกแลวจะไมสามารถนําไปนึ่งฆาเชื้อซํ้าไดอีกเพราะสารละลาย SDS จะเสียสภาพ) 

 

สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 

Trismabase (C4H11NO3)    121.1   กรัม 

กรดไฮโดรคลอริกเขมขน     42        มล. 

 ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก

เขมขน  คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนให

เปน 8.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 

สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 

EDTA (C10H14N2O8Na2.2H2O)    186.1    กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด       20       กรัม 

 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด    

คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0  

เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ     

ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 

บัฟเฟอร TE  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
Tris-HCl      10.0    มิลลิโมลาร 

EDTA         1.0    มิลลิโมลาร 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 10 

มล.  เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 2 มล. 
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เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 

บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
Tris base      242    กรัม 

กรดอะซีติกเขมขน     57.1   มล. 

สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  pH 8.0           100       มล. 

 ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แลวเติมน้ําปลอดประจุ

จนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 

สารละลาย CTAB/NaCl (10%CTAB ใน 0.7 M NaCl) 
CTAB                10       กรัม 

โซเดียมคลอไรด      0.7    โมลาร 

 ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 60 Oซ ปริมาตร 80 มล. จากนั้นเติม

สารละลายโซเดียมคลอไรด  เมื่อละลายหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล.  

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 

High extraction buffer 
Tris-HCl, pH 8.0    250 มิลลิโมลาร 

สารละลาย EDTA, pH 8.0   50 มิลลิโมลาร 

สารละลายโซเดียมคลอไรด   125 มิลลิโมลาร 

น้ําปลอดประจุ 
 
สารละลายฟนอล (phenol) 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวที่อุณหภูมิ 68 Oซ   จากนั้นเติมผงไฮดรอกซีควิ

โนลีน ใหความเขมขนสุดทายเปน 0.1% แลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร ความเปนกรด-ดาง

เปน 8.0 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวจนสารละลายแยกชั้น       
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ดูดชั้นฟนอลมาวัดความเปนกรด-ดางใหไดเทากับ 7.8 (ใช pH paper วัด) ถายังไมไดใหดูด

สารละลายชั้นบนทิ้งแลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร ความเปนกรด-ดางเทากับ 8.0 ลงไปอีก

คร้ัง เขยาใหเขากันทําเชนนี้ตอไปเร่ือยๆจนกระทั่งชั้นฟนอลมีความเปนกรด-ดางเทากับ 7.8   

สุดทายเติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเทากับ 8 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร)  

เขยาใหเขากันแลวดูดสารละลายชั้นบนทิ้ง เติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเทากับ 8 ใน

อัตราสวน 1:1 อีกครั้ง เก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ในขวดสีชาที่ปดฝาแนน 

 

สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล

ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล  เปน 25:24:1 (ปริมาตรตอปริมาตรตอ

ปริมาตร)  ผสมใหเขากัน  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 

สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกันในอัตราสวน 24 : 1 (ปริมาตรตอ

ปริมาตร)  เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 

Loading dye 
Bromphenolblue     0.025 % 

ซูโครส       40      % 

ละลายสวนผสมในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อ  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 

สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 

 
สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.2 

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 

มล.  นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล. เติม
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น้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  

อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 
สารละลายโปรตีเนสเค (proteinase K) ความเขมขน  20 มิลลิกรัมตอมิลลลิติร 

ละลายผงโปรตีนเนสเคน้ําหนัก 20 มก. ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    

เก็บที่อุณหภูม ิ-20 Oซ 
 

สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 
ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    

เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ 
 

 70% เอธานอล  
99% เอธานอล     700 มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่ปลอดประจุ    300 มิลลิลิตร 
 
อะกาโรสเจลเขมขน 1.0% 

อะกาโรสเจล         1 กรัม 

บัฟเฟอร TAE เขมขน 1 เทา   100 มิลลิลิตร 

หลอมใหเขากนัดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 

 
 0% denaturing solution  

40% อะคริลาไมด/บิส    8.13 มิลลิลิตร 

บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา   1 มิลลิลิตร 

น้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร                   50 มิลลิลิตร 

 
80% denaturing solution  

40% อะคริลาไมด/บิส    8.13 มิลลิลิตร 

บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา   1 มิลลิลิตร 

ฟอรมาไมด     16 มิลลิลิตร 

ยูเรีย      16.82 กรัม 

น้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร                   50 มิลลิลิตร 
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แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% 
แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต    0.1 กรัม 

น้ําปลอดประจุ     1 มิลลิลิตร 
 

สารละลายไพรีนในไดเมธิลซัลฟอกไซด 

ชั่งไพรีน 0.05 กรัม ละลายในไดเมธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1.0 มล.ผสมดวยเครื่องผสมจน

ผลึก PAHs ละลายหมด ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรู

กวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ เติมลงใน

อาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว 

 
สารละลายไพรีนในอะซีโตน 

ชั่งไพรีน 25 มิลลิกรัม ละลายในอะซีโตนปริมาตร 50 มล. ผสมดวยเครื่องผสมจนผลึก 

PAHs ละลายหมด กรองผานหัวกรองชนิด PTFE ขนาดรูกวาง 0.2 ไมโครเมตร 

หมายเหตุ  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ใช  เน่ืองจากอะซีโตนระเหยเร็วมาก และขณะเติมสาร 

PAHs ที่ละลายในอะซีโตนลงในดินควรทําอยางรวดเร็วเพื่อไมใหอะซีโตนระเหยซึ่งจะทําใหความ

เขมขนเปลี่ยนแปลงได 

 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล 

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 900 มล. ในขวดวัดปริมาตรขนาด 

1,000 มล. ปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มล. ดวยน้ํากลั่น 
 
สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 

ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที  

 
สารละลาย Triton X-100  15% 

Triton X-100     15 มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่      85 มล. 
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ภาคผนวก ค 

 
ตารางแสดงปริมาณไพรนีที่เหลือ (%) ในระบบสเลอร ี

 

ตารางที่ ค.1  ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในชุดควบคุมปจจัยทางกายภาพ ที่อัตราสวนดิน:น้ําตางๆ 

 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) 

อัตราสวนดิน : น้าํ (ชุดควบคุม) วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

1 : 0 100.00 95.96 92.61 91.01 90.34 

   1 : 0.5 100.00 94.41 92.02 89.06 85.78 

                      1 : 1 100.00 96.39 92.54 90.06 86.38 

                      1 : 2 100.00 98.00 95.12 92.90 90.31 

                      1 : 4 100.00 96.39 94.11 93.42 90.72 

                      1 : 6 100.00 98.91 96.51 95.02 88.47 

                      1 : 8 100.00 97.09 95.49 93.07 87.28 

 1 : 10 100.00 93.94 96.29 87.43 81.90 

 1 : 12 100.00 95.21 91.55 89.77 86.86 
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ตารางที่ ค.2 ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) หลังบมรวมกับกลุมแบคทีเรีย STK ที่อัตราสวนดิน:น้ํา

ตางๆ 

 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) 

อัตราสวนดิน :น้าํ เติม STK วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

          1 : 0 + 100.00 94.90 89.74 86.74 85.41 

   1 : 0.5 + 100.00 94.30 81.47 76.70 67.37 

1 : 1 + 100.00 93.88 21.12 11.56 2.69 

1 : 2 + 100.00 92.04 9.42 1.89 0.87 

1 : 4 + 100.00 78.57 1.84 0.64 0.61 

1 : 6 + 100.00 64.92 1.46 0.90 0.42 

1 : 8 + 100.00 68.94 2.09 0.65 0.49 

 1 : 10 + 100.00 75.84 2.95 2.40 0.55 

 1 : 12 + 100.00 79.60 1.36 1.04 0.59 
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ตารางที่ ค.3 ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อโดยกลุมแบคทีเรีย 

STK ที่ความเร็วรอบตางๆ  

 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) 

ความเร็ว 150 รอบ/นาท ี

ตัวอยางดิน วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

สเลอรีปลอดเชื้อ  100.00 98.74 97.19 95.19 92.43 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ 100.00 99.6 94.33 93.83 74.59 

สเลอรีปลอดเชื้อ + STK 100.00 98.62 0.91 0.66 0.41 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + STK 100.00 94.63 1.04 0.63 0.49 

ความเร็ว 200 รอบ/นาท ี

ตัวอยางดิน วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

สเลอรีปลอดเชื้อ  100.00 101.46 101.29 96.54 92.06 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ 100.00 103.54 99.55 91.15 67.71 

สเลอรีปลอดเชื้อ + STK 100.00 88.82 1.96 0.52 0.25 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + STK 100.00 88.62 2.35 0.58 0.35 

ความเร็ว 250 รอบ/นาท ี

ตัวอยางดิน วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

สเลอรีปลอดเชื้อ  100.00 98.48 97.73 97.58 85.36 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ 100.00 101.22 93.29 72.6 66.13 

สเลอรีปลอดเชื้อ + STK 100.00 74.69 6.39 1.52 0.53 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + STK 100.00 84.07 6.83 1.26 0.5 
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ตารางที่ ค.4 ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อเมื่อเติม Brij 35 

รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK 

 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) ตัวอยางดิน 

(วัฏภาคดิน) วันที ่0 วันที ่1 วันที ่3 วันที ่5 วันที ่7 

สเลอรีปลอดเชื้อ  100.00 101.46 101.29 96.54 92.06 

สเลอรีปลอดเชื้อ + Brij 35 91.74 94.16 90.80 89.41 85.06 

สเลอร่ีปลอดเชื้อ + STK 100.00 88.82 1.96 0.52 0.25 

สเลอรีปลอดเชื้อ + Brij 35 + STK 91.52 65.34 15.17 0.60 0.21 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ  100.00 103.54 99.55 91.15 67.71 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + Brij 35 90.75 85.13 85.91 84.20 56.41 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + STK 100.00 88.62 2.35 0.58 0.35 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + Brij 35 + STK 90.84 59.66 12.96 0.43 0.15 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) ตัวอยางดิน 

(วัฏภาคน้ํา) วันที ่0 วันที ่1 วันที ่3 วันที ่5 วันที ่7 

สเลอรีปลอดเชื้อ  0 0 0 0 0 

สเลอรีปลอดเชื้อ + Brij 35 8.26 8.62 6.90 7.61 7.40 

สเลอร่ีปลอดเชื้อ + STK 0 0 0 0 0 

สเลอรีปลอดเชื้อ + Brij 35 + STK 8.48 7.28 3.64 0.00 0.00 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ  0 0 0 0 0 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + Brij 35 9.25 8.29 6.89 6.35 5.90 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + STK 0 0 0 0 0 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + Brij 35 + STK 9.16 7.72 2.87 0.00 0.00 
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ตารางที่ ค.5 ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อเมื่อเติมเซอรแฟค

ตินรวมกับกลุมแบคทีเรีย STK 

 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) 

ตัวอยางดิน (วฏัภาคดิน) วันที ่0 วันที ่1 วันที ่3 วันที ่5 วันที ่7 

สเลอรีปลอดเชื้อ  100.00 96.9 98.6 95.87 90.46 

สเลอรีปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน   100.00 97.26 95.14 93.51 91.54 

สเลอรีปลอดเชื้อ +  STK 100.00 85.78 2.39 0.52 0.45 

สเลอรีปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน + STK 100.00 87.55  8.25 1.87 0.58 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ 100.00 97.44 93.61 91.54 88.42 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน   100.00 95.21 96.38 92.36 89.36 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ +  STK 100.00 85.94 1.93 0.58 0.39 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน+STK 100.00 89.54 6.85 2.36 0.87 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) 

ตัวอยางดิน (วฏัภาคน้ํา) วันที ่0 วันที ่1 วันที ่3 วันที ่5 วันที ่7 

สเลอรีปลอดเชื้อ  0 0 0 0 0 

สเลอรีปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน   0 0 0 0 0 

สเลอรีปลอดเชื้อ +  STK 0 0 0 0 0 

สเลอรีปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน + STK 0 0 0 0 0 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ 0 0 0 0 0 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน   0 0 0 0 0 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ +  STK 0 0 0 0 0 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน+STK 0 0 0 0 0 
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ตารางที่ ค.6 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่ความเขมขนเซลลตางๆตอการยอย

สลายไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK (แสดงปริมาณไพรีนที่เหลือ (%))  

 

ตัวอยาง 

ดินปลอดเชื้อ  

BBK-1 

(X=107CFU/มล. ) STK วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

สเลอรี - - 100.00 99.99 99.60 94.01 90.46 

สเลอรี - + 100.00 77.55 2.39 0.52 0.45 

สเลอรี 1X - 100.00 103.54 98.78 99.26 95.25 

สเลอรี 5X - 100.00 93.56 92.27 91.40 88.10 

สเลอรี 10X - 100.00 100.58 98.87 94.98 87.59 

สเลอรี 15X - 100.00 89.00 86.16 85.61 73.39 

สเลอรี 20X - 100.00 100.00 97.99 97.98 94.70 

สเลอรี 1X + 100.00 74.92 2.43 0.60 0.15 

สเลอรี 5X + 100.00 76.79 2.42 0.76 0.50 

สเลอรี 10X + 100.00 80.67 2.38 0.77 0.42 

สเลอรี 15X + 100.00 83.62 2.10 0.80 0.38 

สเลอรี 20X + 100.00 77.94 2.67 0.64 0.40 
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ตารางที่ ค.7  ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่ความเขมขนเซลลตางๆตอการยอย

สลายไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK (แสดงปริมาณไพรีนที่เหลือ (%)) 

 

ตัวอยาง 

ดินไมปลอดเชื้อ  

BBK-1 

(X=107CFU/มล. ) STK วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

สเลอรี - - 100.00 96.45 93.37 91.42 84.6  

สเลอรี - + 100.00 80.34 1.93 0.87 0.55 

สเลอรี 1X - 100.00 99.95 97.76 97.65 95.11 

สเลอรี 5X - 100.00 95.35 93.73 84.13 78.19 

สเลอรี 10X - 100.00 96.54 94.93 92.95 86.68 

สเลอรี 15X - 100.00 97.27 94.81 90.81 89.55 

สเลอรี 20X - 100.00 99.00 97.99 97.39 96.47 

สเลอรี 1X + 100.00 82.87 1.33 0.68 0.39 

สเลอรี 5X + 100.00 81.52 1.19 1.12 0.43 

สเลอรี 10X + 100.00 81.48 1.94 0.75 0.35 

สเลอร่ี 15X + 100.00 80.88 1.49 0.64 0.41 

สเลอรี 20X + 100.00 94.15 2.16 1.17 1.14 
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                                  ภาคผนวก ง 

 
กราฟมาตรฐานไพรนี 

 

 
 

  รูปที ่ง.1 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไพรีนและพื้นทีใ่ตพีคที่ไดจากการวิเคราะหดวยGC-FID 

 

ภาคผนวก จ 
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รูปที่ จ.1  แสดงคา CMC สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห Brij 35 

 
CMC = 160 

Brij 35 
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เซอรแฟคติน
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รูปที่ จ.2 แสดงคา CMC สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคติน 
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รูปที่ จ.3 เปรียบเทียบคา CMC และ ACMC ของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห Brij 35 

 

CMC = 180 

CMC    = 160 

ACMC =  300 

เซอรแฟคติน 

Brij 35 
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เซอรแฟคติน
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รูปที่ จ.4 เปรียบเทียบคา CMC และ ACMC ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคติน 

 

ภาคผนวก ฉ 

 

 
รูปที่ ฉ.1 เครื่องวัดคาแรงตึงผิว (ring tensiometer) 

CMC    = 180 

ACMC =  300 

เซอรแฟคติน 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

  นางสาวกานตรวี แกวขาว เกิดเมื่อวันที่ 18 กุมภาพันธ พ.ศ. 2524 สําเร็จ

การศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร สถาบัน

เทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ในปการศึกษา 2546 และศึกษาตอในระดับ

ปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชา จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2547 
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