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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ปจจุบันการเพิ่มของประชากร การขยายตัวทางเศรษฐกิจ การพัฒนาดานอุตสาหกรรม 

และการเกษตรของประเทศไทยมีอยางตอเนื่อง กอใหเกิดการเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วของปริมาณ 

จํานวน และชนิดของของเสียอันตราย ซึ่งรวมถึงสารเคมีที่มีบทบาทสําคัญในชีวิตประจําวันของ

มนุษยในดานตางๆ  ของเสียประเภทนี้มีสวนประกอบของสารอินทรียหลายชนิด โดยเฉพาะ

สารประกอบกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, 

PAHs) (กรมควบคุมมลพิษ, 2548) 

 

PAHs เปนสารประกอบอินทรียที่ประกอบดวยวงแหวนอะโรมาติก 2 วงขึ้นไปเชื่อมตอกัน 

เกิดจากการเผาไหมที่ไมสมบูรณของสารอินทรียและเชื้อเพลิงประเภทน้ํามัน (Molina และคณะ, 

1999) พบไดทั่วไปในส่ิงแวดลอมที่หลากหลาย เชน อากาศ ดิน ตะกอน และน้ํา (Juhasz และ 

Naidu, 2000) มีสมบัติไมชอบน้ํา (hydrophobic) และถูกดูดซับบนอนุภาคดินและตะกอน (Yu 

และคณะ, 2005) ทําใหมีความคงทน ไมสลายไดงายในสิ่งแวดลอม (Lei และคณะ, 2005) จัดเปน

สารมลพิษที่ไดรับการเฝาระวังมากกวาสารอื่นวามีผลตอส่ิงแวดลอมและกอใหเกิดผลเสียตอ

ส่ิงมีชีวิต เนื่องจากสามารถกอใหเกิดความเปนพิษอยางเฉียบพลัน (acute toxic)  มีสมบัติเปนสาร

กอมะเร็ง (carcinogen) สารที่กอใหเกิดการกลายพันธุ (mutagen) และสามารถทําใหเกิดความ

ผิดปกติตอทารกในครรภ (teratogen) (Cai และคณะ, 2007) 

 

กระบวนการกําจัด PAHs ออกจากสิ่งแวดลอมไดอยางมีประสิทธิภาพวิธีหนึ่ง คือ การใชจุ

ลินทรียในการยอยสลาย (Tam และคณะ, 2002) หรือวิธีการบําบัดทางชีวภาพ (Bioremediation) 

(Dean-Ross และคณะ, 2002) โดยจุลินทรียจะใชสารประกอบ PAHs เปนแหลงคารบอนและ

แหลงพลังงานในการเจริญ ทําใหสาร PAHs ถูกกําจัดอยางถาวรหรือเปลี่ยนโครงสรางเปนสารอื่น

ที่ลดความเปนพิษใหนอยลงหรือหมดไป วิธีการบําบัดทางชีวภาพ แบงออกไดเปน 3 วิธี คือ 

กระบวนการยอยสลายทางธรรมชาติ (natural attenuation) โดยจุลินทรียทองถิ่น (indigenous 

microorganism) ที่มีความสามารถในการยอยสลาย  การกระตุนการยอยสลายของจุลินทรีย

ทองถิ่นใหเพิ่มข้ึนโดยการเติมสารอาหาร  ในกรณีที่ ส่ิงแวดลอมมีสารอาหารอยางจํากัด 
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(biostimulation)  และการเติมจุลินทรียตางถิ่น (exogenous microorganism) ที่มีความสามารถ

ในการยอยสลายตามที่ตองการ ในกรณีที่จุลินทรียทองถิ่นไมสามารถยอยสลายสารพิษไดเอง 

(bioaugmentation) (Yu และคณะ, 2005) 

 

การยอยสลาย PAHs ดวยจุลินทรียเปนวิธีที่ไดรับความสนใจมาเปนระยะเวลานาน 

เนื่องจากพบวาเปนวิธีที่มีคาใชจายต่ําและเปนมิตรกับส่ิงแวดลอม (Eriksson และคณะ, 2002) ทํา

ใหเกิดการศึกษาวิจัยและพัฒนาเกี่ยวกับการกําจัดสารประกอบ PAHs ออกจากสิ่งแวดลอมข้ึน

เปนจํานวนมาก  

 

หนวยวิจัยการบําบัดสิ่งแวดลอมโดยชีววิธี ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนหนวยวิจัยหนึ่งที่ศึกษาการบําบัดสารประกอบพอลิไซคลิกอะโร

มาติกไฮโดรคารบอน (PAHs) เปนสวนใหญและมีผลงานวิจัยจํานวนมาก ยกตัวอยางเชน 

 

ทิมากร แสงดํา (2547) ไดแยกกลุมแบคทีเรีย STK จากปุยหมักใบมะขามพบวา

ประกอบดวย Zoogloea sp. Stenotrophomonas sp. และ Mesorhizobium sp. กลุมแบคทีเรีย

นี้มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายไพรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวในหองปฏิบัติการ และยัง

สามารถยอยสลาย PAHs อ่ืน เชน ฟแนนทรีน อะซีแนพธิลีน ไดเบนโซฟูแรน และอะซีแนพธีน เปน

ตน 

 

วรกฤษฎ สภานนท (2549) ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว ของกลุมแบคทีเรีย TAF+P, TAF-PP, TAF/5PC2-LB และ TAF/5R2CB ที่คัดแยกโดย จิร

ทีปฆ แสนรัก (2547) จากใบของพืชตระกูลถั่ว พบวากลุมแบคทีเรีย TAF+P มีประสิทธิภาพสูงสุด

ในการยอยสลายไพรีน รองลงมาคือ TAF/5R2CB นอกจากนี้ยังพบวากลุมแบคทีเรีย TAF+P มี

ประสิทธิภาพในการยอยสลายแอนทราซีนและฟลูออแรนธีน กลุมแบคทีเรีย TAF/5R2CB มี

ประสิทธิภาพในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและฟแนนทรีน เปนตน 

 

เนื่องจากหนวยวิจัยการบําบัดสิ่งแวดลอมโดยชีววิธี  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เร่ิมปฏิบัติงานวิจัยมาเปนเวลากวาสิบป จึงทําใหเกิดของ

เสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบ PAHs อยูเปนจํานวนมาก ดังนั้นงานวิจัยนี้มีจุดมุงหมาย
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ที่จะบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบกลุม PAHs ดวยวิธีชีวภาพ  โดยใชกลุม

แบคทีเรีย STK TAF+P หรือกลุมแบคทีเรีย TAF/5R2CB ที่คัดแยกไดจากหนวยวิจัยนี้และมี

ประสิทธิภาพสูงมากในการยอยสลาย PAHs จากนั้นหาภาวะทางเคมีและกายภาพที่เหมาะสมกับ

กลุมแบคทีเรีย ทําใหการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมี

ประสิทธิภาพ พรอมทั้งตรวจติดตามพลวัตประชากรกลุมแบคทีเรียที่เติมลงไประหวางการบําบัด 

เพื่อนําไปประยุกตใชในการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบกลุม PAHs ที่เกิด

จากงานศึกษาวิจัยใหลดปริมาณลงจนอยูในระดับที่สามารถปลอยลงสูสิ่งแวดลอมไดอยาง

ปลอดภัยตอไป 

 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 

เพื่อบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนจาก

หองปฏิบัติการดวยวิธีทางชีวภาพ 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 
 ไดแนวทางในการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก

ไฮโดรคารบอนจากหองปฏิบัติการดวยวิธีทางชีวภาพ และสามารถปลอยสูส่ิงแวดลอมไดอยาง

ปลอดภัย 
 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
 
พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs) 
  
สมบัติทางกายภาพและเคมี 
 

พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (PAHs) เปนสารประกอบอินทรียที่ประกอบดวย

วงอะโรมาติก 2 วงขึ้นไปเชื่อมตอกัน โดยมีการจัดเรียงตัวเปนแบบเชิงเสน (Linear) เชิงมุม 

(Angular) หรือเปนกลุม (Cluster) (ValentÍn และคณะ, 2007) PAHs แบงออกไดเปน 2 กลุม คือ 

PAHs นํ้าหนักโมเลกุลตํ่า (Low Molecular Weight PAHs, LMW) ประกอบดวยวงอะโรมาติก 2 

ถึง 3 วง และ PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูง (High Molecular Weight PAHs, HMW) ประกอบดวย

วงอะโรมาติก 4 วงขึ้นไป (Molina และคณะ, 1999) PAHs เปนสารประกอบที่ไมชอบน้ํา มี

ความสามารถในการละลายน้ําไดต่ํา ทําใหมีความคงทนในสิ่งแวดลอม โดยทั่วไปสภาพละลายได

ของ PAHs จะลดลงตามการเพิ่มจํานวนของวงเบนซีนที่เชื่อมตอกัน (Juhasz และ Naidu, 2000) 

โดย PAHs น้ําหนักโมเลกุลตํ่า จะมีความสามารถในการละลายน้ําและถูกยอยสลายไดงายกวา 

ในขณะที่ PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูง สามารถดูดซับกับดินและตะกอนไดอยางแข็งแรง ทนทานตอ

การยอยสลายของจุลินทรียไดมากกวา ดังนั้น PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูง จึงมีแนวโนมที่จะดํารงอยู

ในสิ่งแวดลอมไดเปนเวลานาน (Molina และคณะ, 1999) 
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ตารางที่ 2.1 โครงสรางและสมบัติทางกายภาพและเคมีของสารประกอบพอลิไซคลิกอะโร
มาติกไฮโดรคารบอนบางชนิด (Juhasz และ Naidu, 2000) 
 

จุดหลอมเหลว จุดเดือด สภาพละลายไดในน้ํา ความดันไอ 
PAHs 

จํานวน
วง (oซ) (oซ) (มก./ลิตร) (ทอร ที่ 20oซ) 

ฟแนนทรีน  3 101 340 1.29 6.8x10-4 

แอนทราซีน 3 216 340 0.07 2.0 x10-4 

ฟลูออแรนธีน  4 111 250 0.26 6.0x10-6 

เบนซ[เอ] 

แอนทราซีน 4 158 400 0.014 5.0x10-9 

ไพรีน 4 149 360 0.14 6.8x10-7 

ไครซีน 4 255 488 0.002 6.3x10-7 

เบนโซ[เอ]ไพรีน 5 179 496 0.0038 5.0x10-7 

ไดเบนซ[เอ,เอช] 

แอนทราซีน 5 262 524 0.0005 1.0x10-10 

เบนโซ[จี,เอช,ไอ]

เพอริลีน 6 222 - 0.0003 1.0x10-10 

อินดิโน[1,2,3-ซีดี]

ไพรีน 6 163 536 0.062 1.0x10-10 
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ไพรีน (pyrene) 
 

 
 

รูปที่ 2.1 โครงสรางทางเคมีของไพรนี (Schirmer และคณะ,1998) 
 

 ไพรีน จัดเปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 

(PAHs) ประกอบด วยวง เบนซีน  4 วง  มี ชื่ อทาง เคมี ว า  เบนโซ [ดี , อี , เอฟ ]ฟแนนทรีน 

(benzo[d,e,f]phenanthrene) หมายเลขสากลทางเคมี 129-00-0 (Verschueren, 1997) เมื่ออยูใน

สถานะของแข็งจะไมมีสี และมีสมบัติทางเคมีและฟสิกส ดังแสดงในตารางที่ 2.2 

 
ตารางที่ 2.2 สมบัติทางเคมีและฟสิกสของไพรีน 
 

สูตรโมเลกุล  C16H10 (Verschueren, 1997) 

น้ําหนักโมเลกุล 202.25 กรัม/โมล (Verschueren, 1997) 

ความถวงจําเพาะ  1.271 กรัม/ตอมล. ที่ 23 oซ (Verschueren, 1997) 

ความดันไอ  6.85x10-7 มม.ปรอท  (Verschueren, 1997) 

อุณหภูมิหลอมเหลว  151-156 oซ   (Verschueren, 1997) 

อุณหภูมิกลายเปนไอ  360-404 oซ    (Verschueren, 1997) 

สภาพละลายไดในน้ํา  0.14 มก./ลิตร  (Juhasz และ Naidu, 2000) 

คาครึ่งชีวิตในดินและตะกอนดิน  19.4-630 วัน  (Daugulis และ McCracken, 2003) 

 

ไพรีน มีโครงสรางของโมเลกุลที่เสถียร ละลายน้ําไดนอยมาก (Trzesicka-Mlynarz  และ

Ward, 1996) แตสามารถละลายไดในตัวทําละลายอินทรียหลายชนิด เชน เมธานอล เฮกเซน อะซี

โตน (Patnaik, 1992) ไพรีน มักดูดซับกับอนุภาคของดินไดดี จึงทําใหทนทานตอการยอยสลาย

เนื่องจากจุลินทรียในดินสามารถนําไปใชประโยชน (bioavailability) ไดนอย เปนผลใหไพรีนสะสม

และมีความเสถียรในสิ่งแวดลอมไดเปนเวลานาน (Aronstein และคณะ, 1991)  
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ประโยชนของไพรีน คือ ใชในงานวิจัย หรือใชเพื่อผลิตสี พลาสติก ยาปราบแมลงศัตรูพืช 

และเบนโซ[เอ]ไพรีน  มนุษยสามารถรับไพรีนเขาสูรางกายไดโดยการหายใจเอาควันบุหรี่หรือ

อากาศที่มีการปนเปอน การสัมผัสกับผิวหนัง และจากการรับประทานอาหารที่ผานการยางหรือ

รมควัน  ถึงแมวาไพรีนจะไมจัดเปนสารกอมะเร็งแตหากสัมผัสโดยตรง (skin irritant) จะทําให

ผิวหนังเกิดการระคายเคือง และมีรายงานวาผูหญิงที่สูบบุหร่ีหรืออยูในบริเวณที่มีควันบุหร่ีเปน

เวลานานระหวางตั้งครรภ จะมีผลทําใหพันธุกรรมของเด็กทารกเกิดการเปลี่ยนแปลง (mutation) 

ได (Zanieri และคณะ, 2007)  
 
แหลงกําเนิด 

 

PAHs เปนสารมลพิษที่เกิดขึ้นระหวางกระบวนการเผาไหมที่ไมสมบูรณของสารอินทรีย

สามารถพบไดในสิ่งแวดลอม เชน น้ํา ดิน และตะกอน (Bernal- Martinez และคณะ, 2007) 

Cerniglia, (1992) และ Wilson และ Jones, (1993) สรุป PAHs มีแหลงกําเนิดของ ดังตอไปนี้ 

 

 การซึมของน้ํามันดิบในธรรมชาติ 

 การแพรกระจายของน้ําเสียชุมชนและอุตสาหกรรมปโตรเคมี 

 การรั่วไหลที่เกิดจากอุบัติเหตุจากเรือบรรทุกน้ํามันและเรือชนิดอื่น 

 กระบวนการแยกและแปรสภาพกาซธรรมชาติจากเชื้อเพลิงฟอสซิล 

 การใชแหลงพลังงานและความรอนจากเชื้อเพลิงฟอสซิล 

 กระบวนการกลั่นน้ํามันดิบและผลิตภัณฑที่ไดจากน้ํามันดิบ 

 กระบวนการการผลิตถานโคก 

 การผลิตและการใชคารบอนแบล็ค 

 การผลิตและการใชแอสฟลท 

 กระบวนการรักษาเนื้อไม 

 การผลิตผลิตภัณฑถนอมเนื้อไมที่ใชคลีโอโสทเปนองคประกอบหลัก 

 การเก็บ การขนสง กระบวนการผลิต การใชและการกําจัดน้ํามันเชื้อเพลิง 

 การกําจัดสิ่งปฏิกูลโดยการฝงดิน 

 การเผาไหมของถานหินในระบบแบบเปด 

 การเผาสิ่งปฏิกูล 
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การกระจายตัวของ PAHs ในสิ่งแวดลอม 
 

PAHs ในอากาศ ไฟปา ควันเสียจากรถยนต การเผาไหมถานหิน การระเหยจาก

ดินและน้ํา กอใหเกิด PAHs ในอากาศ โดยพบวา PAHs น้ําหนักโมเลกุลตํ่าในบรรยากาศมี

แหลงกําเนิดจากการเผาไหมของเชื้อเพลิงฟอสซิลและจากยานยนตน้ํามันดีเซล ในขณะที่ PAHs 

น้ําหนักโมเลกุลสูง เชน เบนโซ[เอ]ไพรีน มีแหลงกําเนิดจากยานยนตน้ํามันเบนซิน (Juhasz และ 

Naidu, 2000) 

 

PAHs ในตะกอน  การรั่วซึมของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากการผลิตหรือขนสง

ในทะเลและการบําบัดน้ําเสีย  กอใหเกิดการสะสมของ PAHs ในตะกอนซึ่งมีความหลากหลายทั้ง

ชนิดและปริมาณ โดยสามารถพบ PAHs ที่มีวงอะโรมาติกตั้งแต 2 ถึง 6  และมปีริมาณตั้งแตไมกี่

ไมโครกรัมตอกิโลกรัมจนถึงกรัมตอกิโลกรัม (Molina และคณะ, 1999)  

 

PAHs ในดิน  การเผาไหมของเชื้อเพลิงฟอสซิลทําให PAHs กระจายตัวเขาสูดิน

(Juhasz และ Naidu, 2000) และสะสมในสิ่งแวดลอม เนื่องจาก PAHs มีสภาพละลายไดในน้ําต่ํา 

จึงขัดขวางสภาพพรอมใชทางชีวภาพโดยจุลินทรีย (ValentÍn และคณะ, 2007)  ความเขมขนของ 

PAHs ที่พบในดนิจะแปรผันตามกิจกรรมที่เกี่ยวของกับพื้นที่นั้น (Juhasz และ Naidu, 2000)  

 

PAHs ในน้ํา การปนเปอนของ PAHs ในน้ํา มีแหลงกําเนิดจากการชะลางของดินที่

ปนเปอนและจากน้ําเสียที่ปลอยทิ้ง สวนใหญการกําจัด PAHs ในน้ําจะใชวิธีการออกซิไดส โดยใช

โอโซน  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  หรือแมงกานีสออกไซด นอกจากนี้อาจใชคารบอนกัมมนัตเปนตัว

ดูดซับ (Toruño และคณะ, 2007) 
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ความเปนพิษ 
 

งานวิจัยจํานวนมากแสดงใหเห็นวา PAHs ที่ประกอบดวยวงอะโรมาติก 1 ถึง 3 วง 

กอใหเกิดความเปนพิษอยางเฉียบพลัน ในขณะที่ PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูง กอใหเกิดมะเร็งและ

การกลายพันธุ (Juhasz และ Naidu, 2000) โดยความสามารถในการกอใหเกิดมะเร็งและการ

กลายพันธุของ PAHs จะแปรผันตามจํานวนของวงอะโรมาติก PAHs ที่ประกอบดวยวงอะโรมาติก 

2-3 วง เชน แนพทาลีน (2 วง) ฟแนนทรีนและแอนทราซีน (3 วง) พบวาไมเปนสารกอมะเร็ง PAHs 

ที่ประกอบดวยวงอะโรมาติก 4 วง เชน ไพรีน กอใหเกิดความผิดปกติตอพันธุกรรมแตไมกอใหเกิด

มะเร็ง ในขณะที่ PAHs ที่ประกอบดวยวงอะโรมาติก 5 วง เชน เบนซ[เอ]แอนทราซีนและเบนโซ

[เอ]ไพรีน สามารถกอใหเกิดความผิดปกติตอพันธุกรรมและมะเร็งได (Dean-Ross และคณะ, 

2002) 

 
ตารางที่ 2.3 โครงสรางทางเคมีและความสามารถในการกอใหเกิดมะเร็งของ PAHs บาง
ชนิด (Cerniglia, 1992) 

 

สาร PAHs โครงสราง 
สภาพละลายไดในน้ํา 

(มก.ตอลิตร) 
ความสามารถในการ
กอใหเกิดมะเรง็ 

แนพธาลีน 
 

31.7 ไมกอใหเกิดมะเร็ง 

อะซีแนพธีน 
 

3.9 ไมกอใหเกิดมะเร็ง 

แอนทราซนี 
 

0.07 ไมกอใหเกิดมะเร็ง 

ฟแนนทรนี 
 

1.3 ไมกอใหเกิดมะเร็ง 

ฟลูออแรนธีน 
 

0.26 อาจจะกอใหเกิดมะเร็ง 

ไพรีน 
 

0.14 ไมกอใหเกิดมะเร็ง 

เบนซ[เอ]แอนทราซนี 
 

0.002 กอใหเกิดมะเรง็ 

เบนโซ[เอ]ไพรีน 
 

0.003 กอใหเกิดมะเรง็ 
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สํานักงานวิจัยมะเร็งนานาชาติ (The International Agency for Research Cancer; 

IARC) แบง PAHs ออกเปน 3 กลุม ตามการออกฤทธิ์ในการกอมะเร็ง (Sul และคณะ, 2003) ดังนี้ 

 

 กลุม 2A  เปนสารที่นาจะกอมะเร็งในมนุษยไดสูงกวากลุมอ่ืนๆ มี 3 ชนิด ไดแก เบนโซ[เอ]

แอนทราซีน  เบนโซ[เอ]ไพรีน  และไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน  

 

 กลุม 2B  เปนสารที่อาจกอมะเร็งในมนุษย มี 11 ชนิด ไดแก แนพธาลีน  เบนโซ[บี]ฟลูออ

แรนธีน  เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน  เบนโซ[เจ]ฟลูออแรนธีน  ไดเบนโซ[เอ,เอช]ไพรีน  ไดเบนโซ[เอ

,แอล]ไพรีน  ไดเบนโซ[เอ,อี]ไพรีน  ไดเบนโซ[เอ,ไอ]ไพรีน  ไดเบนโซ[เอ,เอช]อะคริดีน  ไดเบนโซ[เอ

,เจ]อะคริดีน  และอินดิโน[1,2,3-ซีดี]ไพรีน  

 

 กลุม 3 เปนสารที่ไมกอมะเร็งในมนุษย มี 23 ชนิด ไดแก ไตรฟนิลีน  ฟแนนทรีน  แอนทรา

ซีน  ฟลูออรีน  ฟลูออแรนธีน  ไพรีน  ไครซีน  โครินีน  เพอริลีน  เบนโซ[เอ]อะคริดีน  เบนโซ[ซี]อะค

ริดีน  เบนโซ[จี,เอช,ไอ]ฟลูออแรนธีน  เบนโซ [เอ]ฟลูออรีน  เบนโซ [บี]ฟลูออรีน  เบนโซ [ซี]

ฟลูออรีน  เบนโซ [จี,เอช,ไอ]เพอริลีน  เบนโซ [ซี]ฟแนนทรีน  เบนโซ[อี]ไพรีน  ไซโคลเพนทะ[ซี,ดี]

ไพรีน  ไดเบนซ[เอ,ซี]แอนทราซีน  ไดเบนโซ[เอ,เจ]แอนทราซีน  ไดเบนโซ[เอ,อี]ฟลูออแรนธีน และ

ไดเบนโซ[เอช,อาร,เอส,ที]เพนทะฟน  
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เนื่องจาก PAHs สามารถกอใหเกิดความเปนพิษอยางเฉียบพลัน (acute toxic)  มีสมบัติ

เปนสารกอมะเร็ง (carcinogen) สารที่กอใหเกิดการกลายพันธุ (mutagen) และมีความคงทน ไม

สลายไดงายในสิ่งแวดลอม องคการพิทักษสิ่งแวดลอม สหรัฐอเมริกา จึงกําหนดใหสารประกอบ 

PAHs 16 ชนิด เปนสารมลพิษที่ไดรับการเฝาระวังมากกวาสารอื่นและตองกําจัดออกจาก

ส่ิงแวดลอมอยางเรงดวน (Cerniglia, 1992)  
 
ตารางที่ 2.4 โครงสรางทางเคมีของ PAHs ที่องคการพิทักษสิ่งแวดลอม สหรฐัอเมริกาได
กําหนดวาเปนสารมลพษิที่มีลําดับความสาํคัญกอน (Witt, 1995) 
 

สาร PAHs โครงสราง สาร PAHs โครงสราง 

แนพธาลีน 

 

เบนซ[เอ]แอนทราซีน 

 

อะซีแนพธิลีน 

 

ไครซีน 

 

อะซีแนพธีน 

 

เบนซ[บี]ฟลูออแรนธีน  

ฟลูออรีน 

 

เบนซ[เค]ฟลูออแรนธีน  

ฟแนนทรีน 

 

เบนโซ[เอ]ไพรีน 

 

แอนทราซีน 

 

ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน 

 

ฟลูออแรนธีน 

 

เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน 

 

ไพรีน 

 

อินดิโน[1,2,3-ซีดี]ไพรีน 

 

 
 
 
 
 
 



 12 

กระบวนการกําจัด PAHs ออกจากสิ่งแวดลอม 
 

PAHs ในสิ่งแวดลอมสามารถถูกกําจัดไดจากหลายกระบวนการ ซึ่งประสิทธิภาพการ

กําจัดจะขึ้นอยูกับสมบัติทางกายภาพและเคมีของสารประกอบ PAHs รวมทั้งปจจัยตางๆ ใน

สิ่งแวดลอม (Tam และคณะ, 2002)  ดังแสดงในรูปที่ 2.2 

 

 
 

รูปที่ 2.2 กระบวนการกาํจัด PAHs ในสิ่งแวดลอม (Cerniglia, 1992) 
 
การระเหยกลายเปนไอ 
  
 การระเหยของสาร PAHs เกิดจากการรวมตัวกับโครงสรางของน้ําแลวระเหยไป ดังนั้น 

PAHs ที่ปนเปอนในน้ําจะมีอัตราการระเหยสูงกวา PAHs ที่อยูในดิน และ PAHs น้ําหนักโมเลกุล 

จะมีอัตราการระเหยไดสูงกวา PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูง (Ashok และ Saxena, 1995) 
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การออกซิไดสดวยแสง  
  
 กลไกการยอยสลายจะขึ้นอยูกับปริมาณออกซิเจน อุณหภูมิและปริมาณความเขมขนของ

แสง (Reyes และคณะ, 1998; Warner และคณะ, 2004) 
 
การออกซิไดสทางเคมี  
 
 โดยใช โอโซน ซึ่งเปนตัวออกซิไดซที่แรง (Nam และ Kukor, 2000) หรือสารเคมีที่มีสมบัติ

เกิดไฮดรอกซีเรดิเคิล (hydroxyl (OH.) radicles) เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) (Nadarajah 

และคณะ, 2002) เพื่อสลายสารประกอบ PAHs 
 
การสะสมทางชีวภาพ 
 

 นอกเหนือจาก อากาศ ตะกอน ดินและน้ํา PAHs ยังสามารถสะสมไดในสิ่งมีชีวิตทาง

ทะเลและพืชอีกดวย การไดรับ PAHs ของสิ่งมีชีวิตทางทะเลจะขึ้นอยูกับสภาพพรอมใชทาง

ชีวภาพของ PAHs ขนาดของสิ่งมีชีวิต และอัตราการกิน ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการสะสมของ PAHs 

ในพืช ไดแก คุณสมบัติทางกายภาพของ PAHs สภาวะทางสิ่งแวดลอม สายพันธุและโครงสราง

ของพืช (Juhasz และ Naidu, 2000) 

 
การดูดซับบนอนุภาคตะกอน  
 

 เนื่องจาก PAHs มีสภาพละลายไดในน้ําต่ําและมีสัมประสิทธิ์การแบงสวนในออคทานอล

และน้ําสูง ดังนั้นตะกอนจึงเปนที่สะสมของ PAHs และมีความเขมขนในน้ําต่ํามาก (Juhasz และ 

Naidu, 2000) PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูงจะเกาะติดแนนเปนเวลานานกวา PAHs น้ําหนักโมเลกุล

ต่ํา  (Chin และคณะ, 1997)  
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แตกระบวนการกําจัด PAHs ที่มีประสิทธิภาพเปนที่ยอมรับและใชกันอยางแพรหลาย คือ 

การยอยสลายโดยจุลินทรีย หรือวิธีการบําบัดทางชีวภาพ (bioremediation) ซึ่งเปนวิธีที่มี

คาใชจายต่ําและเปนมิตรกับส่ิงแวดลอม (Leys และคณะ, 2005) 

 
วิธีการบําบัดทางชีวภาพ (Bioremediation) 
 

วิธีที่ใชจุลินทรียเพื่อยอยสลายสารมลพิษทางสิ่งแวดลอม โดยจุลินทรียจะใชสาร PAHs 

เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญ ทําใหสาร PAHs ถูกกําจัดอยางถาวร โดย 

PAHs บางชนิดสามารถถูกยอยสลายไดอยางสมบูรณจนไดคารบอนไดออกไซด น้ําและพลังงาน

เพื่อใชในการเจริญของจลุินทรีย (mineralization) หรือเปลี่ยนโครงสรางเปนสารอื่นที่ลดความเปน

พิ ษ ใ ห น อ ย ล งห รื อ หมด ไป  ( biotransformation) ซึ่ ง ส า รที่ ไ ด เ รี ย ก ว า  ส า รมั ธ ยั น ต ร 

(intermediate)กระบวนการยอยสลาย PAHs อาจเกิดขึ้นโดยจุลินทรียชนิดเดียวหรือโดยกลุมจุลิ

นทรีย (Gibson และ Subramanian, 1984) วิธีการบําบัดทางชีวภาพ แบงออกไดเปน 3 วิธี คอื 

 

1.กระบวนการยอยสลายทางธรรมชาติ (natural attenuation) โดยจุลินทรียทองถิ่น 

(indigenous microorganism) ที่มีความสามารถในการยอยสลาย และเปนกระบวนการที่เกิดขึ้น

โดยธรรมชาติ (Mills และคณะ, 2003) ขอดีของวิธีนี้ คือ หลีกเลี่ยงการทําลายระบบนิเวศ อยางไรก็

ตามการบําบัดวิธีนี้มักใชเวลานาน เนื่องจากขนาดประชากรของจุลินทรียทองถิ่นที่มีความสามารถ

ในการยอยสลายต่ํา และเนื่องจากจุลินทรียตองเผชิญกบัปจจัยในสิ่งแวดลอมที่ไมสามารถควบคุม

ได ทําใหความสามารถในการยอยสลายสารมลพิษของจุลินทรียมีการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลา  

 

2.การกระตุนการยอยสลายของจุลินทรียทองถิ่นใหเพิ่มข้ึน (biostimulation) โดยการเติม

สารอาหารหรือซับสเตรต เชน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โปรแตสเซียม การใหออกซิเจน รวมทั้งการ

เติมสารลดแรงตึงผิว ซึ่งจะชวยเพิ่มความสามารถในการละลายของสารไฮโดรคารบอน ทําให

แบคทีเรียสามารถยอยสลายไดงายขึ้น (Haigh, 1996) บางกรณีการเติมเศษวัสดุเหลือทิ้งทาง

การเกษตรและมูลสัตว จะเปนการเพิ่มปริมาณสารอาหารและปริมาณออกซิเจน ทําใหสภาวะ

เหมาะสมตอส่ิงมีชีวิตบริเวณนั้น นอกจากนี้ยังชวยลดความสามารถในการเขาจับกับอนุภาคดิน

ของ PAHs จุลินทรียจึงนําไปใชประโยชนไดอยางรวดเร็ว (Kästner และ Mahro, 1996) ดังนั้นการ

กระตุนที่เหมาะสมจะทําใหจุลินทรียทองถิ่นมีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารปนเปอนได 

(Vidali, 2001) 
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3.การเติมจุลินทรียตางถิ่น (exogenous microorganism) ที่มีความสามารถในการยอย

สลายตามที่ตองการ (bioaugmentation) โดยเฉพาะอยางยิ่งในบริเวณที่มีการปนเปอนของ PAHs 

ในปริมาณสูงและจุลินทรียทองถิ่นไมสามารถปรับตัวเพื่อยอยสลายสารพิษเองได โดยจุลินทรีย

อาจไดรับการปรับปรุงสายพันธุดวยเทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรม (genetically engineered 

microorganism, GEM)  เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย (Trzesicka-Mlynarz และ Ward, 

1996) ขอควรคํานึงถึงของวิธีการนี้ คือ ภาวะการแขงขันระหวางจุลินทรียตางถิ่นกับจุลินทรีย

ประจําถิ่น (indigenous microorganisms) ซึ่งจุลินทรียตางถิ่นจะตองสามารถเพิ่มจํานวนและอยู

รอดไดในสิ่งแวดลอมนั้น ๆ (Vidali, 2001) 
 
จุลินทรียที่ใชในการบําบัด PAHs 
 

จุลินทรียสวนใหญที่ใชในการยอยสลาย PAHs ไดแก แบคทีเรียและรา white  rot  fungi  

ซึ่งจุลินทรียทั้ง 2 ชนิดจะยอยสลายสาร PAHs ดวยกลไกที่ตางกัน  โดยแบคทีเรียจะใช PAHs เปน

แหลงคารบอนและพลังงาน ในขณะที่ราจะเปลี่ยน PAHs ไปเปนผลิตภัณฑที่หมดความเปนพิษ 

(Cerniglia, 1993)  
 
ตารางที่ 2.5 ตัวอยางจลุินทรียทีส่ามารถยอยสลาย PAHs (Cerniglia, 1993) 
 

แบคทีเรีย รา 

Acmetobacter sp. Aspergillus niger 

Aeromonas sp. B]erkandera adusta 

Alcaligenes denitrificans Can&da utilis 

Arthrobacter sp. Claviceps paspali 

Bacillus cereus Cunninghamella bainieri 

Beijerinckia sp. Hyphochytriurn catenoides 

Mycobacterium sp. Penicdlium chrysogenum 

Pseudomonas sp. Rhizopus oryzae 

Rhodococcus sp. Smittiurn culisetae 

Staphylococcus auriculans Trametes versicolor 
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การยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรียจะเกิดไดทั้งภายใตสภาวะใชและไมใชอากาศ การ

ยอยสลาย PAHs ภายใตสภาวะไมใชอากาศเปนกระบวนการที่ชาและกลไกทางชีวเคมียังไมเปนที่

กระจาง ตรงกันขามกับการยอยสลายภายใตสภาวะใชอากาศซึ่งไดรับการศึกษาอยางกวางขวาง

ในทศวรรษที่ผานมา (Harayama, 1997) ปฏิกิริยาการยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรียจะเกีย่วของ

กับการเติมออกซเิจนเขาไปเพื่อเปดวงอะโรมาติก (cleavage of the aromatic ring) ดวยเอนไซม

ไดออกซิจีเนส (dioxygenase) ซึ่งเกิดขึ้นได 2 วิถี คือ วิถีเมตา (meta pathway) และวิถีออโธ 

(ortho pathway) (Juhasz และ Naidu, 2000) 

 

การยอยสลาย PAHs โดยรา ประกอบดวยเอนไซม 2 กลุมหลักไดแก ไซโตโครมพี-450 โม

โนออกซีจีเนส (cytochrome P-450 Monoxygenases, Cyt P-450) และลิกนินเปอรออกซิเดส 

(lignin peroxidases, LiPs) โดยไซโตโครมพ-ี450 โมโนออกซีจีเนส จะแคตาไลซ PAHs และกําจัด

ออกจากเซลลในรูปของ 0-กลูโคไซด (0-glucoside), 0-กลูคูโรไนด (0-glucuronide), 0-ซัลเฟต 

(0-sulfate) หรือ 0-ไซโลไซด (0-xyloside) สวนลิกนินเปอรออกซิเดส (lignin peroxidases, LiPs) 

จะสลาย PAHs เกิดเปนควินโนน (quinones) 

 

 
 

 
รูปที่ 2.3 วิถกีระบวนการสลาย PAHs โดยจุลนิทรีย (Cerniglia, 1993) 
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การยอยสลายไพรีน  
 
การยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรีย 
 

แบคทีเรียบริสุทธิ์ งานวิจัยที่ผานมาไดมีการคัดแยกเชื้อแบคที เ รียบริสุทธิ์ที่มี

ความสามารถในการยอยสลายสารไพรีน จากตัวอยาง ดิน น้ําหรือตะกอนที่มีการปนเปอน

สารประกอบ PAHs พบวามีทั้งแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก Mycobacterium sp. Norcardia sp. 

และแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Burkholderia sp. Pseudomonas sp. Sphingomonas sp. ดัง

แสดงในตารางที่ 2.6 เปนตน 
 
ตารางที่ 2.6 แบคทีเรียทีส่ามารถยอยสลายไพรีนเพือ่ใชเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
 

สายพันธุแบคทีเรีย เอกสารอางอิง 

Mycobacterium sp. สายพันธุ BB1 Fritzsche (1994) 

Mycobacterium sp. สายพันธุ CH1 Churchill และคณะ (1999) 

Burkholderia cepacia  สายพันธุ VUN10,001 Juhasz และคณะ(1997) 

Pseudomonas putida  Doong  และ Lei (2003 ) 

Sphingomonas paucimobilis  สายพันธุ EPA 505  Ye และคณะ (1995) 

 

กลุมแบคทีเรีย ไพรีนหรือ PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูงที่ประกอบดวยวงอะโรมาติกตั้งแต 4 

วงขึ้นไป จะมีความเสถียรสูงและยากตอการยอยสลาย ซึ่งแบคทีเรียบริสุทธิ์สายพันธุเดี่ยวสวน

ใหญไมสามารถยอยสลายสารดังกลาวไดอยางสมบรูณ การยอยสลายสาร PAHs ที่มีโครงสราง

โมเลกุลซับซอนจึงตองอาศัยกระบวนการยอยสลายแบบโคเมแทบอลิซึมหรือการยอยสลายโดย

กลุมจุลินทรีย (Wilson และ Jones, 1993)  
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ตารางที่ 2.7 ตัวอยางกลุมแบคทีเรียทีม่ีความสามารถในการยอยสลายไพรีน 
 

กลุมแบคทีเรยี เอกสารอางอิง 

VUN 10,009 Boonchan และคณะ, (2000) 

YL Lin และ Cai, (2008) 

RRMV-3 จิรทีปฆ  แสนรัก, (2547)  

STK ทิมากร แสงดาํ, (2547)  

F2 Trzesicka-Mlynarz และ Ward (1996) 

DC1 Smith และคณะ (1997) 

B1-B6 Yuan และคณะ (2000) 

C2CO 

C2PPN Cui และคณะ (2008) 

 

การยอยสลายโดยกลุมจุลินทรีย จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย PAHs สงผลให

อัตราเร็วในการยอยสลายเพิ่มข้ึน ที่สําคัญยังทําใหเกิดการยอยสลายสาร PAHs ไดอยางสมบูรณ 

(mineralization) ไมกอใหเกิดสารมัธยันตรที่เปนพิษ เนื่องจากกลุมจุลินทรียจะมีการทํางานแบบ

เสริมการเจริญซึ่งกันและกัน (synergism) (Yuan  และคณะ, 2000) 
 

 กลไกการทํางานรวมกันของแบคทีเรียในการยอยสลายสาร PAHs คือ แบคทีเรียชนิดที่ 1 

สามารถสรางเอนไซมยอยสลายสารตั้งตนได แตไมสามารถยอยสลายสารใหสมบูรณ เนื่องจากไม

สามารถยอยสลายสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นภายในระบบได (dead-end metabolite) จึงทําใหเกิดการ

สะสมของสารมัธยันตรดังกลาวซึ่งอาจเปนพิษตอแบคทีเรียชนิดที่ 1 ในขณะที่แบคทีเรียชนิดที่ 2 

จะมีระบบเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารมัธยันตรนั้นไดทําใหความเปนพิษของสารมัธยันตร

ลดลง หรือสามารถนําสารดังกลาวไปใชในการเจริญได ผลจากการเจริญของแบคทีเรียชนิดที่ 2 

อาจสราง วิตามิน กรดอะมิโน หรือสารที่ชวยใหมีการยอยสลายสารตั้งตนดีข้ึน เชน สารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ (biosurfactant) ซึ่งเปนปจจัยที่มีผลตอการเจริญและการยอยสลาย PAHs ของ

แบคทีเรียชนิดอื่นตอไป (Mueller และคณะ, 1989)  
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รูปที่ 2.4 วิถกีารยอยสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย (bacteria consortium) ที่คัดแยกจาก
ปาชายเลน (Luan และคณะ, 2006) 



 20 

หนวยวิจัยการบําบัดสิ่งแวดลอมโดยชีววิธี ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

 

เปนหนวยวิจัยที่ศึกษาการบําบัดสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 

(PAHs) เปนสวนใหญ เร่ิมปฏิบัติงานวิจัยมาเปนเวลากวาสิบปและมีผลงานวิจัยจํานวนมาก จึงทํา

ใหเกิดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบ PAHs ข้ึนเปนจํานวนมากเชนกัน 
 

ตารางที่ 2.8 ตัวอยางงานวิจัยที่เกิดจากหนวยวิจัยการบําบัดสิ่งแวดลอมโดยชีววิธี 
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

 

งานวจิัย เอกสารอางอิง 

ความสามารถของแบคทีเรียดินที่คัดแยกไดในการยอยสลายฟแนนทรีน 

และพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนชนิดอื่น  ณัฐพันธุ ศุภกา, (2542) 

ความสามารถของแบคทีเรียที่คัดแยกไดในการยอยสลายแอนทราซีน 

และพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนชนิดอื่น  พจนีย จันทมาลี, (2543)  

การใชวัสดุจากกการเกษตรเรงการยอยสลายสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก 

ไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรียในดิน  นารีรัตน เจริญชาง, (2544) 

สารมัธยันตรจากการยอยสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ที่แยกได 

จากใบมะขาม Tamarindus india Linn ปยะวรรณ เพชราภา, (2549) 

 
 
เนื่องจาก PAHs สามารถกอใหเกิดความเปนพิษอยางเฉียบพลัน (acute toxic)  มีสมบัติ

เปนสารกอมะเร็ง (carcinogen) สารที่กอใหเกิดการกลายพันธุ (mutagen) และมีความคงทน ไม

สลายไดงายในสิ่งแวดลอม ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบ PAHs จากหนวยวิจัยนี้

จึงจัดเปนของเสียอันตราย สามารถกอใหเกิดอันตรายทั้งตอผูปฏิบัติงานในหองปฏิบัติการและ

กอใหเกิดปญหามลพิษไดหากปนเปอนสูสิ่งแวดลอม ดังนั้นของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน PAHs 

จึงจําเปนตองมีการบําบัดกอนปลอยสูสิ่งแวดลอม ซึ่งกระบวนการที่มีประสิทธิภาพ เปนที่ยอมรับ

และใชกันอยางแพรหลายในการกําจัด PAHs คือ การยอยสลายโดยจุลินทรีย หรือวิธีการบําบัด

ทางชีวภาพ (Bioremediation) (Tam และคณะ, 2002) 
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ขอกําหนดการทิ้งของเสยีที่มีการปนเปอน PAHs 
 
ประเทศสหรฐัอเมริกา  

องคการพิทักษส่ิงแวดลอม (Environmental Protection Agency) กําหนดมาตรฐาน

คุณภาพของ PAHs ในน้ําเสียวามีฟแนนทรีน อะซีแนพธีน แอนทราซีน ฟลูออรีน และ อะซีแนพธิ

ลีน ไมเกิน 0.059 มก./ลิตร ฟลูออแรนธีน ไมเกิน 0.068 มก./ลิตร และมีไพรีน ไมเกิน 0.067 มก./

ลิตร (http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp69-c7.pdf) 
 

ประเทศสหรัฐอเมริกา รัฐจอรเจีย  

กําหนดวาหามปลอยทิ้งน้ําเสียที่มีปริมาณ  PAHs เกิน  0.4865 มก. /ลิตร

(http://www.ccwa1.com/doc/sect.six.aspx) 
 

ประเทศออสเตรเลีย รัฐทสัมาเนีย  

มาตรฐานที่ยอมรับไดสําหรับ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลว คือ 5 มก./ลิตร

(http://www.environment.tas.gov.au/file.aspx?id=1907) 
 

ประเทศแอฟริกาใต (Snyman และ Herselman 2006) 

กําหนดความเขมขนรวมทั้งหมดของ PAHs 11 ชนิด ไดแก อะซีแนพธีน ฟแนนทรีน 

ฟลูออรีน ฟลูออแรนธีน ไพรีน เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน เบนโซ[เจ]ฟลูออแรนธีน  เบนโซ[เค]ฟลูออ

แรนธีน เบนโซ[เอ]ไพรีน  เบนโซ [จี,เอช,ไอ]เพอริลีน  และ อินดิโน[1,2,3-ซีดี]ไพรีน ในตะกอนน้ํา

เสีย หามเกิน 6 มก./กก. 
 

ประเทศเดนมารก  
มาตรฐานสาํหรับความเขมขนสูงสุดของ PAHs 11 ชนิด ไดแก อะซีแนพธิลีน ฟแนนทรีน 

ฟลูออรีน ฟลูออแรนธีน ไพรีน เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน เบนโซ[เจ]ฟลูออแรนธีน  เบนโซ[เค]ฟลูออ

แรนธีน เบนโซ[เอ]ไพรีน  เบนโซ [จ,ีเอช,ไอ]เพอริลีน  และ อินดิโน[1,2,3-ซีดี]ไพรีน ในตะกอนน้าํ

เสยี หามเกิน 6 และ 3 มก./กก. ในป ค.ศ. 1997 และ 2000 ตามลําดบั

(http://ec.europa.eu/environment/waste/sludge/pdf/sludge_pollutants_3.pdf) 
 

สหภาพยุโรป (Pérez และคณะ, 2001) 

 กําหนดปริมาณ PAHs ในตะกอนน้ําเสียที่จะนําไปใชในการเกษตรหามเกิน 6 มก./กก. 
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 งานวิจัยนี้มีจุดมุงหมายที่จะบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบกลุม 

PAHs ที่เกิดจากงานศึกษาวิจัยดวยวิธีชีวภาพ โดยใชกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากหนวยวิจัยนี้

และมีประสิทธิภาพในการยอยสลาย PAHs สูงมาก ไดแก กลุมแบคทีเรีย STK ที่มีสมบัติไฮโดรโฟ

บิกสูง เปรียบเทียบกับกลุมแบคทีเรีย TAF+P และ TAF/5R2CB ซึ่งเปนกลุมแบคทีเรียที่ไมได

เจาะจงคัดเลือกสมบัติเปนไฮโดรโฟบิกโดยตรง  
 
กลุมแบคทีเรยี STK (ทิมากร แสงดํา, 2547)  

 

เปนกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกจากปุยหมักใบมะขามโดยใชแผนพอลิเตตระฟลูออโรเอทธิลีน 

(polytetrafluoroethylene, PTFE) ที่เคลือบดวยไพรีน ประกอบดวยแบคทีเรีย STK1 STK2 และ 

STK3 มีความคลายคลึงกับแบคทีเรียในจีนัส Zoogloea sp., Stenotrophomas sp. และ 

Mesorhizobium sp. 

 

กลุมแบคทีเรีย STK มีความสามารถในการยอยสลายไพรีนความเขมขนเริ่มตน 100 มก./

ลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Medium (CFMM) ไดหมดภายในเวลา 8 วัน 

นอกจากนี้ยังสามารถใชสาร PAHs อ่ืนไดอีกหลายชนิด ไดแก ฟแนนทรีน ไดเบนโซฟูแรน อะซีแน

พธีน อะซีแนพธิลีน รวมทั้งสามารถยอยสลายแอนทราซีนและฟลูออรีนไดเล็กนอย โดยมีอัตราการ

ยอยสลายสาร PAHs ที่แตกตางกนั แตกลุมแบคทีเรีย STK ไมสามารถยอยสลายฟลูออแรนทีน ไค

รซีน เบนโซ[เอ]ไพรีน และ เพอริลีนได  

 

กลุมแบคทีเรีย STK มีสมบัติไฮโดรโฟบิกสูง เนื่องจากมีความสามารถในการเกาะติด 

เจริญและยอยสลายผลึกไพรีนที่เคลือบบนแผน PTFE ซึ่งเปนวัสดุพอลิเมอรของพอลิเตตระฟลูออ

โรเอทธิลีนและมีสมบัตไิฮโดรโฟบิกสูง   

 

จะเห็นไดวากลุมแบคทีเรีย STK มีความหลากหลายในการใชสาร PAHs ดังนั้นจึงเปน

ประโยชนอยางยิ่งในการนํากลุมแบคทีเรียนี้ไปใชบําบัดสาร PAHs ในของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอนจากหองปฏิบัติการ ซึ่งมีการปนเปอนของ PAHs หลายชนิด อีกทั้งสมบัติไฮโดรโฟบิกที่สูง

ของเซลลที่แยกได ทําใหคาดวากลุมแบคทีเรียจะสามารถกระจายตัวจากวัฏภาคน้ําไปจับและดูด

ซับกับ PAHs ซึ่งมีสภาพการละลายในน้ําต่ําและเกาะติดกับวัฏภาคตะกอนไดดี สงผลใหกลุม

แบคทีเรีย STK สามารถยอยสลาย PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนได นอกจากนี้ยัง
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พบวากลุมแบคทีเรีย STK สามารถเจริญและยอยสลายไพรีนในดินสภาวะ slurry ซึ่งมีลักษณะ

คลายกับของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน คือ มีสวนของดินและน้ําได (ปยะวรรณ เพชราภา, 

2549)  
 
กลุมแบคทีเรีย TAF+P และ กลุมแบคทีเรีย TAF/5R2CB (จิรทีปฆ แสนรัก, 2547) 
  

เปนกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกจากใบของพืชตระกูลถั่วดวยวิธี enrichment culture 

technique โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Medium (CFMM) ที่มีไพรีนความ

เขมขน 100 มก./ลิตร 

 

วรกฤษฎ สภานนท (2549) ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนความเขมขนเริ่มตน 

1000 มก./ลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ของกลุมแบคทีเรีย STK ที่คดัแยกไดโดย ทิมากร 

แสงดํา, (2547) กลุมแบคทีเรีย TAF+P  TAF-PP  TAF/5PC2-LB และ TAF/5R2CB ที่คัดแยกได

โดย จิรทีปฆ แสนรัก (2547) พบวากลุมแบคทีเรีย TAF+P มีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนสูง

ที่สุดรองลงมา คือ กลุมแบคทีเรีย TAF/5R2CB  TAF/5PC2-LB  TAF-PP และ กลุมแบคทีเรีย STK 

โดยในวันที่ 5 ของการทดลองจะมีปริมาณไพรีนเหลืออยู 0.1726  0.7777  1.2080  1.6382 และ 

21.1805 ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวากลุมแบคทีเรีย TAF+P สามารถยอยสลายแอนทราซีน

และฟลูออแรนธีน กลุมแบคทีเรีย TAF/5R2CB สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนและฟแนนทรีน ได

อีกดวย จะเห็นไดวากลุมแบคทีเรีย TAF+P  TAF-PP  TAF/5PC2-LB และ TAF/5R2CB สามารถ

ยอยสลายไพรีนไดดีกวากลุมแบคทีเรีย STK โดยกลุมแบคทีเรีย TAF+P และ TAF/5R2CB มี

ประสิทธภิาพดีที่สุด   

 

เนื่องจากกลุมแบคทีเรีย TAF+P และ TAF/5R2CB สามารถยอยสลายไพรีนที่ความ

เขมขนสูงไดและมีความหลากหลายในการใชสาร PAHs โดยเฉพาะแอนทราซีนและฟลูออแรนธีน 

ที่กลุมแบคทีเรีย STK ยอยสลายไดเล็กนอยและไมได ตามลําดับ จึงเปนประโยชนในการบําบัด

ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนจากหองปฏิบัติการซึ่งมีการปนเปอนของ PAHs หลายชนิด อีกทั้ง

กลุมแบคทีเรีย TAF+P และ TAF/5R2CB เปนกลุมแบคทีเรียที่ไมไดเจาะจงคัดเลือกสมบัติเปน

ไฮโดรโฟบิกโดยตรงเหมือนกับกลุมแบคทีเรีย STK เนื่องจากคัดแยกดวยวิธี enrichment culture 

technique ทําใหอาจมีประโยชนในการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนในวัฏภาคน้ําไดดี 
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 จากนั้นหาภาวะทางเคมีและกายภาพที่เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย ทําใหการยอยสลาย

สารประกอบ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมีประสิทธิภาพ พรอมทั้งตรวจติดตาม

พลวัตประชากรกลุมแบคทีเรียที่เติมลงไประหวางการบําบัดโดยวิธี Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis (DGGE)  ซึ่งเปนวิธีที่นิยมใชในการติดตามการเปลี่ยนแปลงของประชากร

แบคทีเรียระหวางกระบวนการบําบัดทางชีวภาพ (Nakatsu และคณะ, 2000; Cunliffe และ 

Kertesz, 2005; Piskonen และคณะ, 2005; Ozaki และคณะ, 2007) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการวิจัย 
 

อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 

1. เครื่องชั่ง, บริษัท METTLER TOLEDO, สวิสเซอรแลนด. 

• ทศนิยม 4 ตําแหนง รุน AG285  

• ทศนิยม 2 ตําแหนง รุน P2002-S  

2. ชุดเครื่องผลิตน้ําปลอดประจุ, บริษัท ELGA, อังกฤษ. 

• เครื่องสูบน้ํา รุน LA534  

• เครื่องกรองน้าํ รุน ELGASTART OPTION 3A  

• ถังเก็บน้าํปริมาตร 25 ลิตร  

• เครื่องผลิตน้ําปลอดประจุ รุน MAXIMA ULTRAPURE WATER 

3. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา, บริษัท SANYO Electric Biomedical Co., LTD, ญี่ปุน. 

• อุณหภูมิ – 80 oซ รุน CVK-UB2 

• อุณหภูมิ – 20 oซ รุน MDF-U536D 

4. ชุดอุปกรณสําหรับถายภาพเจล, บริษัท Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา. 

• Gel Doc 

• โปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 4.4.1 

5. เครื่องเขยา 

• รุน Innova 4330, บริษัท New Brunswick Scientific, สหรัฐอเมริกา. 

• รุน Innova 4000, บริษัท New Brunswick Scientific, สหรัฐอเมริกา. 

• รุน Innova 2100, บริษัท New Brunswick Scientific, สหรัฐอเมริกา. 

• รุน 420, บริษัท Thermo Electron Corporation, สหรัฐอเมริกา. 

6. เครื่องวัดความเปนกรด-เบส รุน SevenEasy S20K, บริษัท METTLER TOLEDO,

สวิสเซอรแลนด. 

7. ตูควัน รุน AIRONRE 1200-GS, บริษัท SAFELAB SYSTEM, อังกฤษ. 
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8. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สงูชนิดอาง รุน BANDELIN SONOREX RK 100, บริษัท 

BANDELIN electronic, เยอรมน.ี 

9. ชุดเครื่องมือทาํไฮเพอรฟอมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) สําหรับตรวจสอบชนิดและปริมาณของ PAHs, บริษัท Shimadzu, 

ญี่ปุน. 

• เครื่องควบคุมระบบ (system controller) รุน SCL – 10A VP 

• ลิควิดโครมาโทกราฟ (liquid chromatograph) รุน LC - 10AD VP  

• เครื่องกําจัดแกส (degasser) รุน DGU – 14A 

• เครื่องตรวจหา (UV-Vis detector) รุน SPD - 10A VP 

• ออโตอินเจคเตอร (autoinjector) รุน SIL - 10AD VP 

• เตาอบคอลมัน (column oven) รุน CTO – 10AS VP 

• เครื่องบันทกึ (recorder) รุน C-RIA  

• คอลัมน (column) รุน Inertsill ODS-3 ขนาด 4.6 x 150 มม., บริษัท GL 

Science, ญี่ปุน. 

10. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน GENIE2, บริษัท Scientific Industries, สหรัฐอเมริกา.  

11. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 20, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร, บริษัท Gilson, 

ฝร่ังเศส. 

12. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 มล., บริษัท Nissho Nipro, ญี่ปุน. 

13. หัวกรอง ชนิด PTFE ขนาดความกวางของรู 0.20 ไมโครเมตร, บริษัท RESTEK 

COPORATION, สหรัฐอเมริกา. 

14. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave), บริษัท TOMY Kogyo, ญี่ปุน. 

• รุน ES-315 

• รุน SS-325 

15. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UE 600, บริษัท Memmert, เยอรมน.ี 

16. ตูอบแหง (oven) รุน UL 80, บริษัท Memmert, เยอรมน.ี 

17. ตูเขี่ยเชื้อ “ISSCO” LAMINAR FLOW รุน RV–124, บริษัท INTERNATIONAL SCIENTIFIC 

SUPPLY CO.,LTD, สหรัฐอเมริกา. 
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18. ชุดเครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (rotary vacuum evaporator), บริษัท TOKYO 

RIKAKIKAI CO., LTD, ญี่ปุน. 

• เครื่องควบคุมอุณหภูมิ รุน EYELA CCA-1110 

• เครื่องสูบน้ํา รุน A-3S 

• เครื่องระเหยแหง รุน EYELA  N-1000 

• อางน้ําดิจิตัล รุน SB-1000 

19. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน SPECTRONIC 20GENYSYS, บริษัท  

SPECTRONIC Instruments, สหรัฐอเมริกา. 

20. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A, บริษัท Shimadzu, ญี่ปุน. 

21. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน J-30I, บริษัท 

BECKMAN COULTER, สหรัฐอเมริกา. 

22. เครื่องปนเหวีย่งชนิดตั้งพืน้ (centrifuge) รุน 6500, บริษัท KUBOTA CORPORATION 

TOKYO, ญี่ปุน. 

23. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน type B 5050 E, บริษัท Heraeus, เยอรมน.ี 

24. เครื่องหมนุเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน Pico, บริษัท Kendro, เยอรมน.ี 

25. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTH 

Thermo-Block SLTDB-120, บริษัท SeouLin Bioscience, เกาหล.ี  

26. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal cycle) รุน MJ MiniTM Personal Thermal Cycler, 

บริษัท Biorad, สหรัฐอเมริกา 

27. ชุดเครื่องมือทาํอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) Mini gel 

electrophoresis system, บริษัท Mupid-2 Advance, ญี่ปุน. 

28. ชุดเครื่องมือ DCodeTM system, บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., สหรัฐอเมริกา 

29. ปเปต (pipette) ขนาด 1 5 และ 10 มล., บริษัท HBG, เยอรมน.ี 
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เคมีภัณฑ 

 

1. แอมโมเนยีมไนเตรต (NH4NO3), บริษัท J.T. Baker, สหรัฐอเมริกา. 

2. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO4•12H2O), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

3. โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

4. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

5. กรดไฮโดรคลอริก (HCl), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

6. ทริปโตน (tryptone), บริษัท B.D., สหรัฐอเมริกา. 

7. ผงสกัดจากยสีต (yeast extract), บริษัท Bio Springer, ฝร่ังเศส. 

8. วุนแบคโต (Bacto agar), บริษัท Difco Laboratories, สหรัฐอเมริกา. 

9. แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4•7H2O), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

10. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O), บริษัท Merck, เยอรมน.ี  

11. เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O), บริษัท Carlo ERBA reagent, อิตาลี. 

12. ไดเมธิลซัลฟอกไซด (CH3SOCH3), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

13. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4), บริษทั Merck, เยอรมน.ี 

14. เมธานอล (CH3OH), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

15. เอธิลอะซีเตท (CH3COOC2H5), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

16. ไดคลอโรมีเธน (CH2Cl2), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

17. โซเดียมคลอไรด (NaCl), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

18. ไพรีน (pyrene), บริษัท Kanto Chemical, ญี่ปุน. 

19. ฟแนนทรนี (phenanthrene), บริษัท ZIGMA CHEMICAL, สหรัฐอเมริกา. 

20. อะซีแนพธิลีน (acenaphthylene), บริษัท Kanto Chemical, ญี่ปุน. 

21. ไดเบนโซฟูแรน (dibenzofuran), บริษัท Kanto Chemical, ญี่ปุน. 

22. อะซีแนพธีน (acenaphthene), บริษัท ZIGMA CHEMICAL, สหรัฐอเมริกา. 

23. ฟลูออแรนธีน (fluoranthene), บริษัท Kanto Chemical, ญี่ปุน. 

24. ฟลูออรีน (fruorene), บริษัท Wako Pure Chemical, ญี่ปุน. 

25. แนพธาลีน (naphthalene), บริษัท Kanto Chemical, ญี่ปุน. 

26. แอนทราซนี (anthracene), บริษัท Kanto Chemical, ญี่ปุน. 

27. โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 
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28. ฟนอล (phenol), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

29. อะกาโรสเจล (agarose gel), บริษัท IUAI, ญี่ปุน. 

30. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenolblue), บริษัท Fluka, เยอรมน.ี 

31. Ribonuclease A (RNase A), บริษัท Sigma, สหรัฐอเมริกา. 

32. Taq DNA polymerase, บริษัท New England Biolabs, อังกฤษ. 

33. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP, บริษัท New England Biolabs, อังกฤษ. 

34. 1 kb DNA ladder, บริษัท New England Biolabs, อังกฤษ. 

35. 100 base pair DNA ladder, บริษัท New England Biolabs, สหรัฐอเมริกา. 

36. โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร, บริษัท PROLIGO, สหรัฐอเมริกา. 

37. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3), บริษัท Sigma, 

สหรัฐอเมริกา. 

38. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2•2H2O), บริษัท Sigma, 

สหรัฐอเมริกา. 

39. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3), บริษัท Nacalai tesque, ญี่ปุน. 

40. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [(C16H32N(CH3)3)Br], บริษัท TCI-EP, ญี่ปุน. 

41. Glass powder for DNA recovery รุน EASYTRAP Ver.2, บริษัท TAKARA, ญี่ปุน. 

42. Formamide (deionized), บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., สหรัฐอเมริกา. 

43. 40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1 (2.6% C), บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc.,

สหรัฐอเมริกา. 

44. Urea, บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., สหรัฐอเมริกา. 

45. Ammonium persulfate, บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., สหรัฐอเมริกา. 

46. TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine), บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., 

สหรัฐอเมริกา. 

47. Dye solution, บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., สหรัฐอเมริกา. 

48. Ethidium bromide solution เขมขน 10 มก./มล., บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., 

สหรัฐอเมริกา. 

49. โปรตีเนสเค, บริษัท Sigma, สหรัฐอเมริกา. 

50. คลอโรฟอรม (CHCl3), บริษัท LAB-SCAN ANALYTICAL SCIENCES, ไทย. 

51. ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (C5H12O), บริษัท Sigma, สหรัฐอเมริกา. 
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52. ไอโซโปรพานอล (C3H7OH), บริษัท BDH, อังกฤษ. 

53. เอธานอล (absolute CH3CH2OH), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

54. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 
 
 
กลุมแบคทีเรีย งานวิจัยนี้มีการใชกลุมแบคทีเรีย ดังนี้ 

 
ตารางที่ 3.1 ชนิดและความสามารถในการยอยสลาย PAHs ของกลุมแบคทีเรียที่ใชใน
งานวิจัย 
 

กลุมแบคทีเรีย ชื่อที่ใชในงานวิจัย PAHs ที่สามารถยอย
สลายได 

เอกสารอางอิง 

กลุมแบคทีเรีย STK 

 

 

กลุมแบคทีเรีย TAF+P 

 

กลุมแบคทีเรีย TAF/5R2CB 

STK 

 

 

TP 

 

TRCB 

ไพรีน  อะซีแนพธิลีน   

ฟแนนทรีน อะซีแนพธีน  

ไดเบนโซฟูแรน 

ไพรีน  แอนทราซีน 

ฟลูออแรนธีน 

ไพรีน  อะซีแนพธิลีน 

ฟแนนทรีน 

ทิมากร  แสงดํา 

(2547) 

 

จิรทีปฆ แสนรัก 

(2547) 

จิรทีปฆ แสนรัก 

(2547) 
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วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 เตรียมของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน  
      (PAHs) จากหองปฏิบัติการ 
 
3.1.1 เก็บตัวอยางของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน        

เก็บตัวอยางของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสาร PAHs ที่ไมมีตัวทําละลายที่เปนสารเคมี

ปะปนอยู จากถังเก็บของเสียขนาด 20 ลิตร  จํานวน 3 ถัง ซึ่งไดมาจากการศกึษาวิจัยการบําบัด

สารพิษอันตรายของหองปฏิบัติการ 462 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย โดยใชสายสูบน้ําสูบของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนในถังเก็บของเสียขึ้นลงเปน

เวลา 10 นาที เพื่อผสมวัฏภาคน้ําและวัฏภาคตะกอนของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนใหเปน

เนื้อเดียวกัน แลวนําของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนจากถังเก็บของเสียจํานวน 3 ถังมาผสม

รวมกันในอัตราสวน 1:1:1 (ปริมาตร:ปริมาตร:ปริมาตร) หลังจากนั้นนําของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอนไปทําใหตะกอนขนาดใหญแตกเปนขนาดเล็กดวยเครื่องกําเนิดคลื่นเสียงความถี่สูงเปน

เวลา 15 นาท ีกอนนําไปทดลอง โดยเก็บของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไวที่อุณหภูมิหองระหวาง

การดําเนินงานวิจัย 

 
3.1.2 วิเคราะหของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 

• วิเคราะหสภาพความเปนกรด-เบส ดวย pH meter 

• ตรวจหาแบคทีเรียในตัวอยางโดยวิธี Viable Plate Count   

โดยนําของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมาเจือจางดวยสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอ

ไรด ใหมีความเขมขนที่เหมาะสม นํามาเกลี่ยบนอาหารแข็ง Luria Bertani (LB) (ภาคผนวก 

ก) บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 3 วัน นับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น 

• วิเคราะหชนิดและปริมาณสาร PAHs โดยวิธี HPLC 

ปนแยกวัฏภาคน้ําและวัฏภาคตะกอนของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนปริมาตร 20 

มล. ดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบ/นาที อุณหภูมิหอง นาน 15 นาที 

- สกัดหาชนิดและปริมาณสาร PAHs ในวัฏภาคน้ําดวยเอธิลอะซีเตทโดยนําของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนวัฏภาคน้ําปริมาตร 5 มล.มาปรับคาความเปนกรด-เบส ใหเทากับ 2.0-3.0 

โดยการเติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จากนั้นเติมเอธิลอะซีเตทปริมาตร 5 มล.ลงในของเสียที่

เปนของเหลวปนเปอน ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสมที่ความเร็วสูงสุดเปนเวลา 1 นาที ตั้ง
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ทิ้งไวใหแยกชั้น จากนั้นแยกสวนเอธิลอะซีเตทเก็บไว ทําการสกัดของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอนวัฏภาคน้ําดวยเอธิลอะซีเตทปริมาตร 5 มล.ซ้ําอีก 2 ครั้ง รวมสวนเอธิลอะซีเตท

ทั้งหมดเขาดวยกัน กําจัดน้ําที่ปนออกมาโดยการเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส จากนั้นนํา

สวนเอธิลอะซีเตทไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน เติมเมธานอล

ปริมาตร 1 มล. ลงไปละลาย PAHs ในขวดกนกลม กรองสารละลาย PAHs ผานชุดกรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ใสลงในหลอดแกวขนาดเล็ก เก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ 

จนกวาจะนําไปวิเคราะหโดยวิธี HPLC  

- สกัดหาชนิดและปริมาณสาร PAHs ในวัฏภาคตะกอนโดยวิธีดัดแปลงมาจากวิธีของ 

Juhasz และคณะ (1997) โดยเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส 1 เทาของวัฏภาคตะกอนที่บรรจุ

ในขวดแกว จากนั้นสกัดดวยไดคลอโรมีเธนปริมาตร 1 เทาของวัฏภาคตะกอน ผสมใหเขากัน

ดวยเครื่องปนผสมเปนเวลา 2 นาที นําวัฏภาคตะกอนที่อยูในขวดแกวไปจุมในอางกําเนิด

เสียงความถี่สูง เปนเวลา 15 นาที จากนั้นแยกสวนไดคลอโรมีเธนเก็บไว และสกัดวัฏภาค

ตะกอนดวยไดคลอโรมีเธนซ้ําอีก 2 คร้ัง รวบรวมสวนไดคลอโรมีเธนทั้งหมด ทําใหแหงดวย

เครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน เติมเมธานอลปริมาตร 1 มล.ลงไปละลาย PAHs ใน

ขวดกนกลม กรองสารละลาย PAHs ผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

ใสลงในหลอดแกวขนาดเล็ก เก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ จนกวาจะนําไปวิเคราะหโดยวิธี HPLC 

โดยใชภาวะดังนี้ 

• คอลัมน (column): inertsill® ODS ขนาด 4.6 x 150 มม. 

• ตัวชะสาร (mobile phase): เมธานอล 80% 

• อัตราไหล (flow rate): 1 มล./นาที 

• อุณหภูมิคอลัมน: 40 °ซ 

• ความยาวคลื่นแสงอุลตราไวโอเลตที่ใชตรวจวิเคราะห: 275 นาโนเมตร 

• ปริมาตรสารที่ฉีด: 10 ไมโครลิตร 

• วิเคราะหปริมาณสารอินทรียคารบอน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส โดยสงตัวอยางไปวิเคราะหที่ 

สถาบันวิจัยภาวะแวดลอม จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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3.2 ศึกษาการยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนโดยแบคทีเรียทองถิ่น 
 Catallo และ Portier (1992) รายงานวาในตะกอนที่มีการปนเปอน PAHs จะพบจุลินทรีย

ที่มีความสามารถในการใชและยอยสลาย PAHs ดังนั้นงานวิจัยขั้นตนจึงทําการศึกษาการยอย

สลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนโดยแบคทีเรียทองถิ่น 

 นําของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนปริมาตร 20 มล. ในขวดรูปชมพูขนาด 50 มล. จํานวน 

5 ขวด สําหรับเก็บตัวอยางในวันที่ 0  4  8  12 และ 16 ไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/

นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน เก็บตัวอยางจํานวน 1 ขวด ทุกๆ 4 วัน โดยตัวอยางของเสียที่

เปนของเหลวปนเปอนใน 1 ขวดทดลอง จะถูกแบงออกมา 0.1 มล. เพื่อใชหาปริมาณแบคทีเรีย

ทองถิ่น จากนั้นสกัดวิเคราะหหาปริมาณไพรีนในวัฏภาคตะกอนจากของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอนที่เหลือทั้งหมดในขวดทดลอง ตามวิธีที่แสดงในขอ 3.1.2 ทําการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ํา 

 
3.3 ศึกษาการยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนโดยแบคทีเรียทองถิ่น
เมื่อเติมไพรีน 100 มก./ลิตร 
 Moreda และคณะ (2001) และ Shiaris และ Jambard-Sweet (1986) รายงานวา

ตะกอนจากน้ําเสียจะมีการสะสมของ PAHs 0.5-718 มก./กก.ในขณะที่ของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอนในงานวิจัยนี้มีการสะสมของ PAHs ในวัฏภาคตะกอน 5.22-35.89 มก./กก. ดังนั้น

งานวิจัยนี้จึงทําการเพิ่มปริมาณ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน เพื่อใชเปนตนแบบใน

การศึกษาการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวในกรณีที่มีการปนเปอน PAHs ในปริมาณสูง 

 โดยเติมไพรีน 100 มก./ลิตร ลงในขวดรูปชมพูขนาด 50 มล. ที่มีของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอนปริมาตร 20 มล. จํานวน 5 ขวด สําหรับเก็บตัวอยางในวันที่ 0  4  8  12 และ 16 หลังจาก

นั้นนําขวดของเสียไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน 

เก็บตัวอยางตามวิธีที่แสดงในขอ 3.2 ทุกๆ 4 วัน เพื่อหาปริมาณแบคทีเรียทองถิ่นและสกัด

วิเคราะหหาปริมาณไพรีนในวัฏภาคตะกอน ตามวิธีที่แสดงในขอ 3.1.2 ทําการทดลองทั้งหมด 2 

ซ้ํา 
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3.4 ศึกษาการยอยสลายไพรีนที่เติมลงในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนเมื่อเติมกลุม
แบคทีเรีย STK TP และ TRCB 

เนื่องจากแบคทีเรียทองถิ่นไมสามารถยอยสลายไพรีนไดอยางมีประสิทธิภาพ เมื่อของเสีย

ที่เปนของเหลวมีการปนเปอนของ PAHs ในปริมาณที่สูง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงทดลองเติมกลุม

แบคทีเรีย (exogenous microorganism) ที่มีความสามารถในการยอยสลาย PAHs 

(bioaugmentation) เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการบําบัด (Trzesicka-Mlynarz และ Ward, 1996)  

กลุมแบคทีเรียที่ใชในการบําบัดประกอบดวย 

- กลุมแบคทีเรีย STK (ทิมากร แสงดํา, 2547) 

- กลุมแบคทีเรีย TP (จิรทีปฆ แสนรัก, 2547) 

       - กลุมแบคทีเรีย TRCB (จิรทีปฆ แสนรัก, 2547) 

 
3.4.1 เตรียมกลุมแบคทีเรียที่ใชยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 

นํากลุมแบคทีเรีย STK, TP และ TRCB ที่เก็บไวที่ 4 °ซ ปริมาตร 10 มล. มาเลี้ยงใน

อาหารเหลว Carbon Free Mineral Medium (CFMM) ปริมาตร 90 มล. ที่มีไพรีนเขมขน 100 

มก./ลิตร บมเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 8 วัน ปนแยก

เซลลแบคทีเรียแตละกลุมดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4°ซ นาน 10 

นาที ลางสวนเซลลแบคทีเรียดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% ทําการปนเหวีย่งในภาวะเดมิ 

โดยทําตามขั้นตอนนี้  2 ซ้ํา นําสวนเซลลแบคทีเรียมาแขวนลอยในสารละลายโซเดียมคลอไรด 

0.85% ปรับความเขมขนใหได 7.3 log CFU/มล. นําเซลลแขวนลอยที่ปรับความเขมขนแลวมา

เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 24 ชม.เพื่อใหแบคทีเรียใช

อาหารสะสมที่เหลืออยูในเซลลใหหมดไป (Grifoll และคณะ, 1995) 

 
3.4.2 ศึกษาการเจริญของแบคทีเรียและการยอยสลายไพรีนที่เติมลงในของเสียที่เปน
ของเหลวปนเปอน 

เติมไพรีน 100 มก./ลิตร ลงในขวดรูปชมพูขนาด 50 มล. ที่มีของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอนปริมาตร 20 มล. จํานวน 20 ขวด (5 ขวด/1 ชุดการทดลอง) สําหรับเก็บตัวอยางในวันที่ 0  

4  8  12 และ 16 หลังจากนั้นเติมเซลลแขวนลอยของกลุมแบคทีเรียแตละชนิด ไดแก STK TP และ 

TRCB (7.3 log CFU/มล.) ปริมาตร 2 มล. โดยแบงการทดลองเปน 4 ชุด ดังนี้ 
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ชุดควบคุม ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่ไมมกีารเตมิกลุมแบคทีเรีย 

ชุดการทดลองที่ 1 ของเสียทีเ่ปนของเหลวปนเปอนเติมกลุมแบคทีเรีย STK 

ชุดการทดลองที่ 2 ของเสียทีเ่ปนของเหลวปนเปอนเติมกลุมแบคทีเรีย TP 

ชุดการทดลองที ่3 ของเสียทีเ่ปนของเหลวปนเปอนเติมกลุมแบคทีเรีย TRCB 
 

นําขวดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนทุกชุดการทดลอง ไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 

200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน เก็บตัวอยางแตละชุดการทดลองตามวิธีที่แสดงใน

ขอ 3.2 ทุกๆ 4 วัน เพื่อหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและสกัดวิเคราะหหาปริมาณไพรีนในวัฏภาค

ตะกอนตามวิธทีี่แสดงในขอ 3.1.2 ทําการทดลองชุดการทดลองละ 2 ซ้ํา 
 
3.5 หาภาวะทางเคมีและกายภาพที่เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย STK ในการยอยสลาย
ไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน  

ผลการทดลองจากขอที่ 3.4 แสดงใหเห็นวาการเติมกลุมแบคทีเรีย STK จะทําใหการยอย

สลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมีประสิทธิภาพสูงที่สุด ดังนั้นงานวิจัยนี้จงึเลือกใช

กลุมแบคทีเรีย STK ในการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน PAHs หลังจากนั้นทดสอบหา

ภาวะทางเคมีและกายภาพที่เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย STK ตางๆ ดังนี้ 
 
3.5.1 การใหอากาศ 

การใหอากาศหรือปริมาณออกซิเจน เปนปจจัยที่มีอิทธิพลตอการยอยสลาย PAHs ของจุ

ลินทรียในระบบนิเวศน (Cerniglia, 1992) ดังนั้นการใหอากาศหรือออกซิเจนในปริมาณที่

เหมาะสมจะทําใหการยอยสลาย PAHs มีประสิทธิภาพ งานวิจัยนี้จึงทําการทดลองหาความเร็วที่

เหมาะสมของเครื่องเขยาเพื่อใหอากาศแกกลุมแบคทีเรีย STK โดยแบงการทดลองเปน 5 ชุด ดังนี้ 

ชุดควบคุม เขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาท ี

ชุดการทดลองที่ 1 เขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาท ี

ชุดการทดลองที่ 2 เขยาที่ความเร็ว 250 รอบ/นาท ี

ชุดการทดลองที่ 3 เขยาที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที  

ชุดควบคุมชุดการทดลองที่ 3  เขยาที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที (ไมเติมกลุมแบคทีเรีย 

STK) 
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เนื่องจากการเขยาใหอากาศแกกลุมแบคทีเรีย STK ที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที เปนการ

เขยาที่ความเร็วคอนขางสูง ดังนั้นการทดลองนี้จึงมีชุดควบคุมชุดการทดลองที่ 3  ซึ่งเขยาที่

ความเร็ว 300 รอบ/นาที เชนกันแตจะไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เพื่อศึกษาวาการยอยสลายไพรีน

เกดิจากความสามารถของกลุมแบคทีเรีย STK หรือเกิดจากปจจัยทางกายภาพ 

 
3.5.1.1 เตรียมกลุมแบคทีเรีย STK เพื่อยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลว
ปนเปอน 

ตามวิธีที่แสดงในขอ 3.4.1  
 

3.5.1.2 ศึกษาการเจริญและการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียทั้งหมดในของเสียที่เปน
ของเหลวปนเปอน 

เติมเซลลแขวนลอยของกลุมแบคทีเรีย STK (7.3 log CFU/มล.) ปริมาตร 2 มล. ลงใน

ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนปริมาตร 20 มล. ที่เติมไพรีน 100 มก./ลิตร ซึ่งบรรจุในขวดรูปชมพู

ขนาด 50 มล. จํานวน 25 ขวด (5 ขวด/1 ชุดการทดลอง) หลังจากนั้นนําขวดของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150  200  250 และ 300 รอบ/นาที ที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน เก็บตัวอยางแตละชุดการทดลองตามวิธีท่ีแสดงในขอ 3.2 ทุกๆ 4 

วัน เพื่อหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและสกัดวิเคราะหหาปริมาณไพรีนในวัฏภาคตะกอนตามวิธีที่

แสดงในขอ 3.1.2 ทําการทดลองชุดการทดลองละ 2 ซ้ํา 
 

3.5.2 ภาวะความเปนกรด-เบส 
ภาวะความเปนกรด-เบส เปนปจจัยที่มีอิทธิพลตอการยอยสลาย PAHs ของจุลินทรียใน

ระบบนิเวศน (Cerniglia, 1992) เนื่องจากสิ่งแวดลอมมีการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลา ดังนั้น

งานวิจัยนี้จึงทําการปรับภาวะความเปนกรด-เบส ของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนเพื่อหา

ภาวะความเปนกรด-เบส ที่เหมาะสมตอกลุมแบคทีเรีย STK และทําใหการยอยสลายไพรีนมี

ประสิทธิภาพสูง โดยแบงการทดลองเปน 4 ชุด ดังนี้ 

ชุดควบคุม ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่ไมมีการปรับภาวะความเปนกรด-เบส 

 ชุดการทดลองที่ 1  ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ภาวะความเปนกรด-เบส 6.0 

 ชุดการทดลองที่ 2  ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 

 ชุดการทดลองที่ 3  ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ภาวะความเปนกรด-เบส 8.0 
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3.5.2.1 เตรียมกลุมแบคทีเรีย STK เพื่อใชยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลว
ปนเปอน 

ตามวิธีที่แสดงในขอ 3.4.1  
 
3.5.2.2 ศึกษาการเจริญและการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียทั้งหมดในของเสียที่เปน
ของเหลวปนเปอน 

เติมไพรีน 100 มก./ลิตร และเซลลแขวนลอยของกลุมแบคทีเรีย STK (7.3 log CFU/มล.) 

ปริมาตร 2 มล. ลงในขวดรูปชมพูขนาด 50 มล. ที่บรรจุของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนปริมาตร 

20 มล. ซึ่งไดทําการปรับภาวะความเปนกรด-เบส แตละภาวะแลว จํานวน 20 ขวด (5 ขวด/1 ชุด

การทดลอง) จากนั้นนําขวดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 300 

รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 12 วัน เก็บตัวอยางแตละชุดการทดลองตามวิธีที่แสดงในขอ 

3.2 ทุกๆ 4 วัน เพื่อหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและสกัดวิเคราะหหาปริมาณไพรีนในวัฏภาค

ตะกอนตามวิธีที่แสดงในขอ 3.1.2 ทําการทดลองชุดการทดลองละ 2 ซ้ํา 

 
3.5.3 สารอาหาร  

ผลการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีจากขอที่ 3.1.2 พบวาของ

เสียที่เปนของเหลวปนเปอนมีอัตราสวนของคารบอน:ไนโตรเจน:ฟอสฟอรัส เทากับ 770:23:1 

(มก./ลิตร) แสดงใหเห็นวาปริมาณของไนโตรเจนและฟอสฟอรัสมีนอยมาก ดังนั้นการทดลองนี้จึง

ทําการปรับอัตราสวนของคารบอน:ไนโตรเจน:ฟอสฟอรัส โดยเพิ่มปริมาณไนโตรเจนและ

ฟอสฟอรัส ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ใหมีปริมาณใกลเคียงกับในอาหารเหลว Carbon 

Free Mineral Medium (CFMM) การเพิ่มปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ทําไดโดยเติมอาหาร

เหลว CFMM ความเขมขน 100 เทา (ปราศจากแมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรด

เฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต) เปรียบเทียบกับการเติมอาหารเหลว CFMM 

ความเขมขน 100 เทา  

 
3.5.3.1 เตรียมกลุมแบคทีเรีย STK เพื่อใชยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลว
ปนเปอน 

ตามวิธีที่แสดงในขอ 3.4.1  
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3.5.3.2 ศึกษาการเจริญและการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียทั้งหมดในของเสียที่เปน
ของเหลวปนเปอน 

เติมไพรีนปริมาณ 100 มก./ลิตร และเซลลแขวนลอยของกลุมแบคทีเรีย STK (7.3 log 

CFU/มล.)  ปริมาตร 2 มล. ลงในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 

ปริมาตร 20 มล. ที่บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 50 มล. จํานวน 15 ขวด (5 ขวด/1 ชุดการทดลอง)

หลังจากนั้นเติมสารอาหารเพื่อเพิ่มปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัส โดยแบงการทดลองเปน 3 

ชุด ดังนี้ 

ชุดควบคุม ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่ไมมีการเติมสารอาหาร 

ชุดการทดลองที่ 1 ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่มีการเติมอาหารเหลว CFMM 

(ปราศจากแมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียม

คลอไรดไดไฮเดรต) ความเขมขน 100 เทา ปริมาตร 178 ไมโครลิตร 

ชุดการทดลองที่ 2 ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่มีการเติมอาหารเหลว CFMM ความ

เขมขน 100 เทา ปริมาตร 178 ไมโครลิตร  

 

จากนั้นนําขวดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 300 รอบ/

นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน เก็บตัวอยางแตละชุดการทดลองตามวิธีที่แสดงในขอ 3.2

ทุกๆ 4 วัน เพื่อหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและสกัดวิเคราะหหาปริมาณไพรีนในวัฏภาคตะกอน

ตามวิธีที่แสดงในขอ 3.1.2 ทําการทดลองชุดการทดลองละ 2 ซ้ํา 

 
3.6 ติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติมลงไปในของเสียที่เปนของเหลว
ปนเปอนระหวางการบําบัด 

เพื่อศึกษาวากลุมแบคทีเรีย STK มีความสามารถในการอยูรอดระหวางการบําบัดหรอืไม 

งานวิจัยนี้จึงทําการตรวจติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติมลงไปเพี่อบําบัดสาร 

PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนซึ่งมีภาวะทางเคมีและกายภาพเหมาะสมกับกลุม

แบคทีเรีย STK โดยใชเทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) โดยแบงการ

ทดลองเปน 4 ชุด ดังนี้ 

 

 

 

 



 39 

ชุดควบคุม กลุมแบคทีเรีย STK 

ชุดควบคุม ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 

ชุดการทดลองที่ 1  ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย STK ในวันที่ 0 

ของการบําบัด 

ชุดการทดลองที่ 2  ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย STK ในวันที่ 

16 ของการบําบัด 

 
3.6.1 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ที่ใชในการบําบัด 

สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย ตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999)  โดยเลี้ยง

เชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มล. แลวนําไปเขยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 16-18 ชม. 

ถายเชื้อปริมาตร 5 มล. ใสลงในหลอดไมโครฟวจ  นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล ที่ความเร็ว 

9,000 รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมบัฟเฟอร TE 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 576 ไมโครลิตร กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง  

จากนั้นเติม 10% SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เติมโปรตีเนสเค (Proteinase K) 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมา นําไปบมที่อุณหภูมิ 

37°ซ เปนเวลา 1 ชม. แลวจึงเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา เติมสารละลาย CTAB/NaCl  (ภาคผนวก ข) 

ปริมาตร 80 ไมโครลิตร   ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมา แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 65°ซ 

เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก 

ข) ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย (ประมาณ 0.7-0.8 มล.)  ผสมโดยการกลับ

หลอดไปมาจนกระทั่งสารละลายกลายเปนอิมัลชัน นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที 

เปนเวลา 5 นาที ถายสวนน้ําใส ที่อยูเหนือตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล

แอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม แลวเติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) ปริมาตรที่เทากับปริมาตรสารละลายสุดทาย  ผสมโดยการกลับหลอด

ไปมาจนกระทั่งสารละลายกลายเปนอิมัลชัน นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เปน

เวลา 5 นาที ถายสวนน้ําใสที่อยูเหนือชั้นตะกอนและชั้นคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไปใส

ในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม  แลวเติมไอโซโปรพานอลปริมาตร 0.6 เทาของสวนน้ําใส  กลับ

หลอดไปมาจนกระทั่งตะกอนขาวของดีเอ็นเอปรากฏ นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/

นาที เปนเวลา 15 นาที เทสวนไอโซโปรพานอลทิ้ง แลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอธานอล 70% 
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เย็นจัดปริมาตร 1 มล. โดยการปนลางเก็บตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที 

ทําซ้ํา 2 คร้ัง สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยเอธานอลออกใหแหงสนิท แลวละลายตะกอน

ดีเอ็นเอในบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติม RNase A (ภาคผนวก ข) 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกําจัดอารเอ็นเอกอนเก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ 

 
3.6.2 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 

สกัด DNA จากตัวอยางของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ตามวิธีของ Sei และคณะ 

(2000) โดยนําของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนใสในหลอดไมโครฟวจ แลวนําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อ

แยกวัฏภาคตะกอนที่ความเร็ว 9,000 รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที เทสวนน้ําทิ้ง ทําซํ้าจนได

น้ําหนักวัฏภาคตะกอนประมาณ 100 มก. เติม High extraction buffer ปริมาตร 440 ไมโครลิตร 

(ภาคผนวก ข) เติมโปรตีนเนสเค (proteinase K) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เติม 10% 

SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากัน นําไปบมที่ 37 °ซ เปนเวลา 2 ชม. โดย

ผสมใหเขากัน ทุก 20 นาที จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตรประมาณ 0.7-0.8 มล. กลับหลอดไปมาจนกระทั่งสารละลายกลายเปน

อิมัลชัน นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที ถายสวนน้ําใสที่อยูเหนอื

ชั้นตะกอนและชั้นสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ไปใสในหลอดไมโครฟวจ

หลอดใหม  สกัดซ้ํา 2 คร้ัง แลวเติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) 

ปริมาตรที่เทากับปริมาตรสวนน้ําใส ผสมโดยการกลับหลอดไปมาจนกระทั่งสารละลายกลายเปน

อิมัลชัน นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที ถายสวนน้ําใสซึ่งมีดี

เอ็นเอไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม  แลวเติมโซเดียมอะซีเตทความเขมขน 3 โมลาร 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 0.1 เทาของปริมาตรสวนน้ําใส และเติมเอธานอล 100% เย็นจัดปริมาตร 

2 เทาของปริมาตรสารละลายทั้งหมด นําไปแชแข็งที่ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) 

อุณหภูมิ -86°ซ เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปน

เวลา 15 นาที แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอธานอล 70% เย็นจัดปริมาตร 1 มล. โดยการปนลาง

เก็บตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหย

เอธานอลออกใหแหงสนิท แลวละลายตะกอนดเีอ็นเอในบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 4 °ซ 
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3.6.3 การกําจัด humic acid และทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์  
หลอมอะกาโรสเจลเขมขน 1% ในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา (ภาคผนวก ข) แลว

เทลงในแบบพิมพซึ่งมีหวีเสียบอยู ทิ้งใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 15 นาที จากนั้นนําชิ้นอะกา

โรสเจลที่ไดไปวางในแชมเบอร แลวเททับอะกาโรสเจลดวยบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ให

ทวม 2-3 มม. หยอดสารละลายดีเอ็นเอผสมสีติดตามลงในชองวิ่ง จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิส 

(Mupid-2 Advance, ญี่ปุน) โดยใชความตางศักย 100 โวลต เปนเวลาประมาณ 30 นาที 

หลังจากนั้นยอมอะกาโรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัม/มล. 

(ภาคผนวก ข) เปนเวลา 1 นาที แลวนําไปดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) 

ทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์ดวย Glass powder for DNA recovery (TAKARA, ญี่ปุน) ตามวิธี

ที่ระบุโดยผูผลิต โดยตัดสวนจีโนมิกดีเอ็นเอจากเจลใสลงในหลอดไมโครฟวจ ชั่งน้ําหนักชิ้นอะกา

โรสเจลโดยหักออกจากน้ําหนักหลอดเปลา เติม NaI ปริมาตร 3 เทาของน้ําหนักชิ้นอะกาโรสเจล 

บมที่อุณหภูมิ 55°ซ จนกระทั่งอะกาโรสเจลละลาย แลวเติม glass powder ปริมาตร 5 ไมโครลิตร

ตอ 1 ไมโครกรัมดีเอ็นเอ ผสมใหเขากันทุกๆ 1 นาที เปนเวลา 5 นาที เพื่อใหดีเอ็นเอจับกับ glass 

powder นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 วินาที เทสวนน้ําใสออก แลว

ลางดเีอ็นเอดวย washing buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร โดยการปนลางเก็บที่ความเร็ว 10,000 

รอบ/นาที เปนเวลา 5 วินาที ดูดสวนน้ําใสออก ทําซ้ํา 2 ครั้ง หลังจากนั้นเติมบัฟเฟอร TE 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 2 เทาของ glass powder ที่เติมตอนตน แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 55°ซ 

เปนเวลา 5 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 วนิาท ีดดูสวนน้าํใสซึง่

มีดีเอ็นเออยูไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม ทําซ้ํา 3 คร้ัง เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่อุณหภมู ิ4°

ซ 
 
3.6.4 วิเคราะหความเขมขนของดีเอ็นเอ 

นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 

(A260 และ A280) แลวคํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอตามวิธีของ Sambrook และ Russell 

(2001) จากสมการ 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัม/มล.) = A260 X 50 X dilution factor 
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3.6.5 เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอ
ลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 

โดยใชไพรเมอร EUB f933 ซึ่งมี GC clamp  เชื่อมตอบริเวณ 5’ และ EUB r1387 (Kawai 

และคณะ, 2002) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ ซึ่งผลิตภัณฑ PCR มีความยาวประมาณ 500 bp โดยที่

ความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยา เปนดังนี้  

 

- 10X PCR buffer      5 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X buffer)    

  - สารละลาย EUB f933 primer ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร 1 ไมโครลิตร     

              (ความเขมขนสุดทาย 0.4 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย EUB r1387 primer ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร 1 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 0.4 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขนของนวิคลีโอไทดแตละชนิด    1 ไมโครลิตร 

 10 มิลลิโมลาร (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) 

- เอนไซม Taq DNA polymerase                          0.25 ไมโครลิตร 

 (ความเขมขนสุดทาย 1.25 U) 

- ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ 3.6.1 , 3.6.3  (ประมาณ 100  นาโนกรัม) 1 ไมโครลิตร 

 - น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ จนกระทั่งมีปริมาตรสุทธ ิ  50 ไมโครลิตร 
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โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี้ 
 

1. Initial denaturation step  อุณหภูมิ 94 °ซ เวลา 5 นาที 

2. Touchdown program จํานวน 20 รอบ 

2.1 Denaturation step  อุณหภูมิ 94 °ซ เวลา 1 นาที 

2.2 Annealing step   อุณหภูมิ 65 °ซ เวลา 1 นาที  

  (อุณหภูมิลดลงทีละ 0.5 °ซ ในแตละรอบ) 

2.3 Extension step  อุณหภูมิ 72 °ซ เวลา 2 นาที 

3. Denaturation step   อุณหภูมิ 94 °ซ เวลา 1 นาที 

4. Annealing step   อุณหภูมิ 55 °ซ เวลา 1 นาที 

5. Extension step   อุณหภูมิ 72 °ซ เวลา 1 นาที 

6. ทําขั้นตอนที่ 3-5 จํานวน 30 รอบ 

7. Final extension   อุณหภูมิ 72 °ซ เวลา 10 นาที 

 

ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal 

Cycler) (Biorad, สหรัฐอเมริกา) 

  

ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 

โดยหลอมอะกาโรสเจลเขมขน 2% ในบัฟเฟอร TAE 1 เทา (ภาคผนวก ข) เทลงในแบบพิมพที่มีหวี

เสียบอยู  ทิ้งใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 15 นาที จากนั้นนําชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดไปวางใน

แชมเบอร แลวเททับอะกาโรสเจลดวยบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ใหทวม 2-3 มม. หยอด

สารละลายดีเอ็นผสมสีติดตาม พรอมดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ลงในชองวิ่งเพื่อ

เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอที่ได จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใชความตางศักย 100 โวลต เปน

เวลา 30 นาที หลังจากนั้นยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอ

มล. (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 1 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย Gel Documentation โปรแกรม 

Quantity One version 4.4.1 (Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา.)     
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3.6.6 วิเคราะห Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
 ในการวิเคราะห DGGE จะใชอุปกรณของ DCodeTM system (Bio-Rad Laboratories 

Inc., สหรัฐอเมริกา) เตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลที่มีเกรเดียนทของสารละลาย denaturant 40 – 

70% (ภาคผนวก ข) ลงในชุดแซนวิชเตรียมเจลโดยใชระบบจายเกรเดียนทตามวิธีที่ระบุโดยผูผลิต 

แลวเสียบหวีลงไประหวางกระจกแซนวิช ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ทิ้งใหพอลิอะคริลาไมดแข็งตัว

ประมาณ 5 ชั่วโมง แลวนําชุดเจลแซนวิชใสลงในแชมเบอรที่มีบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา 

(ภาคผนวก ข) อุณหภูมิประมาณ 55 °ซ ปริมาตร 6.8 ลิตร หยอดผลิตภัณฑ PCR ผสมสีติดตาม

ลงในชองวิ่ง จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิส โดยใชความตางศักย 100 โวลต อุณหภูมิ 55°ซ เปนเวลา 

15 ชม. หลังจากนั้นยอมพอลิอะคริลาไมดเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 

ไมโครกรัมตอมล. (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 15 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย Gel Documentation 

โปรแกรม Quantity One version 4.4.1 (Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา.)     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 วิเคราะหของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 
 

ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนจากการศึกษาวิจัย

ของหองปฏิบัติการ 462 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย มี

ลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมี ดังตารางที่ 4.1  
 
ตารางที่ 4.1 ลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีของของเสยีที่เปนของเหลว
ปนเปอน 
 

คุณสมบัติ คาการวิเคราะห 

สภาพความเปนกรด-เบส 6.0-6.7 

ปริมาณแบคทีเรีย (log CFU/มล.) 7.3-7.6 

ปริมาณไนโตรเจน (มก./ลิตร) 209 * 

ปริมาณฟอสฟอรัส (มก./ลิตร) 8.97 * 

ปริมาณสารอนิทรียคารบอน (มก./ลิตร) 6910 * 

สาร PAHs  (มก./ลิตร) 

- ไพรีน 

- ฟลูออแรนธีน 

- ฟแนนทรนี 

 

0.65-2.34 

0.32-0.49 

0.49-0.58 

 
หมายเหต ุ* วิเคราะหโดย สถาบนัวิจยัสภาวะแวดลอม จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

 ผลการวิเคราะหของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน พบวามีการปนเปอนของ PAHs 3 ชนิด 

ไดแก ไพรีน ฟลูออแรนธีน  และฟแนนทรีน ปริมาณ 0.65-2.34  0.32-0.49 และ 0.49-0.58 มก.ตอ

ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนปริมาตร 1 ลิตร ตามลําดับ และพบวา PAHs ทั้ง 3 ชนิด มีการ

กระจายตัวในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ดังตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 การกระจายตัวของ PAHs ในของเสยีที่เปนของเหลวปนเปอน 
 

สาร PAHs  ในวัฏภาคน้าํ (มก./ลิตร) 

- ไพรีน 

- ฟลูออแรนธีน 

- ฟแนนทรนี 

0.08-0.55 

0.03-0.06 

0.23-0.31 

สาร PAHs ในวัฏภาคตะกอน (มก./กก.) 

- ไพรีน 

- ฟลูออแรนธีน 

- ฟแนนทรนี 

11.49-35.89 

5.88-8.55 

5.22-5.33 

 

หมายเหต ุ* ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนปริมาตร 1 ลิตร ประกอบดวยตะกอนน้าํหนัก 50 กรัม 

 

 ในวัฏภาคน้าํของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนจะพบไพรีน ฟลูออแรนธนี และ ฟแนน 

ทรีน 0.08-0.55  0.03-0.06 และ 0.23-0.31 มก./ลิตรของวัฏภาคน้าํ ขณะที่ในวัฏภาคตะกอนของ

ของเสียทีเ่ปนของเหลวปนเปอนจะพบไพรีน ฟลูออแรนธีน และ ฟแนนทรนี 11.49-35.89   

5.88-8.55 และ 5.22-5.33 มก./กก.ของวฏัภาคตะกอน 

 

 เห็นไดชัดวา PAHs มีแนวโนมที่จะกระจายตัวในวัฏภาคตะกอน และจะพบในวัฏภาคน้ํา

นอยมาก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงใชการลดปริมาณลงของ PAHs ในวัฏภาคตะกอนเปนวิธีการศึกษา

การบําบัด PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนจากหองปฏิบัติการดวยวิธีทางชีวภาพ และใช

ไพรีนเปนตัวแทนของ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน เนื่องจากไพรีนเปน PAHs ชนิดที่

พบมากที่สุด 
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4.2 ผลการยอยสลายไพรนีในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนโดยแบคทีเรียทองถิ่น 
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ปริมาณแบคทีเรียทองถ่ิน ปริมาณไพรีนในวัฏภาคตะกอน
 

 
รูปที่ 4.1 การเจริญและปริมาณไพรีนที่เหลือจากการยอยสลายโดยแบคทีเรยีทองถิ่น 
 
 ผลการทดลองในรูปที่ 4.1 แสดงใหเห็นวาเมื่อนําของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไปบมบน

เครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน แบคทีเรียทองถิ่นสามารถ

เจริญและยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนได โดยแบคทีเรียทองถิ่นจะเพิ่ม

จํานวนจาก 7.54 log CFU/มล. ในวันที่ 0 ไปเปน 8.33 ในวันที่ 4 หลังจากนั้นแบคทีเรียทองถิ่นจะ

ลดจํานวนลงเหลือ 8.29  7.83 และ 7.99 log CFU/มล. ในวันที่ 8  12 และ 16 ของการทดลอง

ตามลําดับ ในขณะที่ไพรีนซึ่งมีปริมาณเริ่มตน 19.99 มก./กก. ในวันที่ 0 จะถูกยอยสลายเหลือ 

7.35  7.85  5.97 และ 2.1  มก./กก. ในวันที่ 4  8  12 และ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลอง

ตามลําดับ 
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4.3 ผลการยอยสลายไพรนีในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนโดยแบคทีเรียทองถิ่นเมื่อ
เติมไพรีน 100 มก./ลิตร  
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ปริมาณแบคทีเรียทองถ่ิน ปริมาณไพรีนในวัฏภาคตะกอน

 
 

รูปที่ 4.2 การเจริญและปริมาณไพรีนที่เหลือจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียทองถิ่นเมื่อ
เติมไพรีน 100 มก./ลิตร  
 
 ผลการทดลองในรูปที่ 4.2 แสดงใหเห็นวาเมื่อเติมไพรีน 100 มก./ลิตร ลงในของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนแลวนําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 

16 วัน แบคทีเรียทองถิ่นจะเจริญและเพิ่มจํานวนจาก 7.65 log CFU/มล. ในวันที่ 0 ไปเปน 7.90 

และ 8.11 log CFU/มล. ในวันที่ 4 และ 8 ของการทดลองตามลําดับ หลังจากนั้นแบคทีเรียทองถิ่น

จะลดจํานวนลงเหลือ 8.04 และ 7.98 log CFU/มล. ในวันที่   12 และ 16 ของการทดลอง

ตามลําดับ ในขณะที่ไพรีนจะถูกยอยสลายจาก 464.6 มก./กก. ในวันที่ 0 เหลือ 396.5  357.2  

340.3 และ 317.8  มก./กก. ในวันที่ 4  8  12 และ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลองตามลําดับ 
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4.4 ผลการเติมกลุมแบคทีเรีย STK TP และ TRCB ตอการยอยสลายไพรีนที่เติมลงใน
ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 
 

ผลการทดลองในรูปที่ 4.3 แสดงใหเห็นวา เมื่อเติมเซลลแขวนลอยของกลุมแบคทีเรียแต

ละชนิด ไดแก STK TP และ TRCB (7.3 log CFU/มล.) ลงในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่

เติมไพรีน 100 มก./ลิตร แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภมูหิอง เปน

เวลา 16 วัน แบคทีเรียทั้งหมดในชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK สามารถเจริญและเพิ่ม

จํานวนไดเร็วและมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TP 

และชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TRCB โดยมีจํานวนมากที่สุดในวันที่ 4 ของการทดลอง คือ 

8.42 log CFU/มล. ในขณะที่ชุดควบคุม ชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TP และชุดการทดลอง

ที่เติมกลุมแบคทีเรีย TRCB มีจํานวนมากที่สุดในวันที่ 8 ของการทดลอง คือ 8.11  8.28 และ 8.32 

log CFU/มล. ตามลําดับ  นอกจากนี้ยังพบวาในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลองจํานวน

แบคทีเรียทั้งหมดในชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK ยังมีจํานวนคงเหลือ 8.11 log CFU/

มล. ในขณะที่ชุดควบคุม ชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TP และชุดการทดลองที่เติมกลุม

แบคทีเรีย TRCB แบคทีเรียทั้งหมดคงเหลือ 7.98  8.04 และ 8.00 ตามลําดับ (รูปที่ 4.3 ก.) 

 

และเมื่อพิจารณาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนพบวาชุดการทดลองที่เติมกลุม

แบคทีเรีย STK ไพรีนมีการยอยสลายมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ชุดการทดลองที่เติม

กลุมแบคทีเรีย TP และชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TRCB โดยในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทาย

ของการทดลองจะมีไพรีนเหลือ 4.0  602.9  4.1 และ 5.4 มก./กก. ตามลําดับ (รูปที่ 4.3 ข.) ดังนั้น

งานวิจัยนี้จึงเลือกใชกลุมแบคทีเรีย STK ในการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน PAHs  
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ชุดควบคุม (ไมเติมกลุมแบคทีเรีย) เติมกลุมแบคทีเรีย STK

เติมกลุมแบคทีเรีย TP เติมกลุมแบคทีเรีย TRCB  
 

รูปที่ 4.3 ผลการเติมกลุมแบคทีเรีย STK TP และ TRCB ตอการยอยสลายไพรีนที่เติมลง
ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 
 

ก. การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมด 
ข. ปรมิาณไพรีนที่เหลือจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียทั้งหมด 
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4.5 ภาวะทางเคมีและกายภาพที่เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย STK ในการยอยสลายไพรีน
ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 
 
4.5.1 ผลการใหอากาศโดยการเขยาที่ความเร็วตางๆ ตอการยอยสลายไพรีนในของเสียที่
เปนของเหลวปนเปอนที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK 

 

ผลการทดลองในรูปที่ 4.4 แสดงใหเห็นวาเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย STK ลงในของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนที่เติมไพรีน 100 มก/ลิตร แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาแบคทีเรียทั้งหมดในชุด

ควบคุม (เขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที) ชุดการทดลองเขยาที่ความเร็ว 250 และ 300 รอบ/นาที 

จะมีการเจริญและเพิ่มจํานวนไดสูงกวาการบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที โดยชุด

ควบคุม (เขยาที่ความเรว็ 200 รอบ/นาที) แบคทีเรียทั้งหมดจะเพิ่มจํานวนไดสูงสุดในวันที่ 4 คือ 

8.64 log CFU/มล. ในขณะที่ชุดการทดลองเขยาที่ความเร็ว 150  250 และ 300 รอบ/นาที 

แบคทีเรียทั้งหมดจะเพิ่มจํานวนไดสูงสุดในวันที่ 8 คือ 7.99  8.39 และ 8.32 log CFU/มล. 

ตามลําดับ (รูปที่ 4.4 ก.)  

 

เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนพบวาชุดการทดลองเขยาใหอากาศที่

ความเร็ว 300 รอบ/นาที ซึ่งเปนความเร็วสูงสุดของการทดลองนี้ กอใหเกิดการยอยสลายของไพรีน

สูงสุด โดยในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลองจะมีปริมาณไพรีนเหลืออยู 7.8 มก./กก. 

ในขณะที่ชุดควบคุม (เขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที) ชุดการทดลองการเขยาที่ความเร็ว 150  

และ 250 รอบ/นาที จะเหลือปริมาณไพรีน 119.7  138.2 และ 87.1 ตามลําดับ (รูปที่ 4.4 ข.) 

 

และเมื่อศึกษาการยอยสลายไพรีนที่เกิดจากการทดลองเขยาใหอากาศที่ความเร็ว 300 

รอบ/นาที ผลการทดลองในรูปที่ 4.5 แสดงใหเห็นวาการยอยสลายไพรีนที่เกิดขึ้นเปนผลมาจาก

ความสามารถของกลุมแบคทีเรีย STK เนื่องจากในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลองชุด

การทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK จะมีปริมาณไพรีนเหลืออยู 7.8 มก./กก. ในขณะที่ชุดควบคุม 

ที่ไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK แตเขยาใหอากาศที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที เชนกันจะมีปริมาณไพรีน

เหลืออยู 331.8 มก./กก. ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใชความเร็วการเขยาใหอากาศแกกลุมแบคทีเรีย 

STK ในการบําบดัของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน PAHs ที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที 
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รูปที่ 4.4 ผลการใหอากาศโดยการเขยาที่ความเร็วตางๆ ตอการยอยสลายไพรีนในของ
เสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK 
 

ก. การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมด 
ข. ปรมิาณไพรีนที่เหลือจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียทั้งหมด 
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รูปที่ 4.5 ผลการใหอากาศโดยการเขยาที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที ตอการยอยสลายไพรีน
ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK เปรียบเทียบกับไมเติมกลุม
แบคทีเรีย STK 
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4.5.2 ผลการปรับภาวะความเปนกรด-เบสของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนตอการ
ยอยสลายไพรีนเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย STK 
 

ผลการทดลองในรูปที่ 4.6 แสดงใหเห็นวาเมื่อเติมไพรีนและกลุมแบคทีเรีย STK ลงในของ

เสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่ปรับภาวะความเปนกรด-เบส ตางๆ แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาที่

ความเร็ว 300 รอบ/นาที แบคทีเรียทั้งหมดในชุดควบคุม (ภาวะความเปนกรด-เบส 6.7) และชุด

การทดลองที่ภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 แบคทีเรียทั้งหมดจะเจริญและเพิ่มจํานวนไดสูงกวา ชุด

การทดลองภาวะความเปนกรด-เบส 6.0 และ 8.0 โดยพบวาแบคทีเรียทั้งหมดมีจํานวนสูงสุดใน

วันที่ 4 ของการทดลอง คือ 8.62 และ 8.51 log CFU/มล. ตามลําดับ ขณะที่ชุดการทดลองภาวะ

ความเปนกรด-เบส 6.0 แบคทีเรียทั้งหมดจะมีจํานวนสูงสุด คือ 8.30 log CFU/มล. ในวันที่ 4 และ

ชุดการทดลองภาวะความเปนกรด-เบส 8.0 แบคทีเรียทั้งหมดจะมีจํานวนสูงสุดคือ 8.20 log CFU/

มล. ในวันที่ 8 ของการทดลอง (รูปที่ 4.6 ก.) เมื่อพิจารณาการยอยสลายไพรีนพบวาในวันที่ 12 ซึ่ง

เปนวันสุดทายของการทดลอง ชุดควบคุม (ภาวะความเปนกรด-เบส 6.7) ชุดการทดลองภาวะ

ความเปนกรด-เบส 6.0 7.0 และ 8.0 จะมีปริมาณไพรีนเหลือ 5.5 33.9  5.5 และ 30.8 มก./กก. 

ตามลําดับ จะเห็นไดวาถึงแมชุดควบคุม (ภาวะความเปนกรด-เบส 6.7) และ ชุดการทดลองภาวะ

ความเปนกรด-เบส 7.0 จะเหลือปริมาณไพรีนเทากัน แตเนื่องจากชุดการทดลองภาวะความเปน

กรด-เบส 7.0 มีปริมาณไพรีนเร่ิมตนในวันที่ 0 สูงกวาชุดควบคุม (ภาวะความเปนกรด-เบส 6.7) 

ชุดการทดลองภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 จึงมีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนสูงสุด รองลงมา

คือชุดควบคุม (ภาวะความเปนกรด-เบส 6.7) ชุดการทดลองภาวะความเปนกรด-เบส 6.0 และ 8.0 

ตามลําดับ (รูปที่ 4.6 ข.)ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกปรับภาวะความเปนกรด-เบสของของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนใหเปน 7.0 สําหรับการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน PAHs 
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รูปที่ 4.6 ผลการปรับภาวะความเปนกรด-เบสของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนตอการ
ยอยสลายไพรีนเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย STK 
 

ก. การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมด 
ข. ปรมิาณไพรีนที่เหลือจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียทั้งหมด 
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4.5.3 ผลการเสริมอาหารเลี้ยงเชื้อตอการยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลว
ปนเปอนที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK 
 

ผลการทดลองในรูปที่ 4.7 แสดงใหเห็นวาการเติมสารอาหาร ไดแก อาหารเหลว CFMM 

(ปราศจากแมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรด

ไดไฮเดรต) และ อาหารเหลว CFMM เพื่อเพิ่มปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสลงในของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 ที่เติมไพรีนและกลุมแบคทีเรีย STK แลวนําไปบม

บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที แบคทีเรียทั้งหมดสามารถเจริญและเพิ่มจํานวนไดสูงกวา

ชุดควบคุมที่ไมมีการเติมสารอาหารเลย โดยแบคทีเรียทั้งหมดจะมีจํานวนสูงสุดในวันที่ 4 ของการ

ทดลอง คือ 9.39 และ 9.57 log CFU/มล. ในชุดการทดลองที่เติมอาหารเหลว CFMM (ปราศจาก

แมกนีเซียมซลัเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต) 

และในชุดการทดลองที่เติมอาหารเหลว CFMM ในขณะที่ชุดควบคุม (ไมเติมสารอาหาร) แบคทเีรีย

ทั้งหมดจะมีจํานวนสูงสุดในวันที่ 4 ของการทดลอง คือ 8.0 log CFU/มล. (รูปที่ 4.7 ก.) เมื่อ

พิจารณาการยอยสลายไพรีน พบวาชุดการทดลองที่ เติมอาหารเหลว  CFMM (ปราศจาก

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต) 

มีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนสูงที่สุด รองลงมา คือ ชุดการทดลองที่เติมอาหารเหลว CFMM 

และชุดควบคุม โดยในวันสุดทายของการทดลองจะมีปริมาณไพรีนเหลือ 3.0  332.2 และ 431.4 

มก./กก. ตามลําดับ (รูปที่ 4.7 ข.) 
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รูปที่ 4.7 ผลการเสริมอาหารเลี้ยงเชื้อตอการยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลว
ปนเปอนที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK 
 

ก. การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมด 
ข. ปรมิาณไพรีนที่เหลือจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียทั้งหมด 
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4.6 ผลการติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติมลงไปในของเสียที่เปน
ของเหลวปนเปอนระหวางการบําบัด 
 

ผลจากการวิ เคราะหดวยเทคนิค  DGGE ในพอลิอะคริลาไมด เจลที่มี  40 - 70% 

denaturant  เพื่อตรวจติดตามกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติมลงไปเพื่อบําบัดของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอน PAHs พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง มีแถบดีเอ็นเอในโปรไฟลของ DGGE  7 แถบ 

โดยแถบที่ 1-3 คือ แถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ซึ่งมีตําแหนงตรงกับแถบดีเอ็นเอของชุด

ควบคุมกลุมแบคทีเรีย STK โดยแถบที่ 1 และ 3 จะมีความเขมมากกวาแถบที่ 2 (รูปที่ 4.8 ค.) 

 

วันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลองพบวาแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ใน

โปรไฟลของ DGGE แถบที่ 1 และ 2 หายไปแตแถบที่ 3 ยังคงอยู โดยมีความเขมของแถบดีเอ็นเอ

ลดลงจากวันที่ 0 ในขณะที่แถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียทองถิ่นเมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 0 ของการ

ทดลองจะมีความหลากหลายและมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของประชากรดังนี้ คือ แถบที่ 4 

หายไป แถบที่ 5 – 7 ยังคงอยู โดยแถบที่ 5 และ 7 มีความเดนชัดขึ้น นอกจากนี้ยังพบแถบดีเอ็นเอ

แถบที่  8 - 15 โดดเดนขึ้นมา (รูปที่ 4.8 ง.) 
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ก.      ข.     ค.     ง. 
 

 
 

รูปที่ 4.8 แถบชิ้นสวนดเีอ็นเอของ 16S rDNA แสดงพลวตัรประชากรแบคทีเรียทีพ่บ
ระหวางการบําบัดของเสยีที่เปนของเหลวปนเปอน โดยวิธ ี DGGE ในพอลิอะคริลาไมด
เจลที่ม ี40 – 70% denaturant  
 

ก. ชุดควบคุม กลุมแบคทีเรีย STK 
ข. ชุดควบคุม ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 
ค. ชุดการทดลองที่ 1 ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย 
STK ในวันที่ 0 ของการบําบัด 
ง. ชุดการทดลองที่ 2 ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย 
STK ในวันที่ 16 ของการบําบัด 
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บทที่ 5 
 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 
 

หองปฏิบัติการทดลองเปนแหลงกอกําเนิดมลพิษที่สําคัญแหงหนึ่ง ของเสียอันตรายที่เกิด

จากกระบวนการทดลองตางๆ กอใหเกิดอันตรายตอผูปฏิบัติงานและกอใหเกิดปญหามลพิษได

หากปนเปอนสูสิ่งแวดลอม (กรมควบคุมมลพิษ, 2548) 

หนวยวิจัยการบําบัดสิ่งแวดลอมโดยชีววิธี ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนหนวยวิจัยที่ศึกษาการบําบัดสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติก

ไฮโดรคารบอน (PAHs) เปนสวนใหญ ทําใหเกิดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบ 

PAHs อยูเปนจํานวนมาก เนื่องจาก PAHs มีความเปนพิษและคงทนไมสลายไดงายใน

ส่ิงแวดลอม (Valentín และคณะ, 2007) ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบ PAHs จึง

จัดเปนของเสียอันตรายที่ตองมีการบําบัดกอนปลอยสูสิ่งแวดลอม กระบวนการกําจัด PAHs ที่มี

ประสิทธิภาพ คือ การยอยสลายโดยจุลินทรีย หรือวิธีการบําบัดทางชีวภาพ (Bioremediation) 

(Tam และคณะ, 2002) 

เมื่อวิเคราะหลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีของของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอน พบวามีการปนเปอนของ PAHs 3 ชนิด ไดแก ไพรีน ฟลูออแรนธีน  และ ฟแนนทรีน 

ปริมาณ 0.65-2.34  0.32-0.49 และ 0.49-0.58 มก./ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนปริมาตร 1 

ลิตร เนื่องจาก PAHs มีสภาพละลายไดในน้ําต่ําและมีสัมประสิทธิ์การแบงสวนในออคทานอลและ

น้ําสูง ตะกอนจึงเปนที่สะสมของ PAHs (Molina และคณะ, 1999) ในวัฏภาคน้ําของของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนจะพบไพรีน ฟลูออแรนธีน  และฟแนนทรีน 0.08-0.55  0.03-0.06 และ 0.23-

0.31 มก./ลิตรของวัฏภาคน้ํา ขณะที่ในวัฏภาคตะกอนของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนจะพบ

ไพรีน ฟลูออแรนธีน และ ฟแนนทรีน 11.49-35.89  5.88-8.55 และ 5.22-5.33 มก./กก.ของวัฏ

ภาคตะกอน เห็นไดชัดวา PAHs มีแนวโนมที่จะกระจายตัวในวัฏภาคตะกอน และจะพบในวัฏภาค

น้ํานอยมาก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงใชการลดปริมาณลงของ PAHs ในวัฏภาคตะกอนเปนวิธกีารศกึษา

การบําบัด PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนจากหองปฏิบัติการดวยวิธีทางชีวภาพ และใช

ไพรีนเปนตัวแทนของ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน เนื่องจากไพรีนเปน PAHs ชนิดที่

พบมากที่สุดและจัดเปน PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูง (High Molecular Weigh PAHs, HMW PAHs) 

ซึ่งทนทานตอการยอยสลายของจุลินทรียไดมากกวา (Molina และคณะ, 1999) 
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Catallo และ Portier (1992) รายงานวาในตะกอนที่มีการปนเปอน PAHs จะพบจุลินทรีย

ที่มีความสามารถในการใชและยอยสลายสารไฮโดรคารบอนและสามารถใชจุลินทรียเหลานี้เพื่อ

บําบัด PAHs ได   

จากการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีของของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอน พบวาของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมีแบคทีเรียทองถิ่น 7.3-7.6 log CFU/

มล. ซึ่งคาดวาแบคทีเรียทองถิ่นจะปรับตัวและพัฒนาความสามารถในการยอยสลาย PAHs ได 

(Ke และคณะ, 2003) งานวิจัยขั้นตนจึงทําการศึกษาการยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนโดยแบคทีเรียทองถิ่น โดยนําของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไปบมบนเครื่อง

เขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา

แบคทีเรียทองถิ่นสามารถบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน PAHs ที่เกิดจากการศึกษาวิจัย

ของหองปฏิบัติการ 462 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งมี

การปนเปอนของไพรีนในวัฏภาคตะกอน 19.99 มก./กก. ได โดยในวันที่ 16 จะมีไพรีนเหลืออยู 

2.08  มก./กก. (รูปที่ 4.1) ผานมาตรฐานสหภาพยุโรป ที่กําหนดปริมาณ PAHs ในกากตะกอนน้ํา

เสียไมเกิน 6 มก./กก. (Pérez และคณะ, 2001) สามารถปลอยทิ้งสูสิ่งแวดลอมได  

Moreda และคณะ (2001) รายงานวาตะกอนน้ําเสียจากโรงงานบําบัดน้ําเสีย Arazuri 

ประเทศสเปน จะพบ PAHs 128-482 มก./กก.  

Shiaris และ Jambard-Sweet (1986) รายงานวาตะกอนบริเวณปากแมน้ําของอาว

บอสตัน สหรัฐอเมริกา มีการสะสมของ PAHs 0.5-718 มก./กก. ซึ่ง PAHs มีแหลงกําเนิดมาจาก

กระบวนการกําจัดตะกอนน้ําเสีย 

จากรายงานของ Moreda และคณะ (2001) และ Shiaris และ Jambard-Sweet (1986) 

แสดงใหเห็นวาตะกอนจากน้ําเสียจะมีการสะสมของ PAHs ในปริมาณที่สูง ในขณะที่ของเสียที่

เปนของเหลวปนเปอนในงานวิจัยนี้มีมีการสะสมของ PAHs ในวัฏภาคตะกอน 5.22-35.89 มก./

กก. ดังน้ันงานวิจัยนี้จึงทําการเพิ่มปริมาณ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน เพื่อใชเปน

ตนแบบในการศึกษาการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวในกรณีที่มีการปนเปอน PAHs ในปริมาณ

สูงและเพื่อรองรับการเพิ่มปริมาณของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน PAHs จากการศึกษาวิจัยที่

จะเกิดขึ้นอีกเปนจํานวนมาก การเพิ่มปริมาณ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ทาํไดโดย

เติมไพรีน 100 มก./ลิตร ลงในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ซึ่งจะสงผลใหวัฏภาคตะกอนมีการ

สะสมของไพรีนประมาณ 400-757 มก./กก. จากนั้นนําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/

นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน เพื่อศึกษาการยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรียทองถิ่น ผลการ
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ทดลอง (รูปที่ 4.2) แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียทองถิ่นไมสามารถบําบัดของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอน เมื่อมีการปนเปอนของไพรีนในวัฏภาคตะกอน 464.6 มก./กก.ได โดยในวันที่ 16 ซึ่งเปน

วันสุดทายของการทดลอง ยังคงมีปริมาณไพรีนเหลืออยู 317.8 มก./กก. ซึ่งสูงกวามาตรฐานที่

สหภาพยุโรปกําหนดไว และไมสามารถปลอยทิ้งสูสิ่งแวดลอมได  

เนื่องจากแบคทีเรียทองถิ่นไมสามารถยอยสลายไพรีนไดอยางมีประสิทธิภาพ เมื่อของเสีย

ที่เปนของเหลวมีการปนเปอนของ PAHs ในปริมาณที่สูง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงทดลองเติมกลุม

แบคทีเรีย (exogenous microorganism) ที่มีความสามารถในการยอยสลาย PAHs 

(bioaugmentation) เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการบําบัด (Trzesicka-Mlynarz และ Ward, 1996)  

กลุมแบคทีเรีย STK (ทิมากร แสงดํา, 2547) กลุมแบคทีเรีย TP และ กลุมแบคทีเรีย 

TRCB (จิรทีปฆ แสนรัก, 2547) เปนกลุมแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายไพรีน และ

สามารถยอยสลาย PAHs ไดหลายชนิด ดังนั้นจึงเติมเซลลแขวนลอยของกลุมแบคทีเรียแตละชนิด

ความเขมขน 7.3 log CFU/มล. ลงในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่เพิ่มไพรีน 100 มก./ลิตร 

เพื่อศึกษาการเจริญและประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแตละกลุมแบคทีเรีย พบวาหลังจาก

นําของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 16 วัน แบคทีเรียทั้งหมดภายในขวดทดลองที่มีการเติมกลุมแบคทีเรีย STK ลงในของเสีย

ท่ีเปนของเหลวปนเปอนสามารถเจริญและเพิ่มจํานวนไดเร็วและมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม ชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TP และชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TRCB และ

ในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลองจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดในชุดการทดลองที่เติมกลุม

แบคทีเรีย STK ยังมีจํานวนคงเหลือสูงกวาชุดควบคุม ชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TP และ 

ชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TRCB (รูปที่ 4.3 ก.) เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพการยอยสลาย

ไพรีนพบวาชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK ไพรีนจะมีการยอยสลายมากที่สุด โดยในวันที่ 

16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลองจะมีไพรีนเหลือ 4.0 มก./กก.  (รูปที่ 4.3 ข.)  

กลุมแบคทีเรีย STK เปนกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากปุยหมักใบมะขามใบมะขามโดยใช

ไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน ประกอบดวยแบคทีเรีย 3 สายพันธุ คือ Zoogloea sp., 

Stenotrophomonas sp. และ Mesorhizobium sp. แบคทีเรียกลุมนี้มีสมบัติไฮโดรโฟบิกสูง 

เนื่องจากคัดแยกโดยใชแผน PTFE ที่เคลือบดวยไพรีน จากสมบัติไฮโดรโฟบิกที่สูงของกลุม

แบคทีเรีย STK อาจทําใหเมื่อเติม STK ลงในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน STK จะสามารถ

กระจายตัวจากวัฏภาคน้ําไปสัมผัสกับวัสดุดูดซับไฮโดรโฟบิกไดงายและเร็ว (ทิมากร แสงดํา, 

2547) ซึ่งวัสดุดูดซับไฮโดรโฟบิกในที่นี้ คือ วัฏภาคตะกอนที่ดูดซับไพรีนอยู ทําให STK สามารถนํา
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ไพรีนไปใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานเพื่อการเจริญเติบโตและยอยสลายไพรีนและ PAHs อ่ืน

ที่อยูในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไดอยางมีประสิทธิภาพ ซึ่งไดแสดงใหเห็นจากผลการ

ทดลองวาชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK จํานวนแบคทีเรียรวมทั้งหมดในขวดทดลองจะ

เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วและมีจํานวนสูง สามารถยอยสลายไพรีนไดเร็วกวา นอกจากนี้ยังพบวาวัน

สุดทายของการทดลองจะมีไพรีนเหลือนอยที่สุด ในขณะที่จํานวนแบคทีเรียทั้งหมดในชุดการ

ทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK ยังมีจํานวนคงเหลือสูง อาจเปนเพราะสมบัติของเซลลที่แยกได

จะชวยสงเสริมใหแบคทีเรียสามารถอยูรอดและปรับตัวไดดีในสิ่งแวดลอม (ทิมากร แสงดาํ, 2547) 

กลุมแบคทีเรีย TP และ กลุมแบคทีเรีย TRCB เปนกลุมแบคทีเรียที่ จิรทีปฆ แสนรัก 

(2547) คัดแยกไดจากใบของพืชตระกูลถั่ว ดวยวิธี enrichment liquid culture ซึ่งทําใหกลุม

แบคทีเรียทั้ง 2 ไมมีคุณสมบัติเปนไฮโดรโฟบิกโดยตรงเหมือนกับกลุมแบคทีเรีย STK อยางไรกต็าม 

วรกฤษฎ สภานนท (2549) ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ของ

กลุมแบคทีเรีย TP และ TRCB พบวากลุมแบคทีเรีย TP มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลาย

ไพรีน รองลงมาคือ TRCB นอกจากนี้ยังพบวา กลุมแบคทีเรีย TP มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย

แอนทราซีน และฟลูออแรนธีน กลุมแบคทีเรีย TRCB มปีระสิทธิภาพในการยอยสลาย อะซีแนพธิ

ลีนและฟแนนทรีน ซึ่งนาจะมีประโยชนในการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่มีการ

ปนเปอนของไพรีน ฟลูออแรนธีน และฟแนนทรีน โดยเฉพาะฟลูออแรนธีน ซึ่ง ทิมากร แสงดํา 

(2547) รายงานวากลุมแบคทีเรีย STK ไมสามารถยอยสลายได แตเนื่องจากกลุมแบคทีเรียไมมี

คุณสมบัติไฮโดรโฟบิก สงผลใหความสามารถในการนําไพรีนไปใชต่ํากวากลุมแบคทีเรีย STK ซึ่ง

ไดแสดงใหเห็นจากผลการทดลองวาชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TP และชุดการทดลองที่

เติมกลุมแบคทีเรีย TRCB จํานวนแบคทีเรียรวมทั้งหมดในขวดทดลองจะเพิ่มข้ึนชากวาและมี

จํานวนต่ํากวา สงผลใหยอยสลายไพรีนชากวา นอกจากนี้ยังพบวาวันสุดทายของการทดลองจะมี

ปริมาณไพรีนเหลือมากกวา ชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK แตเมื่อพิจารณาปริมาณ

ไพรีนเหลืออยูพบวาเหลือมากกวาชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK เพียงเล็กนอย อาจ

เนื่องมาจากของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมีลักษณะเปน slurry ทําใหพื้นที่ผิวสัมผัสระหวางกลุม

แบคทีเรีย TP และ กลุมแบคทีเรีย TRCB กับไพรีนเพิ่มข้ึน เนื่องจากน้ําจะชวยใหตะกอนเกิดการ

แตกตัว ทําใหไพรีนเคลื่อนที่ไปยังวัฏภาคน้ําอยางรวดเร็วรวมทั้งยังเพิ่มการเคลื่อนที่ของจุลินทรีย

อีกดวย (Doick และ Semple, 2003) นอกจากนี้การเขยาใหอากาศอาจทําใหเชื้อแบคทีเรีย

กระจายไดทั่วในขวดทดลองสงผลใหความสามารถในการนําไพรีนไปใชของกลุมแบคทีเรีย TP 

และ กลุมแบคทีเรีย TRCB เพิ่มข้ึน  
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เนื่องจากกลุมแบคทีเรีย STK มีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนดีที่สุด ดังนั้นงานวิจัยนี้

จึงใชกลุมแบคทีเรีย STK ในการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบ PAHs จาก

หองปฏิบัติการ และหาภาวะทางเคมีและกายภาพที่เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย STK ที่ทําใหการ

ยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมีประสิทธิภาพ  

ภาวะทางเคมีและกายภาพของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ไดแก ภาวะการใหอากาศ 

ภาวะความเปนกรด-เบส และสารอาหาร มีบทบาทสําคัญมากในการกําหนดกิจกรรมของกลุม

แบคทีเรีย STK ที่เติมลงไป ภาวะที่เหมาะสมสามารถอธิบายไดโดยการเจริญหรือการเพิ่มปริมาณ

ของแบคทีเรีย และความสามารถในการยอยสลายไพรีนซึ่งเปนปจจัยสําคัญในการบําบัด (Vogel, 

1996)  

ออกซิ เจนมีความสําคัญตอแบคทีเ รียในกระบวนการยอยสลายสารอะโรมาติก

ไฮโดรคารบอนซึ่งเกี่ยวของกับออกซิเดชันของซับสเตรตโดยเอนไซมออกซิจีเนส (Leahy และ

Colwell, 1990) Lei และคณะ (2005) รายงานวาการยอยสลาย PAHs (ประกอบดวยวงอะโร

มาติก 2 ถึง 5 วง) ที่ปนเปอนในตะกอนแมน้ําประสบผลสําเร็จเนื่องจากมีปริมาณออกซิเจน

เพียงพอ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงทําการหาภาวะการใหอากาศที่เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย STK 

เพื่อใหสามารถยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยนํา

ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่เติมไพรีนและกลุมแบคทีเรีย STK ไปบมบนเครื่องเขยาที่

ความเร็ว 150  200  250 และ 300 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน พบวา การให

อากาศโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 250 และ 300 รอบ/นาที แบคทีเรียทั้งหมดภายในขวดทดลอง

จะมีการเจริญและเพิ่มจํานวนไดสูงกวาการบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที (รูปที่ 4.4 

ก.) แตเมื่อพิจารณาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนพบวาการเขยาใหอากาศดวยความเร็ว 300 

รอบ/นาที กอใหเกิดการยอยสลายของไพรีนสูงสุดโดยในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลอง

จะมีปริมาณไพรีนเหลืออยู 7.8 มก./กก. (รูปที่ 4.4 ข.) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา

ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนจะเพิ่มข้ึนตามอัตราเร็วในการใหอากาศ ซึ่งผลการทดลองนี้

สอดคลองกับงานวิจัยของ MacLeod และ Daugulis (2005) ที่รายงานวาอัตราการยอยสลาย

ไพรีนและความเขมขนชีวมวลของ Mycobacterium PYR-1 ในถังปฏิกรณที่มีอัตราการกวนให

อากาศ 500 รอบ/นาที จะสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับถังปฏิกรณที่มีอัตราการกวนใหอากาศ 300 

รอบ/นาที อยางไรก็ตามระดับความตองการออกซิเจนเพื่อชักนําการยอยสลายทางชีวภาพจะ

แตกตางไปตามชนิดของจุลินทรียและซับสเตรต (Wilson และ Bouwer, 1997)  
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ภาวะความเปนกรด-เบส เปนปจจัยที่มีอิทธิพลตออัตราการยอยสลายทางชีวภาพ (Leahy 

และ Colwell, 1990) ดังนั้นเพื่อใหกลุมแบคทีเรีย STK สามารถยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนไดอยางมีประสิทธิภาพ งานวิจัยนี้จึงทําการปรับภาวะความเปนกรด-เบสของ

ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน แลวเติมไพรีนและกลุมแบคทีเรีย STK หลังจากนั้นนําไปบมบน

เครื่องเขยาที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 12 วัน พบวาชุดควบคุม (ภาวะ

ความเปนกรด-เบส 6.7) และชุดการทดลองภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 แบคทีเรียทั้งหมดจะ

เจริญและเพิ่มจํานวนไดสูงกวา ชุดการทดลองภาวะความเปนกรด-เบส 6.0 และ 8.0 (รูปที่ 4.6 ก.) 

เม่ือพิจารณาการยอยสลายไพรีนพบวาชุดการทดลองภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 มีประสิทธิภาพ

การยอยสลายไพรีนสูงที่สุด โดยในวันสุดทายของการทดลองจะมีปริมาณไพรีนเหลือ 5 มก./กก. 

(รูปที่ 4.6 ข.) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวากลุมแบคทีเรีย STK จะมีกิจกรรมสูงในภาวะที่เปน

กลาง ซึ่งมีความสอดคลองกับผลงานวิจัยตางๆ ดังนี้ 

แบคทีเรียที่ยอยสลายสารอินทรียสวนใหญจะชอบภาวะความเปนกรด-เบส คอนขางเปน

กลาง (Leahy และ Colwell, 1990) 

ภาวะความเปนกรด-เบส ที่เหมาะสมตอการยอยสลายฟแนนทรีนในตะกอนแมน้ํา เทากับ 

7.0 (Yuan และคณะ, 2001) 

Pseudomonas paucimobilis  Pseudomonas vesicularis และ Alcaligenes 

denitrificans จะมีอัตราการเจริญและมีอัตราการยอยสลายฟแนนทรีน ฟลูออรีน และฟูออแรนธีน 

ตามลําดับสูงที่สุด เมื่อภาวะความเปนกรด-เบส ใกลเคียง 7.0 (Weissenfels และคณะ, 1990) 

อัตราการเจริญและอัตราการใชออกซิเจนของ Rhodococcus sp. UW1 เพื่อยอยสลาย

ไพรีนจะมีคาสูงสุดที่ภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 (Walter และคณะ , 1991)  

ภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 เหมาะสมตอการยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรียสายพันธุที่

คัดแยกจากดินที่มีการปนเปอนน้ํามัน (Kim และคณะ, 2005) 

ผลการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีของของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอน พบวาของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมีอัตราสวนของ คารบอน:ไนโตรเจน:

ฟอสฟอรัส เทากับ 770:23:1 (มก./ลิตร) จะเห็นไดวาปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสมีนอยกวา

สารอินทรียคารบอนมาก ซึ่งอาจสงผลใหอัตราการยอยสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ถูก

จํากัดได  

โดยทั่วไปการเพิ่มอัตราการเจริญและอัตราการยอยสลาย PAHs ทําไดโดยเพิ่มปริมาณ

ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ซึ่งจะเติมในรูปของยูเรีย แอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไนเตรต 
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โพแทสเซีมฟอสเฟต หรือโซเดียมฟอสเฟต (Liebeg และ Cutright, 1999) แตเนื่องจากการคัดแยก 

การเลี้ยง การศึกษารูปแบบการเจริญและการยอยสลายไพรีนของกลุมแบคทีเรีย STK จะใชอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Medium (CFMM) (ทิมากร แสงดํา, 2547) ดังนั้นงานวิจัยนี้

จึงทําการปรับอัตราสวนของ คารบอน:ไนโตรเจน:ฟอสฟอรัส ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 

โดยเพิ่มปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่ปรับภาวะความเปน

กรด-เบสเปน 7.0 และเติมไพรีนแลว ใหมีปริมาณใกลเคียงกับในอาหารเหลว CFMM โดยเติม

อาหารเหลว CFMM (ปราศจากแมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต 

และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต) ความเขมขน 100 เทา เปรียบเทียบกับเติมอาหารเหลว CFMM 

ความเขมขน 100 เทา หลังจากนั้นเติมกลุมแบคทีเรีย STK แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 

300 รอบ/นาที อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน พบวาการเพิ่มปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสใน

ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนจะทําใหแบคทีเรียทั้งหมดสามารถเจริญและเพิ่มจํานวนไดสูงกวา

ชุดควบคุมที่ไมมีการเติมสารอาหารเลย โดยชุดการทดลองที่เติมอาหารเหลว CFMM แบคทีเรีย

ทั้งหมดจะเพิ่มจํานวนไดสูงกวาชุดการทดลองที่เติมอาหารเหลว CFMM (ปราศจากแมกนีเซียม

ซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต) (รูปที่ 4.7 

ก.) แตเมื่อพจิารณาการยอยสลายไพรีน พบวาชุดการทดลองที่เติมอาหารเหลว CFMM (ปราศจาก

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต) 

จะมีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนดีที่สุด โดยในวันสุดทายของการทดลองจะมีปริมาณไพรีน

เหลือ 3.0 มก./กก. (รูปที่ 4.7 ข.) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการปรับปริมาณไนโตรเจนและ

ฟอสฟอรัสในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนใหมีปริมาณใกลเคียงกับในอาหารเหลว CFMM ซึ่งมี

อัตราสวนของไนโตรเจน :ฟอสฟอรัส เทากับ 3:1 (มก./ลิตร) โดยเติมอาหารเหลว  CFMM 

(ปราศจากแมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรด

ไดไฮเดรต) ความเขมขน 100 เทา กลุมแบคทีเรีย STK จะยอยสลายไพรีนไดดีที่สุด ในขณะที่เมื่อ

เติมอาหารเหลว CFMM ความเขมขน 100 เทา การยอยสลายไพรีนจะถูกยับยั้งถึงแมวาแบคทีเรีย

ทั้งหมดจะเพิ่มจํานวนขึ้นสูงกวาชุดการทดลองที่เติมอาหารเหลว CFMM (ปราศจากแมกนีเซียม

ซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต) ซึ่งอาจมี

สาเหตุมาจากการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วของแบคทีเรียทองถิ่นที่ไมมีความสามารถในการยอย

สลาย แทนที่จะเปนการเพ่ิมจํานวนของกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติมลงไป (Heitkamp และ 

Cerniglia, 1989) ซึ่งการเพิ่มมวลชีวภาพที่มากเกินไปจะทําใหการยอยสลายไพรีนเกิดการ
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หยุดชะงัก เนื่องจากความสามารถในการนําไพรีนไปใชโดยกลุมแบคทีเรีย STK จะลดลง (Lee, 

2003)  

การบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสาร PAHs จากหองปฏิบัติการ โดยการเติม

กลุมแบคทีเรีย STK (exogenous microorganism) ที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน 

(bioaugmentation) จะประสบผลสําเร็จก็ตอเมื่อ กลุมแบคทีเรีย STK สามารถยอยสลายไพรีนได

อยางมีประสิทธิภาพและสามารถอยูรอดในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนระหวางการบําบัดได 

(Vogel, 1996) 

ดังนั้นเพื่อศึกษาวากลุมแบคทีเรีย STK มีความสามารถในการอยูรอดระหวางการบําบัด

หรือไม งานวิจัยนี้จึงทําการตรวจติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติมลงไปเพี่อ

บําบัดสาร PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนซึ่งมีภาวะทางเคมีและกายภาพเหมาะสมกับ

กลุมแบคทีเรีย STK โดยใชเทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) ผลการ

ทดลอง (รูปที่ 4.8) แสดงใหเห็นวาชุดควบคุมกลุมแบคทีเรีย STK มีแถบดีเอ็นเอที่เห็นเดนชัด 4 

แถบดวยกัน ซึ่งตางกับที่ ทิมากร แสงดํา (2547) ไดรายงานการคัดแยกกลุมแบคทีเรียวา

ประกอบดวยแบคทีเรีย 3 สายพันธุ เปนไปไดวาแถบที่อยูดานบนสุดเกิดขึ้นจากการที่เลี้ยงกลุม

แบคทีเรีย STK ในอาหารเหลวที่มีสารอาหารสมบูรณและมีการถายเชื้อตอเนื่องเปนเวลานาน ทํา

ใหแบคทีเรียชนิดนี้ซึ่งแฝงตัวอยูเจริญขึ้นมาได และเมื่อตรวจติดตามกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติมลง

ไปในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนเพื่อบําบัดสาร PAHs ในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการ

ทดลอง พบวากลุมแบคทีเรีย STK ยังคงมีชีวิตอยู 1 สายพันธุ (แถบที่ 3) และมีการลดจํานวนลง 

(ดูจากจํานวนและความเขมของแถบดีเอ็นเอ) เมื่อตรวจติดตามประชากรแบคทีเรียทองถิ่น พบวามี

ความหลากหลายและมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของประชากรดังนี้ คือ ตรวจไมพบแถบดีเอ็นเอ

แถบที่ 4 ซึ่งพบในวันที่ 0 ของการทดลอง อาจเกิดจากชนิดของสารอาหารในของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนไมเหมาะสมหรือมีปริมาณลดลงทําใหแบคทีเรียชนิดนี้ไมสามารถเจริญได 

ในขณะที่แถบดีเอ็นเอที่ 5 – 7 ยังคงอยู โดยแถบที่ 5 และ 7 แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียทองถิ่นมีการ

เพิ่มจํานวนขึ้น นอกจากนี้ยังสามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอแถบที่  8 - 15 โดดเดนขึ้นมา การเพิ่ม

จํานวนและชนิดของแบคทีเรียทองถิ่น (ดูจากจํานวนและความเขมของแถบดีเอ็นเอ) ในระหวาง

การบําบัดอาจเกิดจากการปรับภาวะทางเคมีและกายภาพของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนให

เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย STK สงผลใหแบคทีเรียทองถิ่นสามารถปรับตัวและเพิ่มจํานวนขึ้นได

ดวย หรืออาจเกิดจากการที่กลุมแบคทีเรีย STK ยอยสลายไพรีนและผลิตสารมัธยันตรไดหลาย

ชนิด โดยพบวาหนึ่งในสารมัธยันตรที่ได คือ กรดซาลิไซลิก ซึ่งเปนสารที่ประกอบดวยวงอะโรมาติก
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เพียง 1 วงเทานั้น จึงนับวาเปนสารที่งายตอการนําไปใชโดยแบคทีเรียทองถิ่น (ปยะวรรณ เพชรา

ภา, 2549) 

งานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวากลุมแบคทีเรีย STK มีประสิทธิภาพสูงในการบําบดัของเสยีทีเ่ปน

ของเหลวปนเปอนสาร PAHs จากหองปฏิบัติการที่เติมไพรีน 100 มก./ลิตร โดยภาวะทางเคมีและ

กายภาพของของเสยีที่เปนของเหลวปนเปอนที่เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย STK ในการยอยสลาย

ไพรีนในงานวิจัยนี้ ไดแก ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 และเพิ่ม

ปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสใหใกลเคียงกับในอาหารเหลว CFMM หลังจากเติมกลุม

แบคทีเรีย STK แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที เปนเวลา 16 วัน พบวาของ

เสียที่เปนของเหลวปนเปอนจะมีปริมาณไพรีนเหลืออยู 3 มก./กก. ซึ่งผานมาตรฐานสหภาพยุโรป 

ที่กําหนดปริมาณ PAHs ในกากตะกอนน้ําเสียไมเกิน 6 มก./กก. (Pérez และคณะ, 2001) 

สามารถปลอยทิ้งสูสิ่งแวดลอมได นอกจากนี้ยังพบวากลุมแบคทีเรีย STK มีความสามารถในการ

อยูรอดระหวางการบาํบัด โดยพบวาในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการบําบัดกลุมแบคทีเรีย 

STK ยังคงมีชีวิตเหลืออยู 1 สายพันธุ 
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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-เบส ดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที เตมิสารละลายในสวน ข. ที่

ทําการเตรียมแยกแตละชนิดและทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปเซลลูโลสอะซี

เตทขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร ลงในอาหารที่ทําการนึ่งฆาเชื้อแลว 

 
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-เบส ดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.0 ปรับปริมาตรใหเปน 1,000 มล.

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที 
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อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB แตละลายผงวุน 15 กรัม

ตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1,000 มล. ลงไปในอาหารกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM) ความเขมขน 100 เทา 
 
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)      30.0  กรัม 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO4⋅12H2O)  55.0  กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)    8.0  กรัม 

  

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 100 มล. ปรับคาความเปนกรด-เบส ดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
 
สารละลายไพรีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด 
 

ชั่งไพรีน 0.1 กรัม ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1.0 มล. ผสมดวยเครื่องปน

ผสมจนผลึก PAHs ละลายหมด ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนดิ PTFE ทีม่ี

ขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิด เก็บที่อุณหภูม ิ–20 °ซ เติม

ลงในอาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว  

 
สารละลายมาตรฐานของ PAHs ในเมธานอล 
 

ชั่งสาร PAHs ที่ตองการเตรียม ชนิดละ 0.1 กรัม ละลายสารมาตรฐานแตละชนิดในเมธา

นอล ปริมาตร 10 มล. ผสมจนสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน กรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE 

ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ เพื่อ

ใชเปนสารมาตรฐานในการวิเคราะหชนิดและปริมาณ PAHs ดวยวิธี HPLC 

 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล 
 

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 4 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 90 มล. ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 

มล. ปรับปริมาตรใหครบ 100 มล. ดวยน้ํากลั่น 

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที 
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สารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรมัล 
 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน       10  มล.  

น้ํากลั่นจนเปนปริมาตร       120  มล. 

 

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 
 

ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที  
 
สารละลายเมธานอลเขมขน 80% ในน้ํา (ปริมาตร:ปริมาตร) 
 
 กรองเมธานอลผานแผนกรองชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร กําจัด

ฟองอากาศดวยเครื่องกําเนิดคลื่นเสียงความถี่สูง จากนั้นผสมเมธานอลปริมาตร 80 มล. กับน้ํา

กล่ันที่กรองผานแผนกรองชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรู 0.20 ไมโครเมตร และกําจัดฟองอากาศ

ออกแลวปริมาตร 20 มล. นําไปกําจัดฟองอากาศดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูงอีกครั้งจนไม

เหลือฟองอากาศ 

 
สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0 
 
Trismabase (C4H11NO3)      121.1  กรัม 

กรดไฮโดรคลอริกเขมขน       42  มล.  

  

ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แลวเติมกรดไฮโดรคลอริก

เขมขน คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริก

เขมขน เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
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สารละลาย EDTA  เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0 
 

EDTA (C10H14N2O8Na2⋅2H2O)      186.1  กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด       20  กรัม 

 

ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แลวเติมโซเดียมไฮดรอกไซด คนใหเขา

กันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน เติมน้ํา

ปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 

 
บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบส 8.0 
 
Tris-HCl                                10.0  มิลลิโมลาร 

EDTA             1.0  มิลลิโมลาร 

 

ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0 ปริมาตร 10 มล. เขา

กับสารละลาย EDTA  เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0 ปริมาตร 2 มล. เติมน้ําปลอด

ประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 

 
สารละลาย 10% SDS 
 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุปลอดเชือ้ที ่

อุณหภูมิ 60 °ซ ปริมาตร 80 มล. เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนเปนปริมาตร 

100 มล. 

 
สารละลายโปรตีเนสเค (proteinase K) ความเขมขน 20 มก./ลิตร 
  
 ละลายผงโปรตีเนสเคน้ําหนัก 20 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 1 มล. เก็บที่

อุณหภูมิ –20 °ซ 
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สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 5 โมลาร 
 

ชั่งโซเดียมคลอไรดน้ําหนัก 29.22 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 90 มล. ในขวดวัดปริมาตรปรับ

ปริมาตรใหครบ 100 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ 

เปนเวลา 20 นาที 
 
สารละลาย CTAB/NaCl (10% CTAB ใน 0.7 M NaCl) 
 
CTAB         10  กรัม 

โซเดียมคลอไรด        0.7          โมลาร 

 

 ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 80 มล. ที่อุณหภูมิ 60 °ซ จากนั้นเติม

สารละลายโซเดียมคลอไรดจน CTAB ละลายหมด เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล. 

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
สารละลายฟนอล 
 

 นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวที่อุณหภูมิ 68 °ซ จากนั้นเติมผงไฮดรอกซีควิ

โนลีน ใหความเขมขนสุดทายเปน 0.1% แลวเติม Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-เบส 

8.0 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตร:ปริมาตร:ปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวจนสารละลายแยก

ชั้นดูดสารละลายชั้นบนทิ้ง ทําซํ้าจนกระทั่งดูดชั้นฟนอลมาวัดความเปนกรด-เบส ไดเทากับ 7.8 

ดวย pH paper สุดทายเติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบส 8.0 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตร:

ปริมาตร:ปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวดูดสารละลายชั้นบนทิ้ง เติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบส 

8.0 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตร:ปริมาตร:ปริมาตร) อีกครั้ง เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 °ซ 

 
สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 
 ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล

ใหเขากัน ในอัตราสวน ฟนอล:คลอโรฟอรม:ไอโซเอมิลแอลกอฮอล เปน 25:24:1 (ปริมาตร:

ปริมาตร:ปริมาตร)  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 °ซ 
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สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 
 ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลใหเขากัน ในอัตราสวนคลอโรฟอรม:ไอโซเอ

มิลแอลกอฮอล 24:1 (ปริมาตร:ปริมาตร) เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 °ซ 

 
สารละลาย RNase A เขมขน 10 มก./มล. 
 
 ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 1 มล. เก็บที่

อุณหภูมิ –20 °ซ 
 
High extraction buffer 
 
สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0  5  มล.   

สารละลาย EDTA  เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0  2  มล. 

สารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขน 1.0 โมลาร    2.5  มล. 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนเปนปริมาตร     20  มล. 

 
สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร ความเปนกรด-เบส 5.2 
 
 ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 400 มล. ปรับคา

ความเปนกรด-เบสเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติก เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 500 มล. นําไปนึ่ง

ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
70% เอธานอล 
 
99% เอธานอล        700  มล. 

น้ําปลอดประจุ        300  มล. 
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บัฟเฟอร Tris-acetate (TAE) ความเขมขน 50 เทา 
 
Tris base        242  กรัม 

กรดอะซีติกเขมขน       57.1  มล. 

สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0  100  มล. 

 

 ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แลวเติมน้ําปลอดประจุ

จนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ 

เปนเวลา 20 นาท ี
 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร Tris-acetate (TAE) 
 
เอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 มก./มล.     0.1  มล. 

บัฟเฟอร Tris-acetate (TAE)      99.9  มล. 

 

เจือจางเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 มก./มล. ดวยบัฟเฟอร Tris-acetate (TAE) ได

สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัม/มล.  เก็บในภาชนะปดสนิทในที่มืด 
 
ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลและทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์ Glass powder for DNA 
recovery (TAKARA, ญี่ปุน) 
 

ประกอบดวย 

1. NaI 

2. Washing buffer ความเขมขน 10 เทา 

3. Glass powder 

เก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ วิธีใชตามที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
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อะกาโรสเจลเขมขน 1.0% 
 

ละลายอะกาโรสเจลน้ําหนัก 1.0 กรัม ในบัฟเฟอร Tris-acetate (TAE) เขมขน 1 เทา 

ปริมาตร 100 มล. 
 
Loading dye ความเขมขน 6 เทา 
 

สีบรอมฟนอลบลู (4 มก. ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 1 มล.)   12.5  มล. 

ซูโครส         20  กรัม

   

ผสมสวนประกอบทั้งหมด แลวเติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบส 8.0 จนเปนปริมาตร 

50 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
0% denaturing solution 
 
40% อะคริลาไมด/บิส       8.13  มล. 

บัฟเฟอร Tris-acetate (TAE) เขมขน 50 เทา    1  มล. 

น้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร       50  มล. 
 
80% denaturing solution 
 
40% อะคริลาไมด/บิส       8.13  มล. 

บัฟเฟอร Tris-acetate (TAE) เขมขน 50 เทา    1  มล. 

ฟอรมาไมด        16  มล. 

ยูเรีย         16.82  กรัม 

น้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร       50  มล. 
 
แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% 
 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต       0.1  กรัม 

น้ําปลอดประจุ        1  มล. 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐานของไพรีน 
 
 

y = 70269x
R2 = 0.9991
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รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไพรีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหโดยวิธี  

HPLC  

        

ความเขมขนของไพรีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มาแทนคาใน

สมการเสนตรงดังนี้ 

 

พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน x ปริมาณไพรีน) + จุดตัดแกนวาย 

โดยที่   ความชันของกราฟมาตรฐาน  = 70269 

   จุดตัดแกนวาย   = 0.0 
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กราฟมาตรฐานของฟลูออแรนธีน 
 
 

y = 47296x
R2 = 0.9995
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รูปที่ ค.2 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟลูออแรนธนีกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหโดย

วิธี HPLC  

        

ความเขมขนของฟลูออแรนธีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มา

แทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 

 

พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน x ปริมาณฟลูออแรนธีน) + จุดตัดแกนวาย 

โดยที่   ความชันของกราฟมาตรฐาน  = 47296 

   จุดตัดแกนวาย   = 0.0 
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กราฟมาตรฐานของฟแนนทรีน 
 
 

y = 41236x
R2 = 0.9997
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รูปที่ ค.3 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟแนนทรนีกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหโดยวิธ ี

HPLC  

        

ความเขมขนของฟแนนทรีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มาแทน

คาในสมการเสนตรงดังนี้ 

 

พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน x ปริมาณฟแนนทรีน) + จุดตัดแกนวาย 

โดยที่   ความชันของกราฟมาตรฐาน  = 41236 

   จุดตัดแกนวาย   = 0.0 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวปโยบล คอนรัตน เกิดเมื่อวนัที ่ 25 พฤษภาคม พ.ศ. 2523 สําเร็จการศึกษา

ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวชิาเอกจุลชวีวทิยา ภาควิชาชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ ในปการศึกษา 2544 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญา

มหาบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยาทางอตุสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2548 
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