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บทคัดย่อภาษาไทย 

สุพรรณิการ์ จันทร์ทับ : การตรึง Pseudomonas sp. J801 ในกาบมะพร้าวเพื่อใช้ก าจัดฟีแนนทรีนในดิน 
(IMMOBILIZATION OF Pseudomonas sp. J801 IN COCONUT HUSK FOR PHENANTHRENE REMOVAL 
IN SOIL) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. ดร. อรฤทัย ภิญญาคง{, 84 หน้า. 

ฟีแนนทรีนเป็นหนึ่งในสารประกอบแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน  (PAHs) ซึ่งมักพบได้ในดินที่มีการปนเปื้อน
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน การบ าบัดดินที่ปนเปื้อนฟีแนนทรีนด้วยแบคทีเรียตรึงเป็นวิธีหนึ่งที่สามารถช่วยก าจัด 
ฟีแนนทรีนในดินได้อย่างสมบูรณ์และรวดเร็วยิ่งขึ้น งานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพื่อผลิตแบคทีเรียตรึง Pseudomonas sp. J801 
ให้มีประสิทธิภาพในการก าจัดฟีแนนทรีนในดินและสามารถเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงในรูปแบบแห้งได้ โดยใช้กาบมะพร้าวเป็น
วัสดุตรึงแบคทีเรีย เนื่องจากกาบมะพร้าวเป็นวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่มีราคาถูกและมีความสามารถในการดูดซับ PAHs 
ผลการตรึงแบคทีเรียพบว่าสามารถใช้ปริมาณกาบมะพร้าว 8 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักแห้งกาบมะพร้าว/ปริมาตรสารแขวนลอย
แบคทีเรีย) ผสมกับสารแขวนลอยแบคทีเรีย บ่มเป็นระยะเวลา 12 ชั่วโมง ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์แบคทีเรียตรึงที่มีปริมาณ
แบคทีเรีย 1.59×109 CFU/กรัมกาบมะพร้าว และแบคทีเรียตรึงที่ผลิตได้สามารถก าจัดฟีแนนทรีนในอาหารเหลวชุดการ
ทดลองแบบกึ่งต่อเนื่องที่เติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุก 3 วัน เป็นเวลา 24 วัน ได้มากกว่า 74.36 
เปอร์เซ็นต์ และสามารถตรวจพบการคงอยู่ของ Pseudomonas sp. J801 ในแบคทีเรียตรึง ในวันที ่24 ของการทดลองด้วย
เทคนิค Polymerase Chain Reaction Denaturing gradient gel electrophoresis ในขณะที่ไม่สามารถตรวจพบการคง
อยู่ Pseudomonas sp. J801 ในชุดทดลองแบคทีเรียอิสระตั้งแต่ในที่ 15 ของการทดลอง แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียตรึง
สามารถทนต่อความเป็นพิษของฟีแนนทรีนได้มากกว่าแบคทีเรียอิสระ ในการทดสอบการบ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีนความ
เข้มข้น 150 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใช้แบคทีเรียตรึง 5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก) เปรียบเทียบกับชุดที่ใช้กาบมะพร้าว 5 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก) บ่มเป็นเวลา 28 วัน พบว่า เปอร์เซ็นต์ฟีแนนทรีนคงเหลือมีปริมาณใกล้เคียงกัน คือ 2.33 และ 
6.98 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ อย่างไรก็ตามเป็นที่น่าสังเกตว่าในวันที่ 14 พบเปอร์เซ็นต์ฟีแนนทรีนคงเหลือในดินในชุดทดลอง
แบคทีเรียตรึงเพียง 15.23 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่ชุดกาบมะพร้าวมีฟีแนนทรีนคงเหลือ 73.09 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่าการเติม
แบคทีเรียตรึงมีส่วนช่วยในการเร่งการก าจัดฟีแนนทรีนให้เร็วยิ่งขึ้น ส าหรับการพัฒนาเป็นแบคทีเรียตรึงพร้อมใช้ที่สามารถใช้
กระบวนการท าแห้งแบบผึ่งลม (air-drying) และเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงในอุณหภูมิห้องเพื่อเป็นการลดต้นทุนในการผลิต
แบคที เ รี ยตรึ ง  โดย เตรี ยม  Pseudomonas sp. J801 ในอาหาร เลี้ ย ง เชื้ อ  Luria-Bertani เ จื อจา ง  4 เท่ า  ที่ เ ติ ม 
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ เพื่อเป็นการกระตุ้นให้แบคทีเรียสร้างสารป้องกันตัวเองและสะสมภายในเซลล์ แล้ว
แขวนลอยเซลล์ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เติมซูโครส 5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/ปริมาตร) ท าให้ Pseudomonas sp. 
J801 มีชีวิตรอดได้อย่างน้อย 7 วัน เมื่อน าแบคทีเรียตรึงที่ผลิตจากการเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวท าให้แห้งและเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิห้องเป็น 14 วัน พบว่าแบคทีเรียตรึงยังคงมีประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่
เติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร ถึง 74.19 เปอร์เซ็นต์ จากการทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนทั้ง
ก่อนและหลังการเก็บรักษาของแบคทีเรียตรึงแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียตรึง  Pseudomonas sp. J801 บนกาบมะพร้าวมี
ความสามารถในการบ าบัดดินที่มีการปนเปื้อนฟีแนนทรีนและสามารถพัฒนาเป็นแบคทีเรียตรึงพร้อมใช้ต่อไปได้ 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 5672239523 : MAJOR MICROBIOLOGY AND MICROBIAL TECHNOLOGY 
KEYWORDS: IMMOBILIZATION / COCONUT HUSK / AIR-DRIEND / PHENANTHRENE 

SUPANNIKA JANTAB: IMMOBILIZATION OF Pseudomonas sp. J801 IN COCONUT HUSK FOR 
PHENANTHRENE REMOVAL IN SOIL. ADVISOR: ASSOC. PROF. ONRUTHAI PINYAKONG, Ph.D. {, 84 pp. 

Phenanthrene is classified as a priority PAH pollutant which is normally found in petroleum 
contaminated soil. To remediate phenanthrene-contaminated soil, the immobilization of bacteria that has 
ability for phenanthrene degradation was investigated. This study aims to produce immobilized 
Pseudomonas sp. J801 for phenanthrene removal from contaminated soil and storage the immobilized 
bacteria in dried condition. Coconut husk is an agricultural-waste was used as immobilized material which 
could also absorb PAHs. The study found that 8% (w/v) of coconut husk mixed with cell suspension for 
12 hours achieved the bacterial attachment on immobilized material about 1.59×109 CFU/g coconut husk. 
Moreover, the immobilized bacteria could remove phenanthrene over 74.36% from liquid semi-continuous 
experiment that added 200 ppm of phenanthrene every 3 days for 24 days. Polymerase Chain Reaction-
Denaturing gradient gel electrophoresis also showed that Pseudomonas sp. J801 existed after the 
immobilized material was used for 24 days; however, free cell did not exist since day 15 of the experiment. 
Then, it revealed that immobilized bacteria could tolerate to the toxicity of phenanthrene more than free 
cell. The 150 ppm of phenanthrene-contaminated soil was remediated with 5% (w/v) immobilized bacteria 
compared to 5% (w/v) immobilized material for 28 days. The result found that the remaining phenanthrene 
concentrations in the experiments of immobilized bacteria and immobilization material were 2.33% and 
6.98%, respectively. However, the phenanthrene removal was clearly differentiate in day 14 that the 
phenanthrene remaining concentrations in the experiment of immobilized bacteria and immobilized 
material were 15.23% and 73.09%, respectively. These could be concluded that the immobilized bacteria 
could improve the efficiency for phenanthrene removal. The ready-to-use immobilized bacteria was also 
performed by air-drying technique for bacteria storage at room temperature. Preparation of Pseudomonas 
sp. J801 in 25% (v/v) Luria-Bertani added with 0.5 M sodium chloride then suspended the bacterial cell in 
5% (w/v) sucrose phosphate buffer could improve bacteria alive at least 7 days.  The immobilized bacteria 
after storage at room temperature for 14 days showed the efficiency to remove phenanthrene in liquid 
cultivation about 74.19%. In conclusion,   the immobilized bacteria before and after storage showed the 
phenanthrene removal efficacy indicating that immobilized bacteria have potential to be applied for 
remediation of phenanthrene-contaminated soil and can be further developed as ready to use bacteria.  
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บทที่ 1 

บทน า 

  ฟีแนนทรีนเป็นหนึ่งในสารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic 
aromatic hydrocarbon, PAHs) ซึ่งองค์การพิทักษ์สิ่งแวดล้อมในสหรัฐอเมริกาก าหนดให้ PAHs 
เป็นสารมลพิษอันตรายที่ควรให้ความส าคัญและก าจัดออกจากสิ่งแวดล้อมอย่างเร่งด่วน เนื่องจากมี
ความเป็นพิษ มีสมบัติเป็นสารก่อให้เกิดการกลายพันธุ์และก่อมะเร็งต่อมนุษย์ และมีความคงทนใน
สิ่งแวดล้อมสูง การปนเปื้อนฟีแนนทรีนในดินมักมีสาเหตุจากการปนเปื้อนน  ามันปิโตรเลียม และการ
เผาไหม้ที่ไม่สมบูรณ์ของสารอินทรีย์ (Boonyatumanond และคณะ, 2006; Chen และคณะ, 2012) 
โดยดินที่มีการปนเปื้อนน  ามันปิโตรเลียมมักพบฟีแนนทรีนในสัดส่วนที่สูงกว่า  PAHs ชนิดอื่น (Guo 
และคณะ, 2016; Nunal และคณะ, 2014) นอกจากนี ยังพบว่าดินที่ปนเปื้อนฟีแนนทรีนส่งผลกระทบ
ต่อการเจริญเติบโตของพืชด้วย (Chouychai และคณะ, 2007)  
 การก าจัดฟีแนนทรีนด้วยวิธีการบ าบัดทางชีวภาพเป็นวิธีที่ได้รับความสนใจ เนื่องจากเป็น
มิตรต่อสิ่งแวดล้อม มีค่าใช้จ่ายถูกกว่าการบ าบัดด้วยเคมี และท าให้ฟีแนนทรีนในดินลดลงได้ (Chen 
และคณะ, 2014) การเติมแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายฟีแนนทรีนจะช่วยท าให้การ
ก าจัดฟีแนนทรีนมีประสิทธิและเร็วยิ่งขึ น (Lin และคณะ, 2014) อย่างไรก็ตามการเติมแบคทีเรียอิสระ
ลงไปในดินโดยตรงอาจท าให้ประสิทธิในการก าจัดฟีแนนทรีนลดลง เนื่องจากสมบัติความไม่ชอบน  า
ของฟีแนนทรีน การดูดซับฟีแนนทรีนของดิน การแข่งขันกับแบคทีเรียประจ าถิ่นในดิน และยังมีปัจจัย
ทางกายภาพอื่น ๆ เช่น pH อุณหภูมิ และสารอาหาร เป็นต้น จึงท าให้มีการประยุกต์ใช้แบคทีเรียใน
รูปแบบแบคทีเรียตรึงเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีน ซึ่งการเลือกวัสดุตรึงควรเลือกวัสดุที่
สามารถป้องกันแบคทีเรียจากความเป็นพิษของฟีแนนทรีนได้ ท าให้แบคทีเรียคงอยู่ในการบ าบัดได้
นานขึ น และวัสดุตรึงต้องสามารถดูดซับฟีแนนทรีนได้ ซึ่งมีรายงานการใช้วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร
อีกหลายชนิดเป็นวัสดุตรึง เช่น แกลบ ขุยมะพร้าว ชานอ้อย ซังข้าวโพด เปลือกเมล็ดทานตะวัน เป็น
ต้น (Basak และคณะ, 2014; Cubitto และ Gentili, 2015; Nunal และคณะ 2014; Rivelli และ
คณะ, 2013) 
   กาบมะพร้าวเป็นวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่มีลักษณะเป็นเส้นใยพอลิเมอร์ตามธรรมชาติ
ประกอบด้วย ลิกนิน เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส กาบมะพร้าวมีน  าหนักเบา สามารถดูดซับน  าได้
(Justiz-Smith และคณะ, 2008) มีรายงานการใช้กาบมะพร้าวเป็นวัสดุดูดซับแนฟทาลีนและไพรีน 
(Owabor และ Agarry, 2014) แต่ยังไม่มีรายงานการใช้กาบมะพร้าวเป็นวัสดุตรึงเพื่อผลิตแบคทีเรีย
ตรึงและน าไปสารมลพิษในดิน จึงท าให้มีความสนใจที่ใช้กาบมะพร้าวเป็นวัสดุตรึงในงานวิจัยนี   
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ในการพัฒนาการเก็บรักษาแบคทีเรียตรึง การเก็บรักษาในรูปแบบแห้งจะท าให้แบคทีเรียตรึง
มีน  าหนักเบา ขนย้ายได้สะดวก ซึ่งกระบวนการท าให้แห้งที่ง่าย สะดวก และมีค่าใช้จ่ายน้อยคือ การ
ผึ่งลม (air-drying) แต่อย่างไรก็ตาม ในระหว่างกระบวนการท าให้แห้งตลอดจนการเก็บรักษา
แบคทีเรีย อาจท าให้เกิดการสูญเสียแบคทีเรียได้ เนื่องจากแบคทีเรียได้รับความเครียดจากความแห้ง 
ความเครียดออสโมติก และความเครียดออกซิเดชัน (Bora และคณะ, 2004; Iaconelli และคณะ, 
2015) การเติมสารป้องกันแบคทีเรียจึงเป็นทางเลือกหนึ่งที่จะช่วยลดการสูญเสียแบคทีเรียได้   
มีรายงานการใช้สารป้องกันแรงดันออสโมติกอย่างกลูโคส แมนโนส แรฟฟิโนส แรมโนส ฟรุกโตส แลก
โทส ซูโครส และไกลซีนบีเทนที่สามารถป้องกันแบคทีเรียได้เมื่อมีการเก็บรักษาแบคทีเรียในสภาวะ
แห้ง (Champagne และ Gardner, 2001; Dreux และคณะ, 2008; Schisler และคณะ, 2016) ซึ่ง
สารป้องกันแรงดันออสโมติกจะท าหน้าที่สร้างพันธะไฮโดรเจนกับไขมันแทนที่น  าและคงสภาพผลึก
เหลว (liquid crystal phase) เมื่อแบคทีเรียต้องทนต่อความแห้ง  (Ramos และคณะ , 2001) 
นอกจากนี การเลี ยงแบคทีเรียในอาหารเลี ยงเชื อที่มีความเข้มข้นเกลือสูงจะท าให้แบคทีเรียสร้างสาร
ป้องกันเองไว้ภายในเซลล์ และช่วยให้แบคทีเรียมีโอกาสรอดเมื่อต้องทนต่อความแห้งได้นานขึ น 
(Bonaterra และคณะ, 2005) จึงท าให้มีความสนใจในการทดสอบการใช้ไกลซีนและซูโครสเป็นสาร
ป้องกันแบคทีเรียในสภาวะแห้ง  

Pseudomonas sp. J801 เป็นแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ คัดแยกได้จาก
ดินตะกอนแม่น  าท่าจีน จังหวัดสมุทรสาคร โดยนางสาวดวงพร พลฤทธิ์ (ข้อมูลไม่เผยแพร่ ) 
Pseudomonas sp. J801 มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีแนนทรีนความเข้มข้น  100  
มิลลิกรัม/ลิตร ในอาหารเลี ยงเชื อได้ 98 เปอร์เซ็นต์ ภายในระยะเวลา 3 วัน และยังสามารถย่อยสลาย
น  ามันดิบและน  ามันดีเซลได้ด้วย 

งานวิจัยนี จึงมีจุดมุ่งหมายเพื่อผลิตแบคทีเรียตรึงส าหรับก าจัดฟีแนนทรีนในดิน โดยใช้ 
Pseudomonas sp. J801 ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่มีสามารถย่อยสลายฟีแนนทรีน หาสภาวะที่เหมาะสม
ในการตรึงแบคทีเรียในกาบมะพร้าว แล้วทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนในดินของ
แบคทีเรียตรึง ตลอดจนทดสอบระยะเวลาการเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงในรูปแบบแห้งที่มีการเติมสาร
ป้องกันแบคทีเรียเพื่อลดการสูญเสียแบคทีเรียในขณะเก็บรักษาหรือขณะอยู่ในดิน  
 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  
 1. เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการตรึง Pseudomonas sp. J801 บนกาบมะพร้าว  
  2. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนของแบคทีเรียตรึง 
 3. เพื่อศึกษาการพัฒนาการเตรียมสารแขวนลอยแบคทีเรียให้มีการรอดชีวิตของ 
Pseudomonas sp. J801 ในสภาวะแห้งได้นานขึ น 
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ความคาดหวังของงานวิจัย  
  ไดผ้ลิตภัณฑแ์บคทีเรียตรึง Pseudomonas sp. J801 ที่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการบ าบัด
ดินปนเปื้อนฟีแนนทรีนได้ และสามารถเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงในรูปแบบแบคทีเรียตรึงแห้งที่
อุณหภูมิห้อง 
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บทที่ 2 

ปริทัศน์วรรณกรรม 

 2.1 ฟีแนนทรีน (Phenanthrene) 

 ฟีแนนทรีนเป็นสารประกอบอินทรีย์ประกอบไปด้วยวงเบนซีนสามวงต่อกันในลักษณะมุมงอ 
ดังที่แสดงในรูปที่  2.1 สารบริสุทธิ์ของฟีแนนทรีนมีลักษณะเป็นผงสีขาวและเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ 

คุณสมบัติทางเคมีและกายภาพแสดงในตารางที่ 2.2 
 

 
รูปที่ 2.1 โครงสร้างโมเลกุลของฟีแนนทรีน 

 
 ตารางที่ 2.1 สมบัติทางเคมีและกายภาพของฟีแนนทรีน 

สมบัติ ลักษณะ 

ชื่อสามัญ ฟีแนนเทรน (Phenanthrene) ฟีแนนทริน (Phenantrin)  
สูตรโมเลกุล C14H10 
น  าหนักโมเลกุล 178.23 กรัม/โมล 
ความถ่วงจ าเพาะ 1.025 
อุณหภูมิหลอมเหลว 101 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิกลายเป็นไอ 340 องศาเซลเซียส 
ความหนาแน่น 1.18 กรัม/ลูกบาศก์เมตร (ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส) 
สมบัติ ลักษณะ 
ความดันไอ 1 มิลลิเมตรปรอท (ที่อุณหภูมิ 118.2 องศาเซลเซียส) 
การละลายน  า ละลายได้น้อย (1.15 มิลลิกรัม/ลิตร ที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส) 

     ทีม่า : National Center for Biotechnology Information (2016)  

https://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=imgres&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiAuomXidzPAhVGPY8KHavqCdUQjRwIBw&url=http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/p11409&psig=AFQjCNEuRgIy_21wNZvDKm1IgT3KkoNaWw&ust=1476595537582357
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2.2 การปนเปื้อนฟีแนนทรีนในดิน 

ฟีแนนทรีนเป็นหนึ่งในสารมลพิษอินทรีย์ตกค้างยาวนาน (persistent organic pollutants) 
จึงมักพบปนเปื้อนอยู่ในดินบริเวณโรงงานอุตสาหกรรมมากกว่าดินบริเวณเขตชุมชน เนื่องจาก 
ฟีแนนทรีนเป็นองค์ประกอบในปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนซึ่งถูกใช้เป็นพลังงานเชื อเพลิงและยังเป็นสาร
ตั งต้นของผลิตภัณฑ์อีกหลายชนิด นอกจากนี การเผาไหม้ที่ไม่สมบูรณ์ที่ของเชื อเพลิงและสารอินทรีย์
สามารถก่อให้เกิดฟีแนนทรีนได้ด้วย (Lau และคณะ, 2014)  
 Morillo และคณะ (2007) ศึกษาการปนเปื้อน PAHs จากดินตัวอย่างในเขตชุมชน 3 แห่ง 
คือ ดินจากดินจากเมืองกลาสโกว์ ประเทศอังกฤษ เมืองโทริโน ประเทศอิตาลี และเมืองลูบลิยานา 
ประเทศสโลวี เนี ย  พบว่ า เมื องกลาสโกว์มี การปนเปื้ อน  PAHs อยู่ ในช่ วง  1,487-51,822  
ไมโครกรัม/กิโลกรัมดิน ซึ่งสูงกว่าเมืองโทริโนและเมืองลูบลิยานา 10 เท่า โดย PAHs เด่นที่พบคือ
ฟีแนนทรีน ฟลูออแรนทรีน และไพรีน คิดเป็น 40 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณ PAHs ทั งหมด ซึ่งการ
ปนเปื้อนในนี ถูกพิจารณาให้เป็นการปนเปื้อน PAHs ที่เกิดจากการเผาไหม้ โดยเฉพาะไอเสียจาก
ยานพาหนะ 
 Sanchez-Trujillo และคณะ (2013) ศึกษาดินตัวอย่างจากเขตอุตสาหกรรมที่เคยปนเปื้อน
น  ามันเชื อเพลิงที่รั่วไหลในช่วงปี ค .ศ.  1991-1995 ในประเทศสเปนพบว่า ดินบริเวณนั่นยังคงมี
ปริมาณ PAHs ตกค้างอยู่ถึง 1,068±100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมดิน โดยมีฟีแนนทรีนปนเปื้อน 271±30 
มิลลิกรัม/กิโลกรัมดิน 
 Barnier และคณะ (2014) ศึกษาการปนเปื้อนของ PAHs จากดินตัวอย่างที่เคยเป็นที่ตั ง
โรงงานถ่านโค้ก (ค.ศ. 1922-1980) ตัวอย่างดินที่เคยเป็นที่ตั งโรงงานถ่านโค้กและโรงงานผลิตแร่ 
(ค .ศ.  1900-1983) และตัวอย่างดินที่เคยเป็นที่ตั งโรงงานผลิตก๊าซ (ค.ศ. 1903-1965) ในประเทศ
ฝรั่ ง เ ศสพบว่ า  ดิ นทั ง ส ามแห่ ง ยั ง ค งมี ก า รปน เปื้ อน  PAHs สู ง ถึ ง  1670, 668 และ  773  
มิลลิกรัม/กิโลกรัมดิน ตามล าดับ โดยการปนเปื้อน PAHs ชนิด 3 วงแอโรแมติก (ฟีแนนทรนี ฟลูออรีน  
อะซีแนฟทีน อะซีแนฟทิลีน แอนทราซีน) น้อยกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ ของ PAHs ทั งหมด ซึ่งเป็นผลมา
จาก PAHs มวลโมเลกุลต่ าจะถูกก าจัดไปโดยการย่อยสลายทางชีวภาพและการระเหย  
 Guo และคณะ (2016) ศึกษาปริมาณ PAHs ในดินจากตัวอย่างบริเวณโรงงานแยกก๊าซใน
ปักกิ่งประเทศจีน และดินบริเวณเขตชลประทานน  าเสียในเขตชานเมืองเซี่ยงไฮ้พบว่า ตัวอย่างดิน
บริเวณโรงงานแยกก๊าซมีการปนเปื้อน PAHs ทั งหมด 178.2 มิลลิกรัม/กิโลกรัมดิน ซึ่ งเป็น 
ฟีแนนทรีน 59.2 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ดินบริเวณเขตชลประทานน  าเสียมีการปนเปื้อน PAHs ทั งหมด 
7.8 มิลลิกรัม/กิโลกรัมดิน เป็น PAHs ชนิด 4 วงแอโรแมติกถึง 62.5 เปอร์เซ็นต์  
    
    



 

 

6 

2.3 ผลของฟีแนนทรนีที่ปนเปื้อนในดิน 

  ดินเป็นองค์ประกอบส าคัญในการเพาะปลูกพืช เนื่องจากดินเป็นแหล่งของธาตุอาหารที่
จ าเป็นในการเจริญเติบโตอย่างเช่น ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโปแตสเซียม เป็นต้น โดยรากจะท า
หน้าที่ในการดูดธาตุอาหารไปยังส่วนต่าง ๆ ของพืช (คณาจารย์ภาควิชาพืชศาสตร์, 2543) ซึ่งการน า
ดินที่ปนเปื้อนฟีแนนทรีนไปปลูกพืช อาจท าให้พืชได้รับผลกระทบจากความเป็นพิษของ 
ฟีแนนทรีนได้ นอกจากนี สัตว์ที่อาศัยอยู่ในดินอย่างไส้เดือนที่ช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช ท า
ให้ดินมีการระบายน  าและอากาศได้ดีขึ น และยังมีส่วนช่วยในการแพร่กระจายของจุลินทรีย์ในดินด้วย 
(อานัฐ ตันโช, 2549) 
  ขนิษฐา สมตระกูล (2554) ศึกษาความเป็นพิษร่วมของแอนทราซีนและฟีแนนทรีนในดินที่
ปนเป้ือนฟลูออรีนและฟลูออแรนทีนต่อการเจริญของข้าวขาวดอกมะลิ 105 ข้าวโพด ข้าวเหนียว และ
ข้าวฟ่างในระยะต้นกล้าพบว่า การปนเปื้อนฟีแนนทรีนร่วมนั นจะท าให้พืชมีน  าหนักสด น  าหนักแห้ง 
ความยาวยอด และรากของพืชทั ง 3 ชนิด  
  Amorim และคณะ (2011) ศึกษาความเป็นพิษและการสะสมฟีแนนทรีนในไส้เดือน 
(Enchytraeus albidus) พบว่า ที่ความเข้มข้นแนนทรีน 135 มิลลิกรัม/กิโลกรัมดิน ส่งผลต่อการ
รอดชีวิตของไส้เดือน และที่ความเข้มข้นกลางฟีแนนทรีน 33 มิลลิกรัม/กิโลกรัมดิน ส่งผลต่อการแพร่
พันธุ์  และเมื่อทดสอบการสะสมฟีแนนทรีนในไส้ เดือน โดยเลี ยงไส้ เดือนในดินที่ปนเปื้อน  
ฟีแนนทรีนความเข้มข้น 8 มิลลิกรัม/กิโลกรัมดิน ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ไม่เป็นพิษต่อไส้เดือน เป็น
ระยะเวลา 2 สัปดาห์ จากนั นย้ายไส้เดือนไปไว้ในภาชนะที่สะอาดอีก 1 สัปดาห์ เพื่อให้ไส้เดือนมีการ
ขจัดฟีแนนทรีนและมีการแพร่พันธุ์  พบว่าไส้เดือดมีการดูดซึมฟีแนนทรีนมากกว่าการขจัด 
ฟีแนนทรีนออกจากร่างกาย แสดงให้เห็นว่าฟีแนนทรีนสามารถถูกสะสมได้ในไส้เดือน จึงท าให้มีการ
คาดการณ์ว่าหากมีสัตว์อื่นกินไส้เดือนที่มีการปนเปื้อนฟีแนนทรีนอาจท าให้ฟีแนนทรีนปนเปื้อนใน
วงจรห่วงโซ่อาหารได ้
 Ahammed และคณะ (2012) ศึกษาการใช้ Brassinoteroids เพื่อชักน าให้ต้นมะเขือเทศ
ทนทานต่อความเป็นพิษของฟีแนนทรีน พบว่า ต้นมะเขือเทศที่แช่ในสารละลายฟีแนนทรีนความ
เข้มข้น 300 ไมโครโมลาร์ มีน  าหนักลดลง การดูดซึมคาร์บอนไดออกไซด์ลดลง และถูกชักน าให้มีการ
ยับยั งการสังเคราะห์แสงด้วย และเมื่อตรวจสอบปลายรากของต้นมะเขือเทศพบว่าภายในเซลล์ของ
ปลายรากมีโครงสร้างเปลี่ยนแปลงไปดังในรูปที่ 2.2 
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2.4 การบ าบดัดินปนเปื้อนฟีแนนทรีนโดยวิธีทางชีวภาพ 

  การใช้วิธีการทางชีววิธีเพื่อบ าบัดดินที่ปนเปื้อนฟีแนนทรีนและ PAHs ชนิดอื่น ๆ เป็นวิธีที่
ก าลังได้รับความสนใจ เนื่องจากมีความเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม มีค่าใช้จ่ายถูกกว่าการบ าบัดด้วยเคมี 
และสามารถย่อยสลายสารปนเปื้อนหรือท าให้ความเป็นพิษลดลง (Chen และคณะ, 2014) มีรายงาน
การบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs ด้วยชีววิธีหลายวิธีการ ดังในตารางที่ 2.2 ซึ่งในงานวิจัยนี มีความสนใจที่
จะใช้วิธี bioaugmentation ซึ่งเป็นการเติมจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพลงไปในดินเพื่อท าให้การบ าบัด
เป็นไปอย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ แต่อย่างไรก็ตาม เนื่องด้วย PAHs มีสมบัติเป็นสารที่ไม่ชอบ
น  า (hydrophobicity) และสามารถจับกับดินได้ดีจึงท าให้การเข้าถึง PAHs (bioavailability) เป็นไป
ได้ยาก ดังในภาพที่ 2.3 อนุภาคของดินจะล้อม PAHs ไว้ ส่งผลให้จุลินทรีย์เข้าถึง PAHs ได้ยาก และ
อาจท าให้การบ าบัดดินที่ปนเปื้อน PAHs ไม่มีประสิทธิภาพ นอกจากการเข้าถึง PAHs ของจุลินทรีย์
แล้ ว  การถ่ ายโอนมวลสาร (mass transfer) และการเผาผลาญของจุลินทรีย์  (microbial 
metabolism) ยังเป็นปัจจัยที่ส าคัญและส่งผลต่อการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs โดยตรง ดังที่แสดงใน
รูปที่ 2.4 และนอกจากนี อิทธิพลจากสิ่งแวดล้อมสามารถส่งผลกระทบกับปัจจัยในการบ าบัด PAHs 

 รูปที่ 2.2 การเปลี่ยนแปลงไปภายในเซลล์ปลายรากต้นมะเขือเทศโดยฟีแนนทรีน (a) : ปลายรากต้น
มะเขือเทศในชดุควบคุม ,(b) : ปลายรากต้นมะเขือเทศที่ถกูแช่ในสารละลายฟีแนนทรนีความเข้มข้น 
300 ไมโครโมลาร์ เป็นระยะเวลา 21 วัน (Willer และ Leddy, 2016) 
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ด้วย เช่น pH อุณหภูมิ สารอาหาร และอนุภาคดิน (Mohan และคณะ, 2006) เป็นต้น ดังที่แสดงใน
ตารางที่ 2.3  
   
 
 
 
 
 
     
 
 
 
 

รูปที่ 2.3 การเข้าถึง PAHs ทีถู่กกักเก็บหรือดูดซับโดยดินของแบคทีเรีย 
(Johnsen และคณะ, 2005) 

 
รูปที่ 2.4 ปัจจยัที่มีผลต่อการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs ดว้ยชีววิธี  

(Mohan และคณะ 2006)  
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ตารางที่ 2.3 อิทธิพลของสิ่งแวดล้อมที่ส่งผลต่อปัจจัยในการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs ด้วยชีววิธี 

ที่มา : Mohan และคณะ (2006) 
 

2.4.1 แบคทเีรียที่สามารถยอ่ยสลายฟีแนนทรีน 

 แบคทีเรียที่มีความสามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนสามารถคัดแยกได้จากบริเวณดินและน  าที่มี
การปนเปื้อน เช่น Zhao และคณะ (2008) คัดแยกแบคทีเรียจากดินที่ปนเปื้อนของเสียจากบริเวณ
โรงงานเก็บน  ามันในเมืองเซี่ยงไฮ้ ประเทศจีน ได้แบคทีเรีย Sphingomonas sp. ZP1 และ Tistrella 
sp. ZP5 ซึ่งมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีแนนทรีนความเข้มข้น 250 มิลลิกรัม/ลิตร ได้อย่าง
สมบูรณ์ในระยะเวลา 7 วัน Zhao และคณะ (2009) สามารถคัดแยกแบคทีเรีย Pseudomonas 
stutzeri ZP2 จากดินที่ปนเป้ือนของเสียจากบริเวณโรงงานเก็บน  ามันในเมืองเซี่ยงไฮ ้ประเทศจีน โดย
แบคทีเรียสายพันธุ์ ZP2 มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีแนนทรีน 250 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 96 
เปอร์เซ็นต์ ภายในระยะเวลา 6 วัน เป็นต้น และวิธีเอนริชเมนท์ (enrichment) เช่น Gaskin และ 
Bentham (2005) ศึกษาการคัดแยกแบคทีเรียโดยวิธีเอนริชเมนท์ด้วยไพรีนและน  ามันดีเซล ไพรีน
และซาลิไซเลท ไพรีนและฟีแนนทรีน และไพรีน พบว่าในชุดการทดลองที่เติมไพรีนและน  ามันดีเซลคัด
แยกแบคทีเรียที่ย่อยสลาย PAHs ได้ 6 สายพันธุ์ ชุดการทดลองที่เติมไพรีนและซาลิไซเลทคัดแยก
แบคทีเรียที่ย่อยสลาย PAHs ได้ 5 สายพันธุ์ ชุดการทดลองที่เติมไพรีนและฟีแนนทรีนคัดแยก
แบคทีเรียที่ย่อยสลาย PAHs ได้ 4 สายพันธุ์ ชุดการทดลองที่เติมไพรีนคัดแยกแบคทีเรียที่ย่อยสลาย 
PAHs ได้ 4 สายพันธ์ุ และชุดควบคุมคัดแยกแบคทีเรียที่ย่อยสลาย PAHs ได้ 2 สายพันธ์ุ ซึ่งแบคทีเรีย
ที่คัดแยกได้มีหลายสายพันธุ์ เช่น Micrococcus sp., Bacillus megaterium, Bacillus mycoides, 

อิทธิพลของสิ่งแวดล้อม ปัจจัย 

pH การเข้าถึง, การถ่ายโอนมวลสาร, การเผาผลาญของจุลินทรีย์ 
อุณหภูม ิ การเข้าถึง, การถ่ายโอนมวลสาร, การเผาผลาญของจุลินทรีย์ 
จุลินทรีย ์ การเข้าถึง, การเผาผลาญของจุลินทรีย ์
ผู้รับอเิล็กตรอน การเข้าถึง, การเผาผลาญของจุลินทรีย ์
จุลินทรีย์ประจ าถิ่น การเผาผลาญของจุลินทรีย ์
ธาตุอาหาร การเผาผลาญของจุลินทรีย ์
สารอืน่ ๆ การเผาผลาญของจุลินทรีย ์
ลักษณะของดนิ การเข้าถึง, การถ่ายโอนมวลสาร 
ลักษณะของสารปนเปื้อน การเข้าถึง, การถ่ายโอนมวลสาร, การเผาผลาญของจุลินทรีย์ 
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Corynebacterium sp., Alcaligenes sp. และ Alcaligenes sp. เป็นต้น นอกจากนี ยังมีแบคทีเรีย
อีกหลายสายพันธ์ุที่สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ ดังในตารางที่ 2.4  

การย่อยสลายฟีแนนทรีนสามารถเกิดขึ นได้ทั งในกระบวนการที่ใช้อากาศและไม่ใช้อากาศ แต่
ในกระบวนการที่ใช้อากาศจะท าให้การย่อยสลายเป็นไปอย่างสมบูรณ์และรวดเร็วยิ่งขึ น ซึ่ งใน
กระบวนการที่ใช้อากาศ ฟีแนนทรีนจะถูกย่อยสลายโดยระบบเอนไซม์ไดออกซิจีเนส (aromatic ring 
hydroxylating dioxygenase; ARHD or RHD) โดยเอนไซม์จะเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการเติมออกซิเจน 
2 อะตอม (รูปที่ 2.5) ให้กับโมเลกุลคาร์บอนที่เป็นพันธะคู่ในวงแอโรแมติกจนได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็น
คาร์บอนไดออกไซด์ น  า และชีวมวลของแบคทีเรีย (Baboshin และ Golovleva, 2012) ตัวอย่าง
งานวิจัยบ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีนและ PAHs เช่น Amellal และคณะ (2001) ศึกษาการก าจัด 
PAHs ผสม ความเข้มข้น 1 กรัม/กิโลกรัมดินแห้ง ในดินทราย ดินทรายแป้ง และดินเหนียว โดยใช้
แบคทีเรียประจ าถิ่น บ่มเป็นเวลา 1 ปี พบว่า แบคทีเรียประจ าถิ่นสามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ 
โดยเฉพาะแบคทีเรียประจ าถิ่นในดินเหนียวพบว่ามีแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้
มากกว่า 1×108 CFU/กรัมดินแห้ง ซึ่งมากกว่าในดินทรายและดินทรายแป้ง แต่เมื่อวิเคราะห์ปริมาณ 
PAHs ที่เหลืออยู่ด้วย GC-MS พบว่า ในดินเหนียวมีปริมาณความเข้มข้นของ PAHs สูงกว่าในดินทราย
และดินทรายแป้ง เนื่องจากดินเหนียวมีเนื อดินที่ละเอียด จึงท าให้เป็นข้อก าจัดในการเข้าถึง PAHs 
ของแบคทีเรียรวมทั งสารอาหารและออกซิเจนด้วย และนอกจากนี ดินเหนียวสามารถดูดซับ PAHs ได้
แข็งแรงกว่าดินทรายและดินทรายแป้ง จึงท าให้การก าจัด PAHs ในดินเหนียวด้วยแบคทีเรียอิสระจึงมี
ข้อจ ากัดมากกว่าการก าจัด PAHs ในดินทรายและดินทรายแป้ง 
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(Mrozik และคณะ, 2003) 
 
 

รูปที่ 2.5 วิถีการย่อยสลายฟีแนนทรีนแบบใช้อากาศของแบคทีเรีย  
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Pseudomonas sp. J801 เป็นแบคทีเรียที่คัดแยกด้วยวิธีเอนริชเมนท์จากดินตะกอนแม่
น้ าท่าจีน จังหวัดสมุทรสาคร โคโลนีมีลักษณะกลม สีขาวขุ่น ผิวมันวาว ดังในรูปที่ 2.5 เมื่อตรวจสอบ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน 16S rDNA พบว่ามีความใกล้เคียงกับ Pseudomonas plecoglossicida 
FPC951 ถึง 99 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ ไม่มีรายงานการก่อโรค นอกจากนี้  
Pseudomonas sp. J801 สามารถย่อยสลายไฮโดรคาร์บอนได้หลายชนิดดังตารางที่ 2.5  

 
ตารางที่ 2.5 ประสิทธิภาพในการย่อยสลายไฮโดรคาร์บอน 

 
2.4.2 การเพิ่มประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรนีในดนิด้วยแบคทเีรียตรึง 
 การใช้แบคทีเรียตรึงมีการศึกษากันอย่างกว้างขวางในการบ าบัดน้ าปนเปื้อนสารมลพิษ 

เนื่องจากวัสดุตรึงจะท าหน้าที่เป็นที่เกาะให้กับแบคทีเรียและเป็นแหล่งของแบคทีเรีย ซึ่งสามารถคัด
แยกแบคทีเรียเพื่อน ามาใช้ซ้ าได้ (Nopcharoenkul และคณะ, 2013) แต่อย่างไรก็ตามการบ าบัดดิน
ปนเปื้อนฟีแนนทรีนไม่มีความจ าเป็นที่จะต้องคัดแยกแบคทีเรียตรึงออกจากพื้นที่บ าบัดหากใช้วัสดุ
ตรึงที่เป็นวัสดุทางธรรมชาติและสามารถย่อยสลายเองได ้(Chen และคณะ 2012)  

วิธีการตรึงแบคทีเรียสามารถใช้ได้หลายวิธีดังในรูปที่ 2.6 ซึ่งการเลือกวิธีที่จะใช้ตรึงแบคทีเรีย
จะขึ้นอยู่กับชนิดของวัสดุตรึงและแบคทีเรีย นอกจากนี้วัสดุตรึงยังมีบทบาทส าคัญส าหรับการบ าบัด
สิ่งแวดล้อมด้วยวิธี bioaugmentation โดยวัสดุตรึงที่ใช้ในการบ าบัดดินควรจะเป็นวัสดุตรึงที่เป็น
มิตรกับสิ่งแวดล้อม สามารถป้องกันแบคทีเรียจากจุลินทรีย์ประจ าถิ่นและควรจะย่อยสลายได้เองตาม
ธรรมชาต ิ 

ตัวอย่างงานศึกษาที่ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs เช่น Chen และคณะ (2012) ศึกษา
การเพิ่มประสิทธิภาพการก าจัด PAHs ในดินเป็นระยะเวลา 90 วัน โดยใช้แบคทีเรียตรึงในอัลจิเนตที่
ผสมด้วยเศษวัสดุจากพืชพบว่า แบคทีเรียตรึงมีประสิทธิภาพการก าจัด PAHs ได้ดีกว่าแบคทีเรียอิสระ 

แบคทีเรีย สารตั้งต้น ประสิทธิภาพการย่อย
สลาย(เปอร์เซ็นต)์ 

อ้างอิง 

Pseudomonas 
sp. J801 

ฟีแนนทรีน 100 มิลลิกรมั/ลิตร 
ฟลูออรีน 100 มิลลิกรัม/ลิตร 
เตตระเดกเคน 500 มิลลิกรัม/ลิตร 
โดโคเซน 100 มิลลิกรัม/ลิตร 
น้ ามันดิบ 2000 มิลลิกรมั/ลิตร 
น้ ามันดีเซล 2000 มิลลิกรมั/ลิตร 

98.33±1.57 (3 วัน) 
99.63±2.57 (3 วัน) 
59.59±7.07 (14 วัน) 
32.69±8.06 (14 วัน) 
42.96±0.34 (14 วัน) 
38.91±0.36 (14 วัน) 

ดวงพร พล
ฤทธิ,์ 
ข้อมูลไม่
เผยแพร ่
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เนื่องจากแบคทีเรียตรึงมีส่วนผสมของเศษพืช ซึ่งเศษพืชเหล่านั้นสามารถดูดซับ PAHs ได้ จึงท าให้
แบคทีเรียสามารถเข้าถึง PAHs ได้ถึงแม้ว่าจะถูกตรึงอยู่ในอัลจิเนต นอกจากนี้วัสดุตรึงสามารถช่วย
ป้องกันแบคทีเรียที่เติมลงไปจากความเป็นพิษของ PAHs ช่วยป้องกันแบคทีเรียจากการแข่งขันกับ
แบคทีเรียประจ าถิ่น และยังช่วยเพิ่มการถ่ายโอนมวลสารในดินด้วย แต่อย่างไรก็ตามผลการก าจัด 
PAHs ของแบคทีเรียตรึงและวัสดุตรึงที่มีส่วนผสมของเศษพืชไม่แตกต่างกันมากนัก เนื่องจาก
แบคทีเรียที่ใช้ ไม่ค่อยมีประสิทธิในย่อยสลายการ PAHs 

Guo และคณะ (2016) ศึกษาการบ าบัดดินปนเปื้อน PAHs ด้วย Mycobacterium gilvum 
ที่เตรียมในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซังโพดเพื่อตรึงแบคทีเรีย โดยใช้ตัวอย่างดินจากบริเวณโรงงานแยกแก๊ส 
(MGP) ซึ่งมีลักษณะดินเป็นดินเหนียว 65.8 เปอร์เซ็นต์ ดินทรายแป้ง 14.9 เปอร์เซ็นต์ และดินทราย 
19.3 เปอร์เซ็นต์ และเปรียบเทียบกับดินบริเวณคลองส่งน้ าเสียจากชุมชนซึ่งมีลักษณะดินเป็นดิน
เหนียว 61.4เปอร์เซ็นต์ ดินทรายแป้ง 28.5 เปอร์เซ็นต์ และดินทราย 10.1 เปอร์เซ็นต์ พบการ
ตรวจสอบการปนเปื้อน PAHs ในดินเบื้องต้นพบว่า ดิน  MGP มีการปนเปื้อน PAHs 178.2  
มิลลิกรัม/กิโลกรัมดิน และดินจากชุมชนปนเปื้อน PAHs 7.8 มิลลิกรัม/กิโลกรัมดิน และเมื่อเติม
แบคทีเรียตรึงเป็นปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก) และปรับความจุน้ าในดินเป็น 55 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก) บ่มในที่มืดเป็นระยะเวลา 30 วัน พบว่า แบคทีเรียสามารถย่อยสลาย 
PAHs ในดิน MGP และดินจากชุมชนได้ถึง 71 เปอร์เซ็นต์ และ 72 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับวัสดุตรึงจาก
วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร 
  งานวิจัยในปัจจุบันก าลังให้ความสนใจกับการใช้วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรเป็นวัสดุตรึง 
เนื่องจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรมีราคาถูกจึงท าให้ลดต้นทุนในการด าเนินงานได้ นอกจากนี 
โครงสร้างที่เป็นเส้นใยพอลิเมอร์ที่มีลักษณะเป็นรูพรุน (Justiz-Smith และคณะ 2008) นั นยังเอื อต่อ
การยึดเกาะและการไหลผ่านเข้าออกของน  าและอากาศให้กับแบคทีเรียได ้ด้วย (Yu และคณะ, 2007) 
มีวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรหลายชนิดที่ถูกน ามาใช้เป็นวัสดุตรึงเพื่อบ าบัดสารมลพิษที่ปนเป้ือนในดิน 
ดังที่แสดงในตารางที่ 2.6 

ตัวอย่างงานวิจัยที่ใช้วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรเป็นวัสดุตรึง เช่น Yu และคณะ (2007) 
ศึกษาการตรึง Saccharomyces cerevisiae บนซังข้าวฟ่างเพื่อผลิตเอทานอล ซึ่งซังข้าวฟ่างสามารถ
ดูดซับน  าได้มาก พื นผิวของซังข้าวฟ่างมีลักษณะเป็นรูพรุนมากมายซึ่งท าให้การผ่านเข้า-ออกของสาร
ต่าง ๆ ระหว่างวัสดุตรึงกับอาหารเลี ยงเชื อเป็นไปได้ดี และนอกจากนี ข้าวฟ่างยังมีการปลูกเป็นอย่าง
มากในทวีปเอเชียซึ่งท าให้มีซังข้าวโพดปริมาณมากและราคาถูก ในกระบวนการตรึงแบคทีเรีย น าซัง
ข้าวโพดที่บดละเอียดและแห้ง 25 กรัม ผสมกับยีสต์ในอาหารเลี ยงเชื อ บ่มเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
ซึ่งยีสต์จะเกาะติดกับซังข้าวฟ่างด้วยวิธีการดูดซับที่ผิวของซังข้าวฟ่าง 
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รูปที่ 2.6 วิธีการตรึงแบคทีเรีย (Dzionek และคณะ, 2016) 
 
 
ตารางที่ 2.6 วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่น ามาเป็นวัสดุตรึงเพ่ือบ าบัดดินปนเปื้อนสารมลพิษ 

 
 

วัสดุตรึง จุลินทรีย ์ สารมลพิษ ประสิทธิภาพ 
(เปอรเ์ซ็นต์) 

อ้างอิง 

เปลือกเมล็ด
ทานตะวัน 

Rhodococcus sp. 
QBTo 

น้ ามันดิบ 
(25 ก./กก.) 

66 
210 วัน 

Cubitto และ 
Gentili (2015) 

ชานอ้อย Bacillus pumilus HZ-2 Mesotrione 
(10.7 มก./กก) 

52 
(เซลล์อิสระ) 
75  
(เซลล์ตรึง) 
14 วัน 

Liu และคณะ 
(2015)  
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ตารางที่ 2.6 (ต่อ) วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่น ามาเป็นวัสดุตรึงเพ่ือบ าบัดดินปนเป้ือนสารมลพิษ  

 
 Nunal และคณะ (2014) ใช้แกลบและขุยมะพร้าวตรึงกลุ่มแบคทีเรียเพื่อย่อยสลายน  ามันดิบ
ในอาหารเลี ยงเชื อ เนื่องจากวัสดุตรึงทั งสองเป็นวัสดุที่สามารถย่อยสลายเองได้ตามธรรมชาติและมี
ราคาถูก ในกระบวนการตรึงแบคทีเรีย น าแกลบและขุยมะพร้าวบดละเอียดจนมีขนาด 1 มิลลิเมตร 
ผสมกับกลุ่มแบคทีเรียในอาหารเลี ยงเชื อ บ่มเป็นระยะเวลา 4 วัน ท าให้ได้แบคทีเรียตรึงที่มีปริมาณ
แบคทีเรียประมาณ 109 CFU/กรัมวัสดุตรึง 
 นอกจากวัสดุตรึงข้างต้นแล้ว กาบมะพร้าวเป็นหนึ่งในวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรในประเทศ

ก ในรายงานวิจัยของไทยที่สามารถหาได้ง่าย และมีราคาถู  Crisafully และคณะ (2008) ศึกษาการ
ก าจัด PAHs โดยใช้วัสดุจากธรรมชาติที่มีราคาถูกได้แก่ ชานอ้อย กาบมะพร้าว ไคติด และไคโตซาน 
จากน  าเสียที่ผสมอะซิโตน พบว่า กาบมะพร้าวมีประสิทธิภาพในการดูดซับ PAHs สูงสุด ซึ่งมี
ความสัมพันธ์กับปริมาณลิกนินที่เป็นองค์ประกอบ และในรายงานวิจัย Owabor และ Agarry (2013) 
ศึกษาการดูดซับแนฟทาลีนและไพรีนโดยกาบมะพร้าว พบว่า ความสามารถในการดูดซับ PAH จะ
ลดลงเมื่อมีกาบมะพร้าวมีขนาดใหญ่ขึ น เนื่องจากกาบมะพร้าวมีพื นที่ผิวลดลง และกาบมะพร้าว
สามารถดูดซับ PAH ได้เพิ่มมากขึ นเมื่อเพิ่มปริมาณของกาบมะพร้าว นอกจากนี กาบมะพร้าวยัง
สามารถดูดซับสารอื่น ๆ ได้ เช่น Congo red, Methylene blue, Crystal violet, Phenol, 2,4,6-

วัสดุตรึง จุลินทรีย ์ สารมลพิษ ประสิทธิภาพ อ้างอิง 

ซังข้าวโพด Pseudomonas sp.   
 
 
 
Rhodococcus sp. 

อะลิฟาติก 
ไฮโดรคาร์บอน   
(6,000 มก./กก) 

19-48 
 (เซลล์อิสระ) 
45-55 
 )เซลล์ตรึง(  
21-44 
(เซลล์อิสระ) 
12-42 

)เซลล์ตรึง(  
15 วัน 

Rivelli และ
คณะ (2013)  
 

ซังข้าวโพด Sphingobium indicum 
B90A 

เฮกซะคลอโรไซ
โคลเฮกเซน 
(60.7 มก./กก.) 

76  
)เซลล์ตรึง(  

8 วัน 

Raina และ
คณะ (2008) 
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trichlorophenol เป็นต้น (Bhatnagar และคณะ, 2010) จากสมบัติของกาบมะพร้าวที่กล่าวมา
ข้างต้นแล้ว งานวิจัยนี จึงสนใจที่จะใช้กาบมะพร้าวเป็นวัสดุตรึงเพ่ือตรึงแบคทีเรีย    
 
2.5 การเก็บรกัษาแบคทเีรียตรึง 

  เนื่องจากแบคทีเรียตรึงที่ได้จากการผลิตเป็นแบคทีเรียตรึงที่ชุ่มไปด้วยน้ า ท าให้ไม่สะดวกต่อ
การขนย้ายและการจัดเก็บ จนท าให้ต้องมีการเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงในรูปแบบแห้ง ซึ่งจะท าให้มี
น้ าหนักเบาและสามารถขนย้ายสะดวก โดยกระบวนการในการท าให้แห้งที่นิยมใช้คือกระบวนการท า
แห้งเยือกแข็ง การผึ่งลม และการอบลมร้อน (Iaconelli และคณะ 2015) ซึ่งกระบวนการท าให้แห้ง
เยือกแข็งและการอบลมร้อนมีต้นทุน เครื่องมือและค่าใช้จ่ายที่สูง ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจใน
กระบวนการท าให้แห้งแบบผึ่งลม 

ในกระบวนการในการท าให้แห้งจะท าให้แบคทีเรียเกิดความเครียดขึ้น ซึ่งเป็นผลมาจากการ
ขาดน้ าของแบคทีเรีย และยังมีความเครียดอื่น ๆ ดังแสดงในรูปที่ 2.7 โดยความเครียดของแบคทีเรีย
ที่เกิดขึ้นจะเริ่มต้นตั้งแต่กระบวนการท าให้แห้ง การเก็บรักษา และการน ามาใช้งานอีกครั้ง (Vriezen 
และคณะ, 2007) มีรายงานวิจัยที่ศึกษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียตรึงหลังการเก็บรักษาแบคทีเรีย
ตรึง เช่น Gentili และคณะ (2006) ศึกษาการเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงบนไคโตซาน ซึ่งหลังจากการ
ตรึงแบคทีเรียได้ใช้กระบวนการผึ่งลมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อท าให้
แบคทีเรียตรึงแห้ง จากนั้นทดสอบการเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงในถุงพอลิเอทิลีนที่อุณหภูมิห้อง 
(25±2) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 90 วัน พบว่า
แบคทีเรียตรึงที่เก็บที่อุณหภูมิ -20 และ 4 องศาเซลเซียส มีจ านวนแบคทีเรียลดลง 1 log CFU/กรัม
วัสดุตรึง ในขณะที่แบคทีเรียตรึงที่เก็บที่อุณหภูมิห้องมีปริมาณแบคทีเรียลดลง 2 log CFU/กรัมวัสดุ
ตรึง หรือมีแบคทีเรียที่รอดชีวิตอยู่ประมาณ 7 log CFU/กรัมวัสดุตรึง 

 Nunal และคณะ (2014) ศึกษาการเก็บรักษากลุ่มแบคทีเรียที่ตรึงบนแกลบและขุยมะพร้าว
จากนั้นทดสอบการเก็บรักษาแบคทีเรียตรึงที่อุณหภูมิห้อง อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ  
30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 180 วัน พบว่าแบคทีเรียสามารถรอดถึง 105-106 CFU/กรัม
แบคทีเรียตรึง หลังจากนั้นน าแบคทีเรียตรึงที่เก็บรักษาไปทดสอบการก าจัดน้ ามันดิบ พบว่าแบคทีเรีย
ตรึงยังคงสามารถในการย่อยสลายน้ ามันดิบ 

2.5.1 สารป้องกันแบคทีเรีย 
สาเหตุที่ส าคัญอย่างหนึ่งที่ท าให้แบคทีเรียมีปริมาณลดลงหลายสาเหตุคือ การขาดน้ า เมื่อ

แบคทีเรียถูกก าจัดน้ าออกไป ส่งผลให้เกิดความเครียดโดยเฉพาะที่เยื่อหุ้มเซลล์ เพราะท าให้เยื่อหุ้ม
เซลล์เสียรูปโดยเฉพาะที่ฟอสโฟลิพิด (phospholipid) คือเมื่อเซลล์ขาดน้ าจะท าให้ฟอสโฟลิพิดสร้าง
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พันธะโควาเลนต์กันเองที่สายโซ่คาร์บอน จนท าให้เยื่อหุ้มเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงสถานะจาก liquid 
crystal phase ไปเป็น gel phase (รูปที่ 2.8A) และท าให้แบคทีเรียตายในที่สุด (Iaconelli และคณะ
, 2015 ;Santivarangkna และคณะ, 2008) การเติมสารป้องกันเซลล์จะสามารถช่วยให้แบคทีเรีย
สามารถปรับตัวกับการขาดน้ าได้ เช่น น้ าตาลโมเลกุลคู่ น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว เป็นต้น (Ramos และ
คณะ, 2001 ; Schisler และคณะ, 2016 ; Bonaterra และคณะ, 2005) สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Oldenhof และคณะ (2005) ได้ศึกษาผลของซูโครสและมอลโตเดกตรินต่อการรอดชีวิตของ 
Lactobacillus bulgaricus หลังจากการท าแห้งด้วยวิธีผึ่งลม โดยใช้ Fourier transform infrared 
spectroscopy (FTIR) พบว่า ซูโครสมีส่วนช่วยในการยับยั้งการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุ้มเซลล์จาก 
liquid crystal phase ไปเป็น gel phase  

ตัวอย่างงานวิจัยที่เติมสารป้องกันเซลล์ในกระบวนการท าให้เซลล์แห้ง Dreux และคณะ 
(2008) ศึกษาการรอดชีวิตของ Listeria monocytogen โดยการเติมไกลซีบีเทนให้มีความเข้มข้น 1, 
2.5, 5, 25 และ 250 มิลลิโมล/ลิตร ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.9 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นดูดสาร
แขวนลอยแบคทีเรีย 15 ไมโครลิตรในลงไมโครเพลทชนิด 96 หลุม ผึ่งลมให้แห้งเป็นเวลา 15 ชั่วโมง 
และเก็บรักษาในเรือนเพาะพันธุ์พืช เป็นเวลา 4 วัน พบว่า ที่ไกลซีบีเทนมากกว่า 2.5 มิลลิโมล/ลิตร 
สามารถช่วยให้ Listeria monocytogen รอดชีวิตได้เพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่เติม
สารใดๆ  

Nocker และคณะ (2012) ศึกษาผลของการท าแห้งด้วยวิธีผึ่งลมของ Escherichia coli โดย
ก่อนท าให้แห้งได้แขวนลอยแบคทีเรียในสารละลายฟอสเฟตที่เติม NaCl, KCl,  MgCl2, ซูโครส และ 
ทรีฮาโลส ความเข้มข้นอย่างละ 150, 400 หรือ 1000 มิลลิโมลาร์ หลังจากนั้นผึ่งลมให้แบคทีเรียแห้ง 
เก็บตัวอย่างแบคทีเรียในชั่วโมงที่ 2 หลังจากที่แบคทีเรียแห้งแล้ว เพื่อดูการรอดชีวิตของแบคทีเรีย ผล
การทดลองพบว่า แบคทีเรียที่แขวนลอยในสารละลายที่เติมซูโครส และ ทรีฮาโลส มีการรอดชีวิต
มากกว่าการเติม NaCl, KCl และ MgCl2 ในทุกความเข้มข้น 
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รูปที่ 2.8 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าวอเตอร์แอคติวิต้ี (Water Activity: Aw) กับระยะเวลาในการเก็บ
รักษา มี 3 ระยะ ระยะที่ 1 คือกระบวนการท าให้แห้ง ระยะที่ 2 คือการเก็บรักษา และระยะที่ 3 คือ
การน ามาใช้งานอีกครั้ง โดยในแต่ละระยะจะมีความเครียดที่เกิดที่อาจท าให้แบคทีเรียตาย (Vriezen 
และคณะ, 2007) 

รูปที่ 2.7 โครงสร้างของฟอสโฟลิพิดในเยื่อหุ้มเซลล์ A ฟอสโฟลิพิดในสภาวะปกติ; B ฟอสโฟลิพิดที่
เกิดพันธะโควาเลนต์กัน เอง ; C ฟอสโฟลิพิดที่ มีน้ าตาลแทรกที่ ส่ วนหัวของฟอสโฟลิพิด  
(Santivarangkna และคณะ, 2008) 
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   Schisler และคณะ (2016) ศึกษาการรอดชีวิตของ Pseudomonas fluorescens S11P12, 
P22Y05 และ S22T04 โดยการเติม กลูโคส ฟรุกโตส ทรีฮาโลส แรฟฟิโนส และสแตคีโอตความ
เข้มข้น 0, 20 และ 100 กรัม/ลิตร ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ จากนั้นดูดสารแขวนลอยแบคทีเรยี 
1 ไมโครลิตรในลงไมโครเพลทชนิด 96 หลุม ผึ่งลมให้แห้งในตู้ปลอดเชื้อ เก็บตัวอย่างชั่วโมงที่ 1 และ 
168 ตรวจสอบการรอดชีวิตของแบคทีเรียโดยเติมอาหารเลี้ยงปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มด้วยเครื่อง
เขย่าที่ความเร็วรอบ 770 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นสังเกตุการเจริญของแบคทีเรียที่รอด
ชีวิตด้วยในชั่วโมงที่ 6, 8, 24, 30 และ 48 ที่ OD620  ผลการทดลองพบว่าในชุดการทดลองที่เติมฟรุก
โตสและทรีฮาโลสความเข้มข้น 20 กรัม/ลิตร ค่า OD620 ที่วัดได้สูงกว่าชุดควบคุมไม่ใส่สารป้องกัน
เซลล์ใดๆ  
  

2.5.2 การกระตุ้นให้แบคทีเรยีผลิตสารป้องกันเซลล ์
 นอกจากการเติมสารป้องกันเซลล์ในสารแขวนลอยแบคทีเรียก่อนกระบวนการท าให้แห้งจะ
ช่วยท าให้แบคทีเรียสามารถทนต่อความแห้งได้แล้ว แบคทีเรียเองก็สามารถผลิตสารป้องกันตัวเองจาก
ความแห้งได้ด้วย เช่น น้ าตาล พอลิออลล์ กรดอะมิโน เป็นต้น มีรายงานวิจัยหลายงานที่พบว่า
แบคทีเรียที่เจริญในอาหารที่มีความแรงดันออสโมติกสูงจะสามารถผลิตสารป้องกันแรงดันออสโมติก
ได้ (osmoprotectants) และเมื่อเก็บรักษาเป็นระยะเวลาหนึ่ง พบว่าแบคทีเรียสามารถอยู่ รอดได้
มากกว่าแบคทีเรียที่เจริญในอาหารที่มีความแรงดันออสโมติกปกติ ดังในงานวิจัยของ Bonaterra และ
คณะ (2005) ศึกษาการสะสมสารป้องกันแรงดันออสโมติกในแบคทีเรียแกรมลบ Pantoea 
agglomerans EPS125 โดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 0, 
0.1, 0.3 และ 0.5 โมลาร์ และเติมไกลซีนบีเทนให้มีความเข้มข้น 0 , 0.1 และ 1 มิลลิโมลาร์ พบว่า  
P. agglomerans EPS125 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 0.5 โมลาร์ 
มีการสะสมทรีฮาโรสและไกลซีนบีเทนในเยื่อหุ้มเพิ่มขึ้น มากกว่า P. agglomerans EPS125 ที่เลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 0.1 และ 0.3 โมลาร์ และเมื่อเก็บรักษาใน
สภาวะแห้งเป็นเวลา 100 วัน พบว่า P. agglomerans EPS125 ที่เลี้ยงในชุดการลดลองที่เติมไกลซีน
บีเทนให้มีความเข้มข้น 0.1 และ 1 มิลลิโมลาร์ มีการรอดชีวิตใกล้เคียงกันคือ 3 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสาร
ป้องกันที่แบคทีเรียผลิตได้เองจะถูกสะสมอยู่ภายในเยื่อหุ้มเซลล์ โดยเฉพาะไกลซีนบีเทนและ  
ทรีฮาโลส มักจะถูกตรวจพบได้ในแบคทีเรียแกรมลบเพื่อช่วยป้องกันแบคทีเรียจากความแห้งและ
ความเครียดอื่น ๆ ได้ (Welsh และคณะ, 1999: Vriezen และคณะ, 2007) 
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บทที่ 3 

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีการด าเนนิงานวิจัย 

อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย  

1. กระบอกฉีดยาพลาสติก (syringe) ขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร บริษทั Nipro จ ากัด, Thailand 

2. กระดาษไนลอนเมมเบรน Biodyne® B ขนาดรูกรอง 0.45 ไมโครเมตร บริษัท Pall 
Corporation, USA  
3. ขวดแก้วฝาเกลียว ขนาด 300 มิลลิลิตร ส าหรับ microcosm 

4. ขวดรูปชมพู่ขนาด 125  250 และ 500 มิลลิลิตร บริษทั Pyrex, USA  
5. เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography; 
HPLC) ประกอบด้วย  

 5.1 เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลว (liquid chromatography) รุ่น LC-A3 บริษทั 
Shimadzu, Japan  
 5.2 เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุ่น SPD-2A บริษัท Shimadzu, Japan     
 5.3 เครื่องบันทึกและประมวลผล (chromatopac) รุ่น C-R1A บริษทั Shimadzu, Japan  
 5.4 คอลัมน์ (column) ชนิด Senshu Pak Pegasil ODS บริษัท Senshu Scientific, 
Japan  
 5.5 กระบอกฉีดยาขนาดเล็ก (microsyringe) รุ่น MS-R50 บริษัท Exmire, USA 

6. เครื่องชั่ง P2002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland  

7. เครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพ (Gel documentation system) รุ่น Gel DOC 2909TM บริษัท 
Bio-Rad Laboratories Inc., USA  

8. เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) บริษทั Kakusa, Japan  

9. เครื่องปั่นผสม (vortex mixer) รุ่น Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA  

10. เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ รุน่ 1920 บริษทั Kubota, Japan  

11. เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดตั้งโต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น Mikro20 บริษัท Hettich 
zentrifuge, Germany  

12. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA – Thermal Cycle) รุ่น UV-160 บริษัท Shimadzu, Japan 
13. เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 240 บริษัท Corning, USA  
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14. เครื่องวัดดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น UV-160A บริษทั Shimadzu, Japan   

15. ชุดกรองส าเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซิเตท (cellulose acetate; CA) ขนาดรูกรอง 0.2 ไมโครเมตร 
บริษัท Chrom Tech, USA  
16. ชุดกรองส าเร็จรูปชนิดพอลิเตตระฟลูออโรเอทิลีน (polytetrafluoroethylene; PTFE) ขนาดรู 
กรอง 0.2 ไมโครเมตร บริษทั Chrom Tech, USA 
17. ชุดเครื่องเจลอิเล็คโทรโฟเรซิส Mini Gel migration through รุ่น i-mupid บริษัท COSMO 
BIO, Japan  

18. ชุด DCodeTM System บริษัท Bio-Rad, USA 

19. ตู้เขี่ยเชื้อแบบ ISSCO laminar flow รุ่น HT-122.5 บริษัท International Scientific Supply, 
Japan  

20. ตู้แชแ่ข็งจุดเยือกแข็งต่ า (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น MDF-U332 บริษัท 
Sanyo Electric, Japan   

21. ตู้อบแห้ง (oven) บริษทั Contherm Scientific, New Zealand 

22. ไมโครปิเปตต์ (micropipette) และ ไมโครปิเปตต์ทิป (micropipette tip) ขนาด 2, 10, 20, 
200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร บริษทั Gilson, France  
23. ไมโครเพลท ชนิด 96 หลมุ (96-well microplate) บริษัท Corning, USA 

24. หลอดเซนตริฟิวจ์ (centrifuge tube) ขนาด 50 และ 250 มิลลิลิตร 
25. หลอดทดลองขนาด 20 และ 50 มิลลลิิตร บริษัท Pyrex, USA  
26. หลอดปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR tube) ขนาด 0.2 มิลลิลิตร  
27. หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 และ 2 มิลลิลิตร 

 

เคมีภัณฑ์ที่ใชใ้นงานวิจัย 

1. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท BDH Chemicals, Australia 
2. ไกลซีนบีเทน บริษัทจันทรเ์จ้า ลองจีวิตี้ จ ากัด, Thailand 
3. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2.2H2O) บริษัท Merck, Germany 
4. ซูโครส (C12H22O11) บริษัท Merck, Germany 
5. เซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (CTAB) บรษิัท Bio Basic, Canada 
6. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany  
7. โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) บริษัท Merck, Germany  
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8. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) บริษทั Nacalai Tesque, Japan 
9. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษทั Merck, Germany  
10. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O) บรษิัท Merck, Germany  
11. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษทั Merck, Germany 
12. ไดเมทลิฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide) บริษทั BioBasic, Japan 
13. เตตระเมทลิีนไดอะมีน (N,N,N',N'-tetramethylenediamine; TEMED) บริษทั Bio-Rad, USA 
14. ทริปโตน (tryptone) บรษิัท Difco, USA 
15. ทริส[ไฮดรอกซีเมทิล]อะมิโนมีเทน (Tris) บริษัท Sigma, USA 
16. แบคโตอะการ์ (bacto agar) บริษทั Difco, USA  
17. ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) บรษิทั Difco, USA 
18. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษทั Merck, Germany 
19. ฟีนอล (phenol) บริษทั Merck, Germany 
20. ฟีแนนทรีน (phenanthrene) บรษิัท Sigma, USA 
21. เฟอริกคลอไรด์ (FeCl3.6H2O) บริษัท Merck, Germany  
22. ฟอร์มาไมด์ (formamide) 40 เปอร์เซ็นต์ บริษัท Bio-Rad, USA  
23. ฟอร์มลัดีไฮด์ (formaldehyde) บริษทั Kanto Chemical, Japan  
24. เมทานอล (methanol) บริษัท Merck, Germany 
25. แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) บริษัท Merck, Germany  
26. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) บรษิัท Carlo Erba, France 
27. ยูเรีย (CH4N2O) บริษัท Bio-Rad, USA 
28. สารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder บริษัท Bio-Rad, USA 
29. อะกาโรส (agarose) บรษิัท IUAI, Japan  
30. อะครลิาไมด์:บิส (acrylamide:bis) (37:1) 40 เปอร์เซ็นต์ บริษัท Bio-Rad, USA  
31. อะซิโตน (acetone) บรษิัท Merck, Germany 
32. เอทานอล (ethanol) 99 เปอร์เซ็นต ์บริษัท Merck, Germany  
33. เอทลิอะซิเตท (ethylacetate) บรษิัท Merck, Germany  
34. เอทลิีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิด (EDTA) บริษทั Sigma, USA  
35. เอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) บริษทั Promega, USA  
36. เอนไซม์โปรติเนสเค (proteinase K) บริษัท United States Biological, USA  
37. เอนไซม์ไลโซไซม์ (lysozyme) บริษัท Bio Basic, Canada 
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38. เอนไซมด์ีเอ็นเอพอลิเมอเรส (taq DNA polymerase) บริษัท N 
39. ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (isoamyl alcohol) บริษัท Merck, Germany 

 

ตารางที่ 3.1 ไพรเมอร์ที่ใช้ในงานวิจัย 
ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’-3’) ขนาดผลิตภัณฑ์ PCR (bp) อ้างอิง 
341F-GC clamp 
 
520R 

CCTACGGGAGGCAGCAG-
GC clamp 
ACCGCGGCTGCTGGC 

179 Muyzer และ 
คณะ, 1993 

 

ตารางที่ 3.2 แบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัย 

 
ภาพรวมของงานวิจัย 

 

แบคทีเรีย รหัสเชื้อ
ฝากเก็บ 

แหล่งที่มา สารตั้งต้น ผู้คัดแยก 

Pseudomonas 
sp. J801 

MSCU 
0802 

ดินตะกอนแม่น้ าท่าจีน 
สมุทรสาคร ประเทศไทย 

100 มิลลิกรมั/ลิตร 
ฟีแนนทรีน 

ดวงพร พลฤทธิ์, 
ข้อมูลไม่เผยแพร ่
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วิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 ตรึง Pseudomonas sp. J801 ในกาบมะพรา้ว 

  3.1.1 เตรียมกาบมะพร้าว 
  ซื้อกาบมะพร้าวสับละเอียดจากตลาดในชุมชน จากนั้นน ากาบมะพร้าวไปตากให้แห้ง แล้วจึง
ตัดให้มีขนาด 4 มิลลิเมตร × 4 มิลลิเมตร × 4 มิลลิเมตร น ากาบมะพร้าวที่ได้แช่ในน้ าสะอาดเป็นเวลา 
3 วัน โดยเปลี่ยนน้ าใหม่ทุกวัน จากนั้นน าไปตากแดดให้แห้งเป็นเวลา  3-4 วัน น าส่วนหนึ่งไปนึ่งฆ่า
เชื้อจุลินทรีย์ประจ าถิ่นที่ความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที 3 ครั้ง โดยแต่ละครั้งเว้นระยะห่าง 1 วัน      

 

  3.1.2 เตรียมสารแขวนลอย Pseudomonas sp. J801  
  เลี้ยง Pseudomonas sp. J801 ในขวดรูปชมพู่ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ 0.25 เท่า Luria-
Bertani (0.25X LB) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร บ่มด้วยเครื่องเขย่า 18 - 24 ชั่วโมง 
จากนั้นปั่นตกตะกอนเซลล์ที่ความเร็ว 8000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 2 ครั้ง แขวนลอยเซลล์ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 
เปอร์เซ็นต์และปรับให้หัวเชื้อแบคทีเรียมีค่า OD600= 1 เพื่อใช้เป็นสารแขวนลอยแบคทีเรีย มี
แบคทีเรียปริมาณ 109 CFU/มิลลิลิตร      

 3.1.3 ตรึง Pseudomonas sp. J801 ในกาบมะพร้าวโดยแปรผันปริมาณวสัดุตรึง         
  น ากาบมะพร้าวที่มีจุลินทรีย์ประจ าถิ่น (ที่ได้จากการข้อ 3.1.1) ใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 
มิลลิลิตร ปริมาณ 0.5, 1, 1.5, 2 และ 2.5 กรัม และในชุดควบคุมใช้กาบมะพร้าวปราศจากจุลินทรีย์
ประจ าถิ่นปริมาณ 1 กรัม จากนั้นเติมสารแขวนลอยแบคทีเรีย (ที่ได้จากข้อ 3.1.2) ลงในขวดรูปชมพู่
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ซึ่งจะท าให้ในขวดรูปชมพู่มีปริมาณกาบมะพร้าวคิดเป็น 2, 4, 6, 8 และ 10 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักกาบมะพร้าว/ปริมาตรสารแขวนลอยแบคทีเรีย) น าไปวางบนเครื่องเขย่าเป็นเวลา 

รูปที่ 3.1 กาบมะพร้าวสับละเอียดที่ซื้อจากตลาดในชุมชน 
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24 ชั่วโมง จากนั้นเทสารแขวนลอยแบคทีเรียออก ล้างแบคทีเรียส่วนเกินด้วยสารละลาย 
โซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 25 มิลลิลิตร น าไปเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที 
นาน 20 นาที แล้วเทสารละลายโซเดียมคลอไรด์ทิ้ง แล้วล้างซ้ าอีก 1 ครั้ง ท าการทดลอง 3 ซ้ า น า
แบคทีเรียตรึงไปตรวจนับปริมาณแบคทีเรียที่สามารถเกาะติดบนกาบมะพร้าว 

  3.1.4 ตรึง Pseudomonas sp. J801 กาบมะพร้าวโดยแปรผันระยะเวลาในการตรงึ 
 น ากาบมะพร้าวที่มีจุลินทรีย์ประจ าถิ่นใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร ปริมาณตามที่
เลือกในข้อ 3.1.3 จากนั้นเติมหัวเชื้อแบคทีเรีย (ที่ได้จากข้อ 3.1.2) ลงในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร แล้วน าไปตรึงด้วยเครื่องเขย่าเป็นเวลา 3, 6, 9, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง จากนั้นเทหัว
เชื้อแบคทีเรียออก ล้างแบคทีเรียส่วนเกินด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 
25 มิลลิลิตร น าไปเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที  นาน 20 นาที  แล้วเทสารละลาย 
โซเดียมคลอไรด์ทิ้ง แล้วล้างซ้ าอีก 1 ครั้ง ท าการทดลอง 3 ซ้ า น าแบคทีเรียตรึงไปตรวจนับปริมาณ
แบคทีเรียที่สามารถเกาะติดบนกาบมะพร้าว 

3.1.5 ตรวจนบัการคงอยู่ของ Pseudomonas sp. J801 บนกาบมะพร้าว  
  น าแบคทีเรียตรึงที่ได้ใส่หลอดทดลองพลาสติกฝาเกลียวขนาด 50 มิลลิลิตร เติมสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 25 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ที่มีแบคทีเรียตรึงและกาบมะพร้าว 
(ส าหรับชุดควบคุมกาบมะพร้าวปราศจากจุลินทรีย์ประจ าถิ่น) น าไปวางในเครื่องก าเนิดคลื่นเสียง
ความถี่ 35 KHz เป็นเวลา 3 นาที และปั่นผสม 5 นาที ดูดตัวอย่างสารแขวนลอยเซลล์ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร น าไปเจือจางด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ อย่างเป็นล าดับ แล้วใช้วิธี 
drop plate สารแขวนลอยเซลล์ที่เจือจางแล้วบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งปราศจากแหล่งคาร์บอน 
(carbon-free mineral medium; CFMM) (ภาคผนวก ก) ที่ผสมฟีแนนทรีน ในรูปสารละลายใน 
ไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (ภาคผนวก ข) ให้มีความเข้มข้น สุดท้าย 100 มิลลิกรัม/ลิตร เพื่อใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนและพลังงาน บ่มเป็นระยะเวลา 2-3 วัน นับ Pseudomonas sp. J801 ที่เกาะติดบนวัสดุ
ตรึงที่ปราศจากจุลินทรีย์ประจ าถิ่น และเทียบเคียงกับการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ยังมีจุลินทรีย์ประจ า
ถิ่น และค านวณจ านวนแบคทีเรียต่อกรัมของวัสดุตรึง (CFU/กรัมแห้ง) ท าการทดลอง 3 ซ้ า โดยชุด
ทดลองควบคุมของการตรวจนับ Pseudomonas sp. J801 คือกาบมะพร้าวไม่ได้ตรึงแบคทีเรีย เพื่อ
เปรียบเทียบความสามารถในการยึดเกาะของแบคทีเรียบนกาบมะพร้าวที่มีและไม่มีจุลินทรีย์ประจ า
ถิ่น และเลือกปริมาณวัสดุตรึงที่ให้การยึดเกาะของแบคทีเรียสูงและสามารถผลิตแบคทีเรียตรึงได้
สูงสุด ส าหรับการตรึง Pseudomonas sp. J801 ใน 1 ครั้ง 
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 3.1.6 ศึกษาการเกาะติดของแบคทีเรียในกาบมะพร้าวด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราด 
  น าแบคทีเรียตรึงที่ผลิตได้ศึกษาการเกาะติดของแบคทีเรียในกาบมะพร้าว โดยศูนย์เครื่องมือ
วิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย น าตัวอย่างแช่ในน้ ายากลูตาราลดีไฮด์ 2.5 
เปอร์เซ็นต์ ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 7.2 นาน 2 ชั่วโมง จากนั้น
ล้างน้ ายาออกด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 2 ครั้ง แล้วตามด้วยน้ ากลั่น 1 ครั้ง ครั้งละ 10-15 
นาที ท าให้แห้งด้วยเอทานอล ที่ความเข้มข้น 30, 50, 70 และ 95 เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้นละ 10-15 
นาที แล้วตามด้วยความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 10 นาที 3 ครั้ง จากนั้นน าไปท าแห้ง ณ จุด
วิกฤตด้วยเครื่อง critical point dryer (Quorum model K850, UK) แล้วน าไปวางบนแท่นวางด้วย
เทปกาวสองหน้า น าไปฉาบทอง (sputter coater, Balzers model SCD 040, Germany) แล้วส่อง
ดูด้วยกล้อง SEM (JEOL, model JSM-6610LV, Japan) 
 

3.2 ทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีน  

  3.2.1 ทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนในอาหารเลี ยงเชื อ CFMM แบบกึ่ง
ต่อเนื่อง 

ชั่งแบคทีเรียตรึงที่ผลิตได้ปริมาณ 0.05 กรัมน้ าหนักแห้ง (ที่ได้จากข้อ 3.1) ใส่หลอดทดลองที่
มีอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุก 
3 วัน เป็นระยะเวลา 24 วัน เปรียบเทียบประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนของแบคทีเรียตรึงกับ
แบคทีเรียอิสระ Pseudomonas sp. J801 ที่มีความเข้มข้นเซลล์เริ่มต้น 107 CFU/มิลลิลิตร บ่มด้วย
เครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/ นาที เก็บตัวอย่างทุก 3 วัน ท าการทดลอง 3 ซ้ า โดยมีชุด
ควบคุม 2 ชุด คือชุดควบคุมกาบมะพร้าว และชุดควบคุมปราศจากเชื้อ เพื่อเปรียบเทียบการก าจัด 
ฟีแนนทรีนระหว่างแบคทีเรียอิสระและแบคทีเรียตรึง และฟีแนนทรีนที่คงเหลือในแบคทีเรียตรึงและ
กาบมะพร้าว 

  3.2.2 สกัดฟีแนนทรีนทีเ่หลอือยู่ในอาหารเลี ยงเชื อและกาบมะพรา้วด้วยเอทิลอะซเิตท  
   ในชุดการทดลองแบคทีเรียตรึงและชุดกาบมะพร้าว แยกส่วนที่เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อออกจาก
กาบมะพร้าวทั้งในชุดการทดลองแบคทีเรียตรึงและชุดกาบมะพร้าว ส าหรับส่วนที่เป็นอาหารเลี้ยงเช้ือ 
เติมเอทิลอะซิเตทปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปั่นผสม 2 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้แยกชั้นจากนั้นดูดของเหลวส่วนบน
ใส่หลอดทดลองใหม่ แล้วเติมเอทิลอะซิเตทปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองเดิม สกัดฟีแนนทรีน
ซ้ าอีก 1 ครั้ง ส าหรับแบคทีเรียตรึงและกาบมะพร้าว น าแบคทีเรียตรึงและกาบมะพร้าวใส่ในหลอด
ทดลองใหม่ เติมเอทิลอะซิเตทปริมาตร 5 มิลลิลิตร วางในเครื่องก าเนิดคลื่นเสียงความถี่ 35 KHz เป็น

https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%A8%E0%B8%99%E0%B9%8C%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%AA%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%94&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%A8%E0%B8%99%E0%B9%8C%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%AA%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%94&action=edit&redlink=1
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เวลา 30 นาที และปั่นผสมนาน 2 นาที ดูดของเหลวส่วนบนใส่หลอดทดลองใหม่ เติมเอทิลอะซิเตท
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองเดิมและสกัดฟีแนนทรีนซ้ าอีก 1 ครั้ง จากนั้นใส่โซเดียมซัลเฟตที่
ผ่านการอบ ข้ามคืนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปั่นผสมเพื่อให้โซเดียมซัลเฟตก าจัดน้ าที่เหลืออยู่ใน
ส่วนเอทิลอะซิเตท จากนั้นย้ายเอทิลอะซิเตทที่ผ่านการก าจัดน้ าใส่ในหลอดทดลองใหม่ ระเหย
เอทิลอะซิเตทด้วยความร้อนจากน้ า จากนั้นเติมเมทานอลปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปั่นผสมเป็นเวลา 1 
นาที ดูดสารละลายที่ได้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กรองผ่านชุดกรองส าเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 
0.20 ไมโครเมตร ลงในขวดส าหรับวิเคราะห์ HPLC เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะ
วิเคราะห ์ 

 3.2.3 วิเคราะห์ปริมาณฟีแนนทรีนที่เหลืออยู่ในอาหารเหลว แบคทีเรียตรึงและกาบ
มะพร้าวด้วย HPLC 
  วิเคราะห์ปริมาณ PAHs ที่เหลืออยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ กาบมะพร้าวในชุดทดลองแบคทีเรีย
ตรึงและกาบมะพร้าวด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลว สมรรถนะสูง (HPLC) ตามวิธีที่อธิบายไว้ใน
ของ Klankeo และคณะ (2009) ซึ่งมีสภาวะต่างๆในระบบดังนี ้
คอลัมน์ inertsill® ODS   ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.6 มิลลิลิตร ยาว 150 มิลลิลิตร  
อุณหภูมิคอลัมน ์      40  องศาเซลเซียส 
เฟสเคลื่อนที ่      เมทานอล 80 เปอร์เซ็นต ์
อัตราไหลของเฟสเคลื่อนที ่    1 มิลลิลิตร/นาท ี
ความยาวคลื่นแสงอัลตราไวโอเลตที่ใช้ตรวจวิเคราะห์ 275 นาโนเมตร 
ปริมาณสารที่ฉดีวิเคราะห์     10 ไมโครลิตร 
  น าพ้ืนที่ใต้กราฟ (peak area) ที่ได้จากการวิเคราะห์ตัวอย่างไปค านวณหาเปอร์เซ็นต์การ
ก าจัดฟีแนนทรีนและการดูดซับฟีแนนทรีน ดังสมการด้านล่าง 

 
เปอร์เซ็นต์การก าจัด PAHs  =  

 

ความเข้มข้นฟีแนนทรีนคงเหลือ = 
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  3.2.4 สกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียในกาบมะพร้าวในชุดทดลองแบคทีเรียตรึงและชุดกาบ
มะพร้าว 
  สกัดดีเอ็นเอแบคทีเรียตามวิธีที่อธิบายไว้ใน Ausubel และคณะ (1999) เริ่มต้นจากน า
แบคทีเรียแบคทีเรียปริมาณ 0.05 กรัม ใส่หลอดทดลอง เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 85 
เปอร์เซ็นต์ น าไปวางในเครื่องก าเนิดคลื่นเสียงความถี่ 35 KHz เป็นเวลา 2 นาที และปั่นผสมนาน 5 
นาที ดูดของเหลว 1 มิลลิลิตรใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที 
เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนที่เป็นของเหลวทิ้งสกัดและท าซ้ าอีก 4 ครั้ง กระจายตะกอนเซลล์ที่ได้
ในสารละลาย Tris-EDTA (TE) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 517 ไมโครลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน เติม
สารละลายไลโซไซม์เข้มข้น 60 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า
กันโดยการกลับหลอดไปมา บ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลาย
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และสารละลาย
โปรตีนเนสเค ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า
กันโดยการกลับหลอดไปมา บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 5 โมลาร์ (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 120 ไมโครลิตร และสารละลาย 
เซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ในโซเดียมคลอไรด์ (CTAB/NaCl) (ภาคผนวก ข) ที่มีอุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส ปริมาตร 220 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา บ่มที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เติมคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 
550 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมาประมาณ 5 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 
13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ย้ายสารละลายชั้นบนลงในหลอดไมโครเซนตรฟิิวจ์อันใหม่ แล้ว
เติมฟีนอล/คลอโรฟอร์ม (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรที่เท่ากับปริมาตรของสารละลายสุดท้าย ผสมให้
เข้ากัน โดยการกลับหลอดไปมาประมาณ 5 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมแล้วย้ายสารละลายชั้นบน
ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อันใหม่ เติมไอโซโพรพานอล 0.6 เท่าของปริมาตรสุดท้าย กลับหลอดไป
มาให้สารละลายเข้ากันจนปรากฏสายดีเอ็นเอ สีขาว ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมและเทส่วนใสทิ้ง ล้าง
ตะกอนด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 450 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงด้วยสภาวะ
เดิมและเทส่วนใส ทิ้ง ระเหยเอทานอลจนแห้ง แล้วละลายตะกอนดีเอ็นเอ ด้วยสารละลาย TE 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติมอาร์เอ็นเอสเอความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 0.2 
ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 3.2.5 ตรวจประชาคมแบคทีเรียในแบคทเีรียตรึงด้วยวธิี PCR-DGGE 
เพิ่มจ านวนยีน 16s rDNA ด้วยไพร์เมอร์ 341F, 520R (ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์แสดง

ในตารางที่ 3.1) จาก cDNA ที่สังเคราะห์ได้ ด้วยวิธี PCR เกิดผลิตภัณฑ์ขนาด 179 bp องค์ประกอบ
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ของสารต่าง ๆ ในตารางที่ 3.2 จากนั้นด าเนินปฏิกิริยาด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณ DNA ตามสภาวะที่
เหมาะสมกับคู่ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน 16S rDNA (341F และ 520R) ดังนี ้

1.  initial denaturation  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  5 นาที  
2.  denaturation   อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  1 นาที  
3.  annealing    อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  1 นาที  
4.  extension    อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  1 นาที  
5.  ท าขั้นตอนที่ 2-4 จ านวน 30 รอบ  
6.  final extension   อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  7 นาท ี
 

ตารางที่ 3.3 องค์ประกอบของสารในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (ปริมาตรสุดท้าย 30 ไมโครลิตร)  
สาร ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 
ความเข้มข้นสุดท้ายของสาร 

น้ าปลอดประจุปราศจากเชื้อ 24.8 - 
10 เท่า บัฟเฟอร์ (thermos buffer) 3 1 เท่า 
10 มิลลิโมลาร ์dNTP 0.6 0.2 มิลลิโมลาร ์
20 ไมโครโมลาร์ ไพร์เมอร ์ 0.15 (ชนิดละ) 0.1 ไมโครโมลาร์ (ชนิดละ) 
DNA แม่แบบ 1 100 นาโนกรัม 
เอนไซม์ taq DNA polymerase 0.3 2.5 หน่วย 

 
 ตรวจประชาคมแบคทีเรียด้วยวิธี DGGE (Muangchinda และคณะ , 2013) โดยใช้ชุด 
DCodeTM System เริ่มจากเตรียมพอลิอะคริลาไมด์เจลเข้มข้น 8 เปอร์เซ็นต์ ที่มีความเข้มข้นของ 
denaturant ได้แก่ ยูเรียและฟอร์มาไมด์ เป็นเกรเดียนท์เท่ากับ 50-80 เปอร์เซ็นต์ (องค์ประกอบของ 
สารที่ใช้ในการเตรียมพอลิอะคริลาไมด์เจลปริมาตร 32 มิลลิลิตร แสดงในตารางที่ 3.3) ท า 
พอลิอะคริ ลาไมด์เจลในชุดแซนวิชเตรียมเจล เสียบหวีลงไประหว่างกระจกแซนวิชระวังอย่าให้เกิด
ฟองอากาศ ทิ้งให้พอลิอะคริลาไมด์เจลแข็งตัวที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลาข้ามคืน (หรืออย่างน้อย 2 
ชั่วโมง) วางชุดเจลแซนวิชที่ได้ลงในแชมเบอร์ที่มีบัฟเฟอร์ 1XTAE ปริมาตร 7 ลิตร ที่ผ่านการให้ความ
ร้อนจนมีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส หยอดผลิตภัณฑ์ PCR ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ที่ผสมกับสี
ติดตามปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลง ในช่องวิ่ง ท าอิเล็กโทรโฟรีซิสที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ความ
ต่างศักย์ 130 โวลต์ เป็นเวลา 270 นาที แล้วน าพอลิอะคริลาไมด์เจลมาย้อมด้วยสารละลาย 
เอธิเดียมโบรไมด์ เป็นเวลา 20 นาที ตรวจดู และถ่ายภาพแถบ DNA ด้วยเครื่องถ่ายและวิเคราะห์
ภาพเจล ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตความยาว คลื่น 312 นาโนเมตร 
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ตารางที่ 3.4 องค์ประกอบของพอลิอะคริลาไมด์เจลที่มี denaturant 50%-80% 
สาร ปริมาตรของสาร (มิลลิลิตร) ความเข้มข้น

สุดท้าย denaturant 30% denaturant 80% 
น้ ากลั่นปราศจากเช้ือ 8.25 3.5 - 
40% อะครลิาไมด์ : บิส (37:1) 3.25 3.0 8% 
50 เท่า TAE* 0.3 0.3 1 เท่า 
7 โมลาร์ ยูเรีย* 1.9 4.9 แปรผัน 
40% ฟอร์มาไมด*์ 1.8 4.8 แปรผัน 
กลีเซอรอล 0.3 0.3 2% 
10% แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 
(APS)* 

81 ไมโครลิตร 81 ไมโครลิตร 0.5 กรัม/ลิตร 

เตตระเมทิลีนไดอะมีน (TEMED) 5 ไมโครลิตร 5 ไมโครลิตร - 
*วิธีเตรียมสารตามที่ระบุไว้ในภาคผนวก ข 

 

3.3 ทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนในดิน 

  3.3.1 วิเคราะห์สมบัติทางกายภาพและเคมีของตัวอย่างดิน 
 ส่งวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพและเคมีของตัวอย่างดินที่ห้องปฏิบัติการอัยย์แลป เลขที่ 
94/1 ม.8 ต.ตระคร้ าเอน อ.ท่ามะกา จ.กาญจนบุรี โดยวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพ ได้แก่ ลักษณะ
เนื้อดิน และสมบัติทางเคมี ได้แก่ ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) สารอินทรีย์ (organic matter; OM) 
อินทรีย์คาร์บอน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส  

 3.3.2 ตรวจน าแบคทีเรียประจ าถิ่นในดินที่สามารถยอ่ยสลายฟีแนนทรีน 
 น าดิน 1 กรัม ใส่หลอดทดลองพลาสติกฝาเกลียวขนาด 50 มิลลิลิตร เติมสารละลายโซเดียม
คลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 9 มิลลิลิตร น าไปวางในเครื่องก าเนิดคลื่นเสียงความถี่ 35 KHz เป็นเวลา 3 
นาที และปั่นผสม 5 นาที ดูดตัวอย่างสารแขวนลอยเซลล์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าไปเจือจางด้วย
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ อย่างเป็นล าดับ แล้วเกลี่ยสารแขวนลอยเซลล์ที่เจือจาง
แล้ว 100 ไมโครลิตร บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งปราศจากแหล่งคาร์บอน (carbon-free mineral 
medium; CFMM) (ภาคผนวก ก) ที่ผสมฟีแนนทรีนให้มีความเข้มข้นสุดท้าย 150 มิลลิกรัม/ลิตร 
และเติมสารกันรา (ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก)) เพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและ
พลังงาน บ่มในที่มืดเป็นระยะเวลา 3-4 วัน นับ Pseudomonas sp. J801 ที่เกาะติดบนวัสดุตรึงที่



 

 

33 

ปราศจากจุลินทรีย์ประจ าถิ่น และเทียบเคียงกับการทดลองที่ใช้วัสดุตรึงที่ยังมีจุลินทรีย์ประจ าถิ่น 
และค านวณจ านวนแบคทีเรียต่อกรัมของวัสดุตรึง (CFU/กรัมแห้ง) ท าการทดลอง 3 ซ้ า 

 3.3.3 สร้างระบบนเิวศจ าลองดิน (microcosm) 
 ชั่งตัวอย่างดิน 20 กรัม ใส่ขวดแก้วฝาเกลียว จ านวน 15 ขวด  แบ่งออกเป็น 5 ชุดการ 
ทดลอง ชุดละ 3 ซ้ า ดังตารางที่ 3.4 นึ่งฆ่าเชื้อดินในชุดการทดลอง 1 ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
30 นาที จ านวน 1 ครั้ง/วัน เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นเติมฟีแนนทรีนที่ละลายในอะซิโตนความเข้มข้น
สุดท้าย 150 มิลลิกรัม/กิโลกรัมของดินแห้ง ตั้งทิ้งไว้ให้อะซิโตนระเหยเป็นเวลา 1 วัน ปรับปริมาณ
สารอาหารให้มี อัตราส่วนคาร์บอน:ไนโตรเจน:ฟอสฟอรัสเท่ากับ 100:10:1 โดยเติมปุ๋ยยูเรียเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนและเติมไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเป็นแหล่งฟอสฟอรัส และปรับค่าความชื้นในดิน
ด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือเป็น 30 เปอร์เซ็นต ์กวนผสมสารทั้งหมดให้เข้ากัน ชั่งน้ าหนักเริ่มต้นของทุกขวด
การทดลองไว้ บ่มในที่มืด ณ อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 28 วัน รักษาความชื้นของแต่ละขวดทดลองทุก 7 
วัน โดย การปรับจากน้ าหนักที่หายไปเมื่อเทียบกับน้ าหนักเริ่มต้นด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ เก็บ
ตัวอย่างวันที่ 0, 14 และ 28 มาวิเคราะห์ปริมาณฟีแนนทรีนที่ลดลงด้วย HPLC  

 

ตารางที่ 3.5  ระบบนิเวศจ าลองดินส าหรับการบ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีนด้วยแบคทีเรียตรึง 

 
3.3.4 สกัดฟีแนนทรีนที่เหลืออยู่ในดิน 

 สกัดฟีแนนทรีนที่เหลืออยู่ในดินดัดแปลงจากวิธีที่อธิบายไว้ใน Guo และคณะ (2016) เริ่ม
จากย้ายดินจากขวดแก้วฝาเกลียวใส่ในกระบอกเซนตริฟิวจ์ เติมน้ ากลั่น อะซิโตนและไดคลอโรมีเทน
ในสัดส่วน 1:1:2 ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องปั่นผสมเป็นเวลา 5 นาที วางใน
เครื่องก าเนิดคลื่นเสียงความถี่ 35 KHz เป็นเวลา 30 นาท ีจากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยง 10 นาที ย้ายส่วนที่

ชุดทดลอง ดิน วัสดุตรึง แบคทีเรียตรึง 
J801 

ชุดควบคุม
ปราศจากเชื้อ ไม่มีแบคทีเรียประจ าถิ่น - - 

ชุดกาบมะพร้าว มีแบคทีเรียประจ าถิ่น มีแบคทีเรียประจ าถิ่น  
(5 เปอร์เซ็นต์) - 

ชุดแบคทีเรียตรึง 1 มีแบคทีเรียประจ าถิ่น มีแบคทีเรียประจ าถิ่น 1 เปอร์เซ็นต ์

ชุดแบคทีเรียตรึง 2 มีแบคทีเรียประจ าถิ่น มีแบคทีเรียประจ าถิ่น 5 เปอร์เซ็นต ์

ชุดแบคทีเรียตรึง 3 มีแบคทีเรียประจ าถิ่น มีแบคทีเรียประจ าถิ่น 10 เปอร์เซ็นต ์
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เป็นของเหลวใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ดูดส่วนที่เป็นอะซิโตนและไดคลอโรมีเทนซึ่งอยู่
ชั้นล่างใส่ขวดรูปชมพู่ใบใหม่ เทน้ าใส่ในกระบอกเซนตริฟิวจ์เดิม สกัดฟีแนนทรีนซ้ าอีก 1 ครั้ง จากนั้น
ใส่โซเดียมซัลเฟตที่ผ่านการอบข้ามคืนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปั่นผสมเพื่อให้โซเดียมซัลเฟต
ก าจัดน้ าที่เหลืออยู่ในส่วนอะซิโตนและไดคลอโรมีเทน จากนั้นย้ายอะซิโตนและไดคลอโรมีเทนที่ผ่าน
การก าจัดน้ าใส่ในขวดรูปชมพู่ใบใหม่ ระเหยอะซิโตนและไดคลอโรมีเทนด้วยความร้อนจากน้ า จากนั้น
เติมเมทานอลปริมาตร 10 มิลลิลิตร วางในเครื่องก าเนิดคลื่นเสียงความถี่ 35 KHz เป็นเวลา 2 นาที 
ดูดสารละลายที่ได้ 1 มิลลิลิตร กรองสารละลายผ่านชุดกรองส าเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 
0.20 ไมโครเมตร ลงในขวดส าหรับวิเคราะห์ HPLC เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 
3.4 พัฒนาวิธกีารเตรียมหัวเชื อแบคทีเรีย และทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีแนนทรนีหลัง
การเก็บหลังแบคทีเรียตรึง 

 3.4.1 คัดเลือกสารป้องกัน Pseudomonas sp. J801  
เลี้ยง Pseudomonas sp. J801 ในขวดรูปชมพู่ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ 0.25X LB ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร บ่มด้วยเครื่องเขย่า 24 ชั่วโมง ปั่นตกตะกอนเซลล์ที่ความเร็ว 8000 รอบ/นาที เป็นเวลา 
10 นาที ล้างเซลล์ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.2 (ภาคผนวก ข) 2 ครั้ง แขวนลอยเซลล์ใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ปรับหัวเชื้อแบคทีเรียให้มีค่า OD620= 1 จากนั้นเติมซูโครสและ 
ไกลซีนบีเทน (ภาคผนวก ข) ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 2 เปอร์เซ็นต์เพื่อใช้เป็นหัวเชื้อแบคทีเรีย 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่เติมสารใดๆ  

3.4.2 แปรผันความเข้มข้นของสารป้องกันแบคทีเรียที่เลอืก 
 เลี้ยงแบคทีเรียตามข้อ 3.3.1 จากนั้นแปรผันความเข้มข้นของสารป้องกันแบคทีเรียที่เลือก 
ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1, 2, 3.5 และ 5 เปอร์เซ็นต์ และตรวจสอบการคงอยู่ของแบคทีเรียตาม
ข้อดังกล่าว 

3.4.3 แปรผันความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ในอาหารเลี ยงเชื อ 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 0.25X LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมโซเดียมคลอไรด์ให้มีความ

เข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.3 0.5 และ 0.7 โมลาร์ (ภาคผนวก ก) บ่ม Pseudomonas sp. J801 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อด้วยเครื่องเขย่าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นปั่นตกตะกอนเซลล์ที่ความเร็ว 8000 รอบ/นาที 
เป็นเวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.2 (ภาคผนวก ข) 2 ครั้ง 
แขวนลอยเซลล์ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และปรับให้หัวเชื้อแบคทีเรียมีค่า OD600 = 1 และเติม
สารป้องกันแบคทีเรียตามที่เลือกในข้อ 3.3.2 ตรวจสอบการคงอยู่ของ Pseudomonas sp. J801 
เพื่อเลือกความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่ส่งผลให้แบคทีเรียอยู่รอดได้นาน  
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3.4.4 ตรวจสอบการคงอยู่ของ  Pseudomonas sp. J801 แบบเซลล์อิสระเมื่อใช้
กระบวนการท าให้แห้งแบบผึ่งลม 

ตรวจสอบการคงอยู่ของแบคทีเรียตามวิธีที่อธิบายไว้ใน Schisler และคณะ (2016) ดูดสาร
แขวนลอยแบคทีเรียปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม ผึ่งลมให้แห้งในตู้ปลอด
เชื้อเป็นระยะเวลา 2 ชั่วโมง เก็บไมโครเพลทที่แห้งแล้วที่อุณหภูมิห้องและมืดเป็นเวลา 7 วัน เก็บตัว
วอย่างวันที่ 0 , 3 และ 7 ท าการทดลอง 3 ซ้ า จากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ลงใน 
ไมโครเพลทหลุมละ 100 ไมโครลิตร แล้วเจือจางแบคทีเรียอย่างเป็นล าดับ บ่มด้วยเครื่องเขย่าที่
ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นใช้วิธี drop plate สารแขวนลอยเซลล์ที่เจือ
จางแล้วบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB (ภาคผนวก ก) ท าการทดลอง 3 ซ้ า เพื่อเลือกสารป้องกัน
แบคทีเรียที่ท าให้แบคทีเรียอยู่รอดได้นาน 

  3.4.5 ท าแห้งและเก็บรักษาแบคทีเรียตรึง 
น าสารแขวนลอยแบคทีเรียที่ได้จากข้อ 3.4.3 ตรึงบนกาบมะพร้าวดังสภาวะในข้อ 3.1 

จากนั้นท าแบคทีเรียตรึงให้แห้ง เริ่มจากน าตะกร้าพลาสติกรองก้นด้วยแผ่นฟอยล์อะลูมิเนียม จากนั้น
วางแบคทีเรียตรึงที่ยังเปียกลงบนแผ่นฟอยล์อะลูมิเนียม เกลี่ยให้กระจาย ปิดทับด้วยผ้าก๊อซ น า
ตะกร้าไปผึ่งลมในที่ร่มจนแบคทีเรียตรึงแห้งเป็นเวลา 3 วัน (มีค่าความชื้นน้อยกว่า 10 เปอร์เซ็นต์ 
(น้ าหนักน้ า/น้ าหนักกาบมะพร้าว)) ย้ายแบคทีเรียตรึงใส่ขวดแก้วฝาเกลียวและเก็บรักษาไว้ในที่มืด ณ 
อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 28 วัน เก็บตัวอย่างวันที่ 7, 14 และ 21  

 

 

 

3.4.6 ทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนในอาหารเลี ยงเชื อ CFMM 
ชั่งแบคทีเรียตรึง 0.05 กรัมน้ าหนักแห้ง (ที่ได้จากข้อ 3.4.1) ใส่หลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยง

เชื้อ CFMM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมฟีแนนทรีนให้มีความเข้มข้นเริ่มต้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร บ่ม

รูปที่ 3.2 การท าแบคทีเรียตรึงให้แห้งด้วยการผึ่งลม 
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ด้วยเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 3 วัน ท าการทดลอง 3 ซ้ า และชุดควบคุม
ไม่เติมเชื้อใดๆ เปรียบเทียบประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนกับแบคทีเรียตรึงที่ไม่ได้พัฒนาวิธีการ
เตรียมหัวเชื้อ  
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

4.1 การตรึง Pseudomonas sp. J801 ในกาบมะพรา้ว 

4.1.1 ปริมาณกาบมะพร้าวที่ใช้ในการตรงึแบคทีเรีย 

การบ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีนด้วยวิธี bioaugmentation โดยการเติมแบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพลงไปในดินเพื่อช่วยเร่งการย่อยสลายฟีแนนทรีนในดิน แต่เนื่องจากในดินมีความผันผวน
ของอุณหภูมิ pH และแบคทีเรียจะต้องแข่งขันกับจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในดิน ซึ่งท าให้แบคทีเรียที่เติมลง
ไปอาจตายได้ จึงท าให้มีแนวคิดการใช้แบคทีเรียตรึงเพื่อช่วยให้แบคทีเรียที่เติมลงไปมีชีวิตที่นานขึ้น 
และสามารถบ าบัดฟีแนนทรีนออกจากดินได้ โดยในงานวิจัยนี้สนใจการตรึงแบคทีเรียย่อยสลาย  
ฟีแนนทรีนได้แก่ Pseudomonas sp. J801 บนวัสดุตรึงชนิดกาบมะพร้าว ทั้งนี้กาบมะพร้าวเป็นวัสดุ
หรือใช้ทางการเกษตรและมักใช้เป็นส่วนผสมในการเตรียมดินส าหรับเพาะปลูกพืช การตรึงแบคทีเรีย
บนกาบมะพร้าวหรือวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรชนิดอื่น ๆ มักใช้วิธีการดูดซับหรือการเกาะติดของ
แบคทีเรียเนื่องจากเป็นวิธีที่อาศัยความสามารถในการดูดซับของวัสดุตรึงเพื่อท าให้แบคทีเรียสามารถ
เกาะติดได้ และยังเป็นวิธีการที่ง่าย มีขั้นตอนการเตรียมการไม่ยาก (Basak และคณะ, 2014; Yu และ
คณะ, 2007) และเนื่องจากในขั้นตอนการตรึงแบคทีเรียใช้วิธีการดูดซับ ดังนั้นเมื่อถึงจุดสูดสุดของการ
ดูดซับของวัสดุตรึง จะมีแบคทีเรียบางส่วนที่ไม่สามารถเกาะติดบนวัสดุตรึงได้ (Basak และคณะ 
2014; Lin และคณะ, 2015; Yu และคณะ 2007) ดังนั้นการทดสอบปริมาณวัสดุตรึงที่เหมาะสมจะ
ช่วยลดการสูญเสียแบคทีเรียที่ไม่สามารถเกาะติดได้ และยังได้ผลิตภัณฑ์แบคทีเรียตรึ งเพิ่มขึ้น ใน
งานวิจัยนี้แปรผันปริมาณกาบมะพร้าวตั้งแต่ 2-10 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/ปริมาตร) ในสารแขวนลอย
แบคทีเรียที่มีความเข้มข้นแบคทีเรีย 109 CFU/มิลลิลิตร บ่มด้วยเครื่องเขย่าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้ว
ตรวจนับปริมาณโคโลนีของ Pseudomonas sp. J801 ที่ปรากฏบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่
เติมฟีแนนทรีนเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงาน ในช่วงระยะเวลา 3 – 4 วัน การนับจ านวน
โคโลนีของ Pseudomonas sp. J801 ที่เกาะติดบนกาบมะพร้าวจะนับเฉพาะโคโลนีที่มีลักษณะและ
ระยะเวลาในการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่เติมฟีแนนทรีนลักษณะเดียวกับโคโลนีของ 
Pseudomonas sp. J801 สายพันธุ์บริสุทธิ์ และไม่เหมือนกับโคโลนีจุลินทรีย์ประจ าถิ่นบนกาบ
มะพร้าว จากการทดลองพบว่า แบคทีเรียที่สามารถเจริญได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่เติม
ฟีแนนทรีนภายในระยะเวลา 3 วัน มีลักษณะโคโลนีแบบเดียวกันกับ Pseudomonas sp. J801 
ในขณะที่แบคทีเรียประจ าถิ่นในกาบมะพร้าวใช้ระยะเวลามากกว่า 7 วัน ในการเจริญบนอาหารเลี้ยง
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เชื้อแข็ง CFMM ที่เติมฟีแนนทรีน ซึ่งเมื่อนับจ านวนและค านวณปริมาณแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงขึ้นแล้ว
พบว่า มีแบคทีเรียที่สามารถเกาะติดบนกาบมะพร้าวได้มากกว่า 108 CFU/กรัมวัสดุตรึงแห้ง ในวัสดุ
ตรึงปริมาณต่างๆ ที่ทดสอบ (ตารางที่ 4.1) และสามารถเกาะติดได้สูงถึง 1.00×109 CFU/กรัมวัสดุ
ตรึงแห้ง ในปริมาณวัสดุตรึง 8 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/ปริมาตร) ในขณะที่ปริมาณวัสดุตรึง 10 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/ปริมาตร) มีปริมาณแบคทีเรียที่พบน้อยลง เนื่องจากในขณะการตรึงมีกาบ
มะพร้าวบางส่วนที่ไม่สัมผัสกับสารแขวนลอยแบคทีเรีย และแบคทีเรียประจ าถิ่นในกาบมะพร้าวใช้
ระยะเวลาในการเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่เติมฟีแนนทรีนมากกว่า 7 วัน และมี
จ านวนแบคทีเรีย 3.97×108 CFU/กรัมกาบมะพร้าวแห้ง ในวันที่ 10 วัน ในขณะที่กาบมะพร้าวที่
ปลอดแบคทีเรียประจ าถิ่นมี  Pseudomonas sp. J801 เป็นจ านวน 3.00×109 CFU/กรัมกาบ
มะพร้าวแห้ง ดังนั้นเมื่อพิจารณาถึงการลดค่าใช้จ่ายในการผลิตและความคุ้มค่าในการผลิตแบคทีเรีย
ตรึงปริมาณกาบมะพร้าว 8 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/ปริมาตร) จึงเป็นปริมาณวัสดุตรึงที่เหมาะสมและจะ
ใช้ปริมาณกาบมะพร้าว 8 เปอร์เซ็นต ์ในการทดลองต่อไป  

 

ตารางที่ 4.1 ปริมาณแบคทีเรีย (CFU/กรมัแห้งวัสดุตรึง) ที่สามารถเกาะติดบนกาบมะพร้าวเมื่อแปร
ผันปริมาณกาบมะพร้าวโดยใช้ระยะเวลาตรึง 24 ชั่วโมง  
 

 

 

 

 

 

 

 

 4.1.2 ระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการตรึงแบคทีเรียบนกาบมะพร้าว 
เนื่องจากการตรึง Pseudomonas sp. J801 บนกาบมะพร้าวใช้วิธีการดูดซับของวัสดุตรึง

และการเกาะติดเองของแบคทีเรีย ประกอบกับกาบมะพร้าวมีลักษณะเป็นรูพรุนและซอกหลืบที่
ซับซ้อน (รูป 1A และ 1B) อาจท าให้แบคทีเรียต้องใช้เวลาเพื่อที่จะสามารถถูกดูดซับเข้าไปใน 
ซอกหลืบ และการหาระยะเวลาตรึงที่สั้นที่ให้ปริมาณการเกาะติดของแบคทีเรียสูงจะด้วยลดต้นทุนใน
การผลิตแบคทีเรียตรึงได้ด้วย (Basak และคณะ 2014) ในงานวิจัยนี้ทดสอบระยะเวลาในการตรึง
แบคทีเรียเป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่า Pseudomonas sp. J801 สามารถเกาะติดบนกาบมะพร้าวได้

ปริมาณกาบมะพร้าว 

(เปอร์เซ็นต์) (น  าหนัก/ปริมาตร) 

แบคทีเรีย 

(CFU/กรัมกาบมะพร้าวแห้ง) 

2 8.53×108 ± 2.70 

4 6.42×108 ± 0.52 

6 9.27×108 ± 0.42 

8 1.00×109 ± 0.02 

10 3.05×108 ± 0.70 
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ถึง 7.40×108  CFU/กรัมวัสดุตรึง ภายในระยะเวลา 3 ชั่วโมงแรก (ตารางที่ 4.2) และมีจ านวน
แบคทีเรียเพิ่มขึ้นอีกเล็กน้อยจนถึงชั่วโมงที่ 12 คือ 1.59×109 CFU/กรัมวัสดุตรึงแห้ง หลังจากนั้นมี
ปริมาณแบคทีเรียลดลงจนเหลือ 3.60×108 CFU/กรัมวัสดุตรึงแห้ง ในชั่วโมงที่ 72 โดยจ านวน
แบคทีเรียที่สามารถเกาะติดได้มีความคล้ายคลึงกันงานวิจัยของ  Basak และคณะ (2014) และ 
Santos และคณะ (2008) ซึ่งพบว่า แบคทีเรียจะถูกดูดซับโดยวัสดุตรึงเพิ่มขึ้นเมื่อระยะเวลาตรึงนาน
ขึ้น และเมื่อถึงจุดอิ่มตัวของการดูดซับปริมาณแบคทีเรียจะคงที่และลดลง 

แม้ว่าแบคทีเรียจะสามารถเกาะติดกาบมะพร้าวได้ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 3 ของการตรึงแบคทีเรีย แต่
การเพิ่มระยะเวลาในการตรึง อาจท าให้แบคทีเรียผลิตสารเมือกบางอย่างที่ท าให้แบคทีเรียสามารถ
เกาะกันได้แข็งแรงขึ้น (Santos และคณะ, 2008) ดังนั้นแล้วระยะเวลาในการตรึงแบคทีเรีย 12 
ชั่วโมง จึงเป็นระยะที่เหมาะสมและน าไปใช้ในเพื่อการตรึง  Pseudomonas sp. J801 บนกาบ
มะพร้าว 

 

ตารางที่ 4.2 ปริมาณแบคทีเรีย (CFU/กรัมแห้งวัสดุตรึง) ที่สามารถเกาะติดบนกาบมะพร้าวเมื่อแปร
ผันระยะเวลาตรึงโดยใช้ปริมาณกาบมะพร้าว 8 เปอร์เซ็นต์  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

จากการทดลองข้างต้น การตรึง Pseudomonas sp. J801 บนกาบมะพร้าว สามารถใช้
ปริมาณวัสดุตรึงได้สูงสุดถึง 8 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/ปริมาตร) และใช้ระยะเวลาในการตรึงเพียง 12 
ชั่วโมง ซึ่งท าให้มีแบคทีเรียเกาะติดบนกาบมะพร้าวได้สูงถึง 1.59×109 CFU/กรัมกาบมะพร้าวแห้ง 
เมื่อเปรียบเทียบกับวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรชนิดอื่น ตัวอย่างงานวิจัยที่ใช้วัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตรชนิดอื่น ๆ เช่น Yu และคณะ (2007) ตรึง Saccharomyces cerevisiae บนซังข้าวฟ่างที่

ระยะเวลาในการตรึง 
(ชั่วโมง) 

แบคทีเรีย 
(CFU/กรัมกาบมะพร้าวแห้ง) 

0 0 

3 7.40×108 ± 0.54 
6 7.13×108 ± 0.56 
9 8.73×108 ± 0.66 
12 1.59×109 ± 0.90 
24 1.00×109 ± 0.18 
48 6.83×108 ± 0.73 
72 3.60×108 ± 0.16 
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บดละเอียด โดยใช้ระยะเวลาในการตรึง 48 ชั่วโมง ได้แบคทีเรียตรึงที่มี S. Cerevisiae เกาะติด 
0.6±0.2 กรัมแห้งเซลล์/กรัมซังข้าวฟ่าง 

Basak และคณะ (2014) ตรึง Candida tropicalis PHB5 ในชานอ้อย โดยใช้ชานอ้อย
ปริมาณ 50 กรัม บ่มเป็นเวลา 20 ชั่วโมง ได้แบคทีเรียตรึงที่มี C. tropicalis PHB5 เกาะติดประมาณ 
105 CFU/กรัมชานอ้อย แบคทีเรียตรึงที่ได้สามารถย่อยสลายฟีนอลความเข้มข้น 2400 มิลลิกรัม/ลิตร 
ได้อย่างสมบูรณ์ในระยะเวลา 50 ชั่วโมง 

Nunal และคณะ (2014) ตรึงกลุ่มแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายไฮโดรคาร์บอนบนแกลบ
และขุยมะพร้าวบดระเอียด โดยใช้ระยะเวลาในการตรึง 24 ชั่วโมง มีกลุ่มแบคทีเรียที่สามารถเกาะติด
บนวัสดุตรึงได้ถึง 109 CFU/กรัมวัสดุตรึง แบคทีเรียตรึงที่ในขุยมะพร้าวสามารถย่อยสลายน้ ามันชนิด
หนัก (heavy oil) ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) 86.6 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 
60 วัน 

Cubitto และ Gentili (2015) ตรึง Rhodococcus sp. QBTo บนเปลือกเมล็ดทานตะวัน 
โดยใช้ปริมาณเปลือกเมล็ดทานตะวัน 100 กรัม ตรึงในถังหมักที่มีอาหารเลี้ยง 3 ลิตร บ่มเป็นเวลา 5 
วัน ได้แบคทีเรียตรึงที่มี R. QBTo เกาะติดประมาณ 108 CFU/กรัมเปลือกเมล็ดทานตะวัน แบคทีเรีย
ตรึงที่ได้สามารถก าจัดน้ ามันดิบที่ปนเปื้อนในดินความเข้มข้น 25 กรัมน้ ามันดิบ/กิโลกรัมดินแห้งได้ 66 
เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 210 วัน 

Chen และคณะ (2016) ตรึง Acinetobacter venetianus บนถ่านไม้ไผ่ โดยใช้ปริมาณ
ถ่านไม้ไผ่ 1 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/ปริมาตร) ระยะเวลาในการตรึง 24 ชั่วโมง และแบคทีเรียตรึง
สามารถย่อยสลายน้ าดีเซลความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร  ได้ 90 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 90 
ชั่วโมง และสามารถใช้ซ้ าได้มากกว่า 10 ครั้ง 

 
 4.1.3 การศึกษาการเกาะตดิของแบคทเีรียในกาบมะพร้าวด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
 พื้นผิวของกาบมะพร้าวก่อนการตรึง (รูป1A และ 1B) มีลักษณะเป็นซอกหลืบที่ซับซ้อน ที่
บริเวณพื้นผิวไม่ค่อยมีจุลินทรีย์ประจ าถิ่น จึงท าให้มีพื้นที่ผิวมาก และเมื่อตรึง  Pseudomonas sp. 
J801 พบว่า แบคทีเรียสามารถเกาะติดบนและในกาบมะพร้าวได้ ดังในรูป  4.1C และ รูป 4.1 D 
Pseudomonas sp. J801 สามารถเกาะติดบนพื้นผิว ในรูพรุนและซอกหลืบของกาบมะพร้าวโดย
วิธีการเกาะติดหรือการดูดซับ (attachment or adsorption) และวิธีกักเก็บ (entrapment) 
เนื่องจากพันธะโควาเลนท์และการดึงดูดกันด้วยแรงทางไฟฟ้าสอดคล้องกับงานวิจัยของ Basak และ
คณะ (2014) ที่ศึกษาการเกาะติดของยีสต์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดพบการ
เกาะติดของยีสต์บนชานอ้อย โดยยีสต์สามารถเกาะติดได้บนพื้นผิวและสามารถเกาะติดในรูพรุนของ
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ชานอ้อยได้ด้วยโดยอาศัยยึดติดด้วยพันธะโควาเลนท์ และในงานวิจัยของ Yu และคณะ (2007) พบว่า
ในตรึง จุลินทรีย์จะสามารถเกาะติดกับวัสดุตรึงโดยอาศัย 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกคือการยึดเกาะ
ระหว่างจุลินทรีย์และผิวหน้าของวัสดุตรึง และอีกขั้นตอนคือการเกาะติดเองด้วยจุลินทรีย์ โดย
จุลินทรีย์จะสร้างสารเมือกบางอย่างออกมา ท าให้จุลินทรีย์มีการยึดเกาะกันแข็งแรงมากยิ่งขึ้น 

รูปที่ 4.1 รูปจาก SEM (A (1,000x) และ B (5,500x)) แสดงพื้นที่ผิวของกาบมะพร้าว (C (5,500x) 
และ D (9,500x)) แสดงการเกาะติดของ Pseudomonas sp. J801 บนกาบมะพร้าว และ  
(E (5,500x) และ F (9,500x)) แสดงพื้นที่ผิวของกาบมะพร้าวในชุดแบคทีเรียตรึงหลังการทดลองแบบ
กึ่งต่อเนื่อง  
 

4.2 ประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนของแบคทีเรียตรงึ 

  4.2.1 การก าจัดฟีแนนทรีนของแบคทีเรียตรึงและแบคทีเรียอสิระในการทดลองแบบกึ่ง
ต่อเนื่อง 

หลังจากได้ผลิตภัณฑ์แบคทีเรียตรึงในการทดลองก่อนหน้านี้แล้ว จึงน าแบคทีเรียตรึงทดสอบ
ประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนแบบกึ่งต่อเนื่องในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM โดยเติมฟีแนนทรีน 
ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุก 3 วัน เป็นระยะเวลา 24  วัน เปรียบเทียบกับแบคทีเรียอิสระ 
และทดสอบสมบัติการป้องกันแบคทีเรียจากความเป็นพิษของฟีแนนทรีนของกาบมะพร้าว โดยในการ
ทดลองนี้มี Pseudomonas sp. J801 ความเข้มข้นประมาณ 107 CFU/การทดลอง ทั้งในชุดการ
ทดลองแบคทีเรียตรึงและแบคทีเรียอิสระ จากการทดลองพบว่า แบคทีเรียอิสระและแบคทีเรียตรึงมี
ประสิทธิภาพในการก าจัดฟีแนนทรีนที่ใกล้เคียงกันในช่วงแรกของการทดลอง โดยในวันที่ 3 และวันที่ 
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6 ทั้งชุดการทดลองแบคทีเรียตรึงและแบคทีเรียอิสระมีความเข้มข้นฟีแนนทรีนคงเหลือในอาหารเลี้ยง
เชื้อ CFMM น้อยมาก แต่ในวันที่ 9 ของการทดลองเป็นต้นไปทั้ง 2 ชุดทดลอง มีความเข้มข้น 
ฟีแนนทรีนคงเหลือเพิ่มขึ้นดังในรูปที่ 4.2 แสดงให้เห็นว่าประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนลดลงจึง
ท าให้ความเข้มข้นฟีแนนทรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเข้มข้นเพิ่มขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับจ านวน
แบคทีเรียในชุดแบคทีเรียอิสระที่มีปริมาณลดลง โดยพบว่า Pseudomonas sp. J801 ในชุดทดลอง
แบคทีเรียอิสระมีปริมาณลดลงตั้งแต่วันที่ 9 จนกระทั่งในวันที่ 15 ของการทดลองไม่ตรวจพบ 
Pseudomonas sp. J801 ในชุดทดลองอยู่ เลย ดังตารางที่  4.3 เนื่องจากความเป็นพิษของ 
ฟีแนนทรีนที่เหลือเพิ่มขึ้น และอาจเป็นเพราะแบคทีเรียสัมผัสสารมลพิษโดยตรงในระยะเวลานานจึง
ท าให้ปริมาณแบคทีเรียลดลง (Liao และคณะ, 2015) แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียอิสระไม่เหมาะสมที่จะ
ใช้ในการก าจัดฟีแนนทรีนที่ตอ้งสัมผัสกับฟีแนนทรีนเป็นระยะเวลานาน 

เนื่องจากกาบมะพร้าวมีองค์ประกอบเป็นเซลลูโลสและลิกนินที่มีความสัมพันธ์กับ
ความสามารถในการดูดซับ PAHs (Owabor และ Agarry, 2014) การก าจัดฟีแนนทรีนที่เกิดขึ้นจึง
อาจเป็นผลการดูดซับของกาบมะพร้าว  และการใช้กาบมะพร้าวที่ยังมีจุลินทรีย์ประจ าถิ่นซึ่งมีจ านวน
แบคทีเรียประจ าถิ่น 3.97×108 ±0.3 CFU/กรัม ที่สามารถโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่ผสม
ฟีแนนทรีน อาจมีส่วนร่วมในการย่อยสลายฟีแนนทรีนด้วย ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่จะต้องสกัด 
ฟีแนนทรีนที่เหลืออยู่ในกาบมะพร้าวในชุดกาบมะพร้าวและชุดแบคทีเรียตรึง ดังในรูปที่ 4.3 จะเห็น
ได้ว่าในชุดแบคทีเรียตรึงมีความเข้มข้นฟีแนนทรีนคงเหลืออยู่น้อย ในขณะที่ในชุดกาบมะพร้าวมีความ
เข้มข้นของฟีแนนทรีนคงเหลืออยู่มาก เนื่องมาจาก Pseudomonas sp.  J801 ที่เกาะติดอยู่ใน
แบคทีเรียตรึงสามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ และนอกจากนี้เมื่อรวมกับความเข้มข้นของฟีแนนทรีน
ในกาบมะพร้าวและในอาหารเลี้ยงเชื้อของชุดกาบมะพร้าว พบว่าความเข้มข้นที่เหลือมีปริมาณ
ใกล้เคียงกับชุดควบคุมที่ไม่เติมเชื้อใดๆ แสดงให้เป็นว่าจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในกาบมะพร้าวไม่มี
ความสามารถในการย่อยสลายฟีแนนทรีนและการหายไปของฟีแนนทรีนในกาบมะพร้าวน่าจะเป็น
เป็นผลมาจากการย่อยสลายของ Pseudomonas sp. J801 ภายในแบคทีเรียตรึง 
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รูปที่ 4.2 ความเข้มข้นฟีแนนทรีนที่เหลือในการทดสอบการก าจัดฟีแนนทรีนแบบกึ่งต่อเนื่องในอาหาร
เลี้ยงเช้ือ CFMM โดยเติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุก 3 วัน 
 
 
ตารางที่  4.3 ปริมาณ  Pseudomonas sp. J801 (CFU/มิลลิลิตร ) ในการทดสอบการก าจัด 
ฟีแนนทรีนแบบกึ่งต่อเนื่องในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM โดยเติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200  
มิลลิกรัม/ลิตร ทุก 3 วัน ในชุดทดลองแบคทีเรียอิสระ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วันที่ในการทดสอบการก าจดั 
ฟีแนนทรีนแบบกึ่งต่อเนื่อง 

Pseudomonas sp. J801 

(CFU/มลิลลิิตร) 

0 2.17×107 ± 5.77 

3 3.71×107 ± 7.03 

6 1.74×107 ± 5.10 

9 1.72×107 ± 4.76 

12 1.60×106 ± 5.52 

15 0 
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ชุดควบคุม
ชุดกาบมะพร้าว
ชุดแบคทีเรียตรึง
ชุดแบคทีเรียอิสระ

เติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุก 3 วัน 
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รูปที่ 4.3 ความเข้มข้นฟีแนนทรีนที่ถูกกาบมะพร้าวในชุดทดลองกาบมะพร้าวและแบคทีเรียตรึง 
ดูดซับ ในการทดสอบการก าจัดฟีแนนทรีนแบบกึ่งต่อเนื่องในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM โดยเติม 
ฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุก 3 วัน 
 

ในวันที่ 15 ของการทดสอบการย่อยสลายฟีแนนทรีนแบบกึ่งต่อเนื่อง (รูปที่ 4.3) ความ
เข้มข้นของฟีแนนทรีนในกาบมะพร้าวในชุดแบคทีเรียตรึงมีความเข้มข้นเพิ่มมากขึ้นอาจจะเป็นเพราะ 
Pseudomonas sp. J801 ที่เคยเกาะติดในมะพร้าวมีบางส่วนที่หลุดออกไป เนื่องจากมีการใช้เป็น
ระยะเวลานานซึ่งสอดคล้องกับ Basak และคณะ (2014) และเมื่อทดสอบการก าจัดฟีแนนทรีนแบบ
กึ่งต่อเนื่องของแบคทีเรียตรึงโดยเติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 ทุก 3 วัน จนครบ 24 วัน พบว่า
แบคทีเรียตรึงยังคงมีประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนกว่า 78 เปอร์เซ็นต์ รูปที่ 4.4 และเมื่อ
ตรวจสอบการคงอยู่ของ Pseudomonas sp.  J801 ในกาบมะพร้าวในชุดแบคทีเรียตรึงโดยวิธี  
PCR-DGGE (รูปที่ 4.5) พบว่ารูปแบบดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. J801 ยังคงตรวจพบในกาบ
มะพร้าวในชุดแบคทีเรียตรึงจากหลังการทดสอบเป็นระยะเวลา 24 วัน และแม้ว่ายังมีการคงอยู่ของ 
Pseudomonas sp. J801 ในวันที่ 24 แตเ่มื่อน าแบคทีเรียตรึงไปตรวจสอบพื้นผิวโดย SEM พบว่า ที่
ผิวหน้าของแบคทีเรียตรึงมีการเปลี่ยนไปมาก มีการหลุดออกของ Pseudomonas sp. J801 จากการ
แบคทีเรียตรึง (รูป 4.1E และ 4.1F) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Basak และคณะ (2014)  
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รูปที่ 4.4 เปอร์เซ็นต์การก าจัดฟีแนนทรีนในการการทดสอบการก าจัดฟีแนนทรีนแบบกึ่งต่อเนื่องใน
อาหารเลี้ ยง เชื้ อ  CFMM โดยเติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น  200 มิลลิกรัม/ลิตร  ทุก 3 วัน  
เป็นเวลา 24 วัน ของแบคทีเรียตรึง 
 

 

รูปที่ 4.5 แผนภาพ PCR-DGGE ของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย 
ช่องวิ่งที่ 1 ยีน 16S rRNA ของ Pseudomonas sp. J801  
                     (ลูกศรสแีดง) 

ช่วงว่ิงที่ 2    แบคทีเรียประจ าถิ่นในกาบมะพร้าว 

ช่วงว่ิงที่ 3  แบคทีเรียในแบคทีเรียตรึงก่อนทดสอบการก าจัด 
                     ฟีแนนทรีนแบบกึ่งต่อเนื่อง 
ช่วงว่ิงที่ 4  แบคทีเรียในแบคทีเรียตรึงหลังทดสอบการก าจัด 
                     ฟีแนนทรีนแบบกึ่งต่อเนื่องเป็นเวลา 24 วัน 
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  4.2.2 การบ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีนดว้ยแบคทีเรียตรึง 
 เนื่องจากฟีแนนทรีนเป็นสารมลพิษอินทรีย์ตกค้างยาวนาน ซึ่งสามารถตกค้างอยู่ในดินได้นาน
ด้วย ประกอบกับความเป็นพิษของฟีแนนทรีนที่สามารถส่งผลต่อสิ่งมีชีวิตในดินได้ ดังนั้นดินที่ได้รับ
การปนเปื้อนฟีแนนทรีนทรีนจึงควรได้รับการบ าบัดอย่างเร่งด่วน ในการทดลองนี้ใช้ดินตัวอย่างที่มี
องค์ประกอบในดินดังตารางที่ 4.4 ซึ่งดินที่ใช้เป็นดินร่วนเหนียวปนทราย มีไนโตรเจนน้อย จึงปรับ
ปริมาณสารอาหารในดินให้มีคาร์บอน:ไนโตรเจน:ฟอสฟอรัส เป็น 100:10:1 โดยใช้ปุ๋ยยูเรียเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน และใส่ฟีแนนทรีนลงไปในดินให้มีความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/กรัมดินแห้ง แล้วปรับค่า
ความชื้นในดินเป็น 30 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/น้ าหนัก) เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการก าจัด 
ฟีแนนทรีนในดินระหว่างดินที่ใส่กาบมะพร้าวเพ่ือเพิ่มการถ่ายเทอากาศภายในดินกับแบคทีเรียตรึงที่มี
แบคทีเรีย Pseudomonas sp. J801 ที่มีความสามารถในการย่อยสลายฟีแนนทรีน 

 

 ตารางที่ 4.4 ลักษณะและธาตุอาหารในดินตัวอย่าง 

 

 เนื่องด้วยดินตัวอย่างที่ใช้มีลักษณะเนื้อดินเป็นดินร่วนเหนียวปนทราย  (ตารางที่ 4.4) ซึ่ง
ลักษณะดินนั้นส่งผลกับปัจจัยการเข้าถึงและการถ่ายมวลสาร (Mohan และคณะ 2006) ดังใน
งานวิจัยของ Amellal และคณะ (2001) ศึกษาการย่อยสลายฟีแนนทรีนในดินโดยแยกดินเป็นดินที่มี
เนื้อดินแตกต่างกันคือ ดินทรายและดินเหนียว เติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น 4 มิลลิกรัม/กรัมดิน แล้ว
เติมแบคทีเรียสายพันธุ์ NAH1 ลง บ่มเป็นระยะเวลา 1 เดือน ใช้ชุดควบคุมเป็นดินที่ไม่เติมแบคทีเรีย
สายพันธุ์ NAH1 พบว่า การทดลองการละลายน้ าของฟีแนนทรีนในชุดควบคุมของดินทรายและดิน
เหนียวเป็น 3.3 และ 2.2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งมีความเข้มข้นของฟีแนนทรีนที่ละลาย
น้ าในดินทรายที่มากกว่าดินเหนียวแสดงให้เห็นว่าดินเหนียวสามารถดูดซับฟีแนนทรีนไว้ได้มากกว่าดิน
ทราย และในดินที่เติมแบคทีเรียสายพันธุ์ NAH1 การละลายน้ าของฟีแนนทรีนในชุดควบคุมของดิน

ลักษณะของเนื อดิน ทราย (60 เปอร์เซ็นต์) ทรายแป้ง (10 เปอรเ์ซ็นต์)  
เหนียว (30 เปอร์เซ็นต์) 

ความเป็นกรด-ด่าง 7.1 

ไนโตรเจน 0.59 มิลลิกรัม/กิโลกรัมดิน 

ฟอสฟอรัส 474.88 มิลลิกรัม/กิโลกรัมดนิ 

คารบ์อน : ไนโตรเจน 3.51 

อินทรียวัตถ ุ 3.54 เปอร์เซ็นต ์(น้ าหนัก/น้ าหนัก) 
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ทรายและดินเหนียวเป็น 2.1 และ 1.9 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าลักษณะของ
ดินมีบทบาทส าคัญต่อการเข้าถึงและย่อยสลายฟีแนนทรีน  

  การบ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีนโดยใช้แบคทีเรียมีปัจจัยที่เกี่ยวด้วยกัน 3 ประการ คือการ
เข้าถึงฟีแนนทรีน การถ่ายโอนมวลสาร และการเผาผลาญด้วยแบคทีเรีย ดังนั้นแล้วการทดสอบการ
บ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีนด้วยแบคทีเรียตรึง 5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก) จึงต้องมีชุดควบคุม
เป็นชุดกาบมะพร้าว 5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก) เพื่อเป็นการท าให้ปัจจัยการเข้าถึงฟีแนนทรีน
และการถ่ายโอนมวลสารมีความเหมือนกัน แตก่ารเผาผลาญด้วยแบคทีเรียมีความแตกต่างกัน 

 จากการทดสอบการบ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีนด้วยชุดการทดลองแบคทีเรียตรึงและ 
กาบมะพร้าวปริมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก) เป็นระยะเวลา 28 วัน พบว่าชุดแบคทีเรียตรึง
และชุดกาบมะพร้าวมีเปอร์เซ็นต์ฟีแนนทรีนคงเหลือที่ใกล้เคียงกัน ดังในรูปที่ 4.6 แสดงให้เห็นว่า
จุลินทรีย์ประจ าถิ่นในดินในชุดกาบมะพร้าวน่าจะมีความสามารถในการย่อยสลายฟีแนนทรีน 
(แบคทีเรียจากกาบมะพร้าวไม่สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้จากข้อ 4.2.1) แต่เมื่อพิจารณาในวันที่ 
14 ของการทดลองพบว่า ในชุดแบคทีเรียตรึงมีเปอร์เซ็นต์ฟีแนนทรีนคงเหลือเพียง 15.23±8.23 
เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ชุดกาบมะพร้าวมีเปอร์เซ็นต์ฟีแนนทรีนคงเหลือ 73.06±10.96 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง
ใกล้เคียงกับชุดควบคุมปราศจากเชื้อ และยังสอดคล้องกับการตรวจนับจ านวนแบคทีเรียในดินที่พบว่า
แบคทีเรียประจ าถิ่นในดินตัวอย่างไม่สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีฟีแนนทรีน 
150 มิลลิกรัม/ลิตรภายในระยะเวลา 7 วัน แสดงให้เห็นว่าในช่วงระยะเวลา 14 วันแรก จุลินทรีย์
ประจ าถิ่นในดินยังไม่สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนภายในดินได้ แต่จะสามารถย่อยสลายฟีแนนทรีน
ได้หลังจากนั้น ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Li และคณะ (2009) ศึกษาการย่อยสลาย PAHs มวล
โมเลกุลต่ าในดินด้วยกลุ่มแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพและจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในดิน โดยการเริ่มทดลอง
ได้ปรับค่าความจุน้ าในดินเป็น 40 เปอร์เซ็นต์ และบ่มในที่ดิน อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
64 วัน พบว่าความเข้มข้น PAHs คงเหลือ ใกล้เคียงกัน และเมื่อตรวจนับปริมาณแบคทีเรียในดิน 
พบว่าชุดทดลองจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในดินมีจ านวนแบคทีเรียเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วจากภายในระยะเวลา 
8 วัน หลังจากนั้นจะคงที่ที่ 4.9×106 CFU/กรัมดิน ส่วนกลุ่มแบคทีเรียที่เติมลงไปมีจ านวนแบคทีเรีย
เพิ่มในช่วงแรก และหลังจากนั้นลดลงจาก 1.7×107 เป็น 3.4×106 CFU/กรัม ซึ่งสาเหตุที่จ านวน
แบคทีเรียปริมาณเพิ่มขึ้นเนื่องจากการส่งเสริมระหว่างจุลินทรีย์ประจ าถิ่นและกลุ่มแบคทีเรียที่เติมลง
ไปและยังสอดคล้องกับในช่วงเวลานั้น PAHs มีการลดลงอย่างรวดเร็ว ดังนั้นจากการเปรียบเทียบการ
บ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีนด้วยการเติมกาบมะพร้าวและแบคทีเรียตรึงแสดงให้เห็นว่าการเติม
แบคทีเรียตรึงมีส่วนช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการก าจัดฟีแนทรีน โดยช่วยเร่งการก าจัดฟีแนนทรีนใน
ดินให้เร็วย่ิงขึ น 
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รูปที่ 4.6 เปอร์เซ็นต์ฟีแนนทรีนคงเหลือในดินในการทดสอบการบ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีน 
ความเข้มข้น 150 มิลลิกรัม/กิโลกรัมดินแห้ง 
 

 ในการหาปริมาณแบคทีเรียตรึงที่เพียงพอต่อการบ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีน การแปรผัน
ปริมาณแบคทีเรียตรึงที่เติมลงดินเป็น 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก) จึงเป็นปริมาณ
แบคทีเรียตรึงที่ต้องการทดสอบ จากการแปรผันปริมาณแบคทีเรียตรึงเพื่อบ าบัดดินปนเปื้อน 
ฟีแนนทรีนเป็นระยะเวลา 28 วัน พบว่าชุดแบคทีเรียตรึง 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก) 
มีเปอร์เซ็นต์ฟีแนนทรีนคงเหลือคือ 10.94, 1.17 และ 3.55 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่า
แบคทีเรียตรึง 1-10 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก) สามารถช่วยลดความเข้มข้นฟีแนนทรีนในดินได้ 
และในวันที่ 14 ของการทดลอง เปอร์เซ็นต์ฟีแนนทรีนคงเหลือในชุดแบคทีเรียตรึง 1, 5 และ 10 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก) มีความแตกต่างกันดังรูปที่ 4.7 ชุดแบคทีเรียตรึง 1 เปอร์เซ็นต์ 
(น้ าหนัก/น้ าหนัก)  มีเปอร์เซ็นต์ฟีแนนทรีนความเข้มข้นสูงกว่าชุดแบคทีเรียตรึง 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ 
(น้ าหนัก/น้ าหนัก) อยู่มากซึ่งสอดคล้องกับปัจจัยการเข้าถึงฟีแนนทรีน การถ่ายมวลสาร และการเผา
ผลาญของแบคทีเรีย (Mohan และคณะ, 2006) ดังแสดงในรูปที่ 4.8 ยิ่งปริมาณแบคทีเรียตรึงเพิ่มขึ้น
จะยิ่งเพิ่มปัจจัยการเข้าถึงฟีแนนทรีน การถ่ายมวลสาร และการเผาผลาญของแบคทีเรีย ในการ
ทดลองนี้ชุดแบคทีเรียตรึง 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก)  มีเปอร์เซ็นต์ฟีแนนทรีนคงเหลือ

0

20

40

60

80

100

0 14 28

ฟีแ
นน

ทร
ีนค

งเห
ลือ

(เป
อร

์เซ
็นต

)์

ระยะเวลาบ่ม (วัน)

ชุดควบคุมปราศจากเช้ือ ชุดกาบมะพร้าว 5% ชุดแบคทีเรียตรึง 5%



 

 

49 

ใกล้เคียงกัน แสดงให้เห็นว่าปริมาณแบคทีเรียตรึง 5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก) เป็นปริมาณที่
เพียงพอแล้วส าหรับการบ าบัดดินปนเป้ือนฟีแนนทรีนความเข้มข้น 150 มิลลิกรัม/กิโลกรัมดิน 

 

 
รูปที่ 4.7 เปอร์เซ็นต์ฟีแนนทรีนคงเหลือในดินในการทดสอบการแปรผันปริมาณแบคทีเรียตรึง 
เพื่อบ าบัดดินปนเป้ือนฟีแนนทรีนความเข้มข้น 150 มิลลิกรัม/กิโลกรัมดินแห้ง 

 
 

รูปที่ 4.8 การบ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีนด้วยแบคทีเรียตรึง  (1) คือชุดควบคุมปราศจากเชื้อ 
 (2) คือชุดแบคทีเรียตรึง 1 เปอร์เซ็นต์ (3) คือชุดแบคทีเรียตรึง 5 เปอร์เซ็นต์ (4) คือชุดแบคทีเรียตรึง 
10 เปอร์เซ็นต์  
 
 ในการทดสอบการก าจัดฟีแนนทรีนในดินไม่มีชุดทดลองของแบคทีเรียอิสระ เนื่องจากมีหลาย
งานวิจัยที่ศึกษาแล้วพบว่าการใช้แบคทีเรียอิสระที่ เติมลงไปมีประสิทธิภาพการในการก าจัด  
ฟีแนนทรีนได้ลดลง อาจเป็นสาเหตุมากจากการเข้าฟีแนนทรีนและการแข่งขันกับจุลินทรีย์ประจ าถิ่น

0

20

40

60

80

100

0 14 28

ฟีแ
นน

ทร
ีนค

งเห
ลือ

(เป
อร

์เซ
็นต

)์

ระยะเวลาบ่ม (วัน)
ชุดควบคุมปราศจากเชื้อ ชุดแบคทีเรียตรึง 1%

ชุดแบคทีเรียตรึง 5% ชุดแบคทีเรียตรึง 10%



 

 

50 

เป็น (Chen และคณะ 2012) ตัวอย่างงานวิจัยที่ใช้แบคทีเรียอิสระก าจัดฟีแนนทรีนในดิน Chavez-
Gomez และคณะ (2003) ศึกษาการย่อยสลายฟีแนนนทรีนที่ปนเปื้อนในดินมีความเข้มข้น 200 
มิ ล ลิ ก รั ม / กิ โ ล ก รั ม  โ ด ย ใ ช้  Pseudomonas aeruginosa B1, Ralstonia pickettii B2, 
Pseudomonas sp. B3 และ Pseudomonas cepacea B4 บ่มในที่มืดเป็นระยะเวลา 18 วัน 
พบว่า แบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธ์ุสามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ประมาณ 20 เปอร์เซ็นต ์ 

 Chen และคณะ (2012) ศึกษาการก าจัด PAHs ในดินด้วยการใช้แบคที เรียอิสระ 
Pseudomonas sp. B1 และแบคทีเรียไม่ทราบสายพันธุ์ B2 เปรียบเทียบกับแบคทีเรียตรึงใน
โซเดียมอัลจิเนต โดยมี PAHs ปนเปื้อนในดินความเข้มข้น 8.76 มิลลิกรัม/กิโลกรัมดิน ปรับค่าความจุ
น้ าเป็น 80 เปอร์ เซ็นต์ บ่มในที่มืดเป็นเวลา 90 วัน พบว่า  ในการทดลอง แบคทีเรียอิสระ 
Pseudomonas sp. B1 ปริมาณ PAHs ลดงลงไปเมื่อเทียบกับชุดควบคุมเป็น 9.5 เปอร์เซ็นต์ 
แบคทีเรียอิสระสายพันธุ์ B2 ปริมาณ PAHs ลดงลงไปเมื่อเทียบกับชุดควบคุมเป็น 11.75 เปอร์เซ็นต์ 
ในขณะที่แบคทีเรียตรึงสายพันธุ์ B1 และ B2 ปริมาณ PAHs ลดงลงไปเมื่อเทียบกับชุดควบคุมเป็น 
14.25 และ 20 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ 

การลดลงของฟีแนนทรีนในชุดควบคุมปราศจากเชื้อมากกว่า 20 เปอร์เซ็นต์เนื่องจากเมื่อน า
ดินผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อจ าท าให้ดินมีอินทรีย์วัตถุในดินเพิ่มขึ้น ซึ่งอินทรียวัตถุนั้นสามารถดูดซับ  
ฟีแนนทรีนและท าให้การสกัดฟีแนนทรีนออกจากดินได้ยากยิ่งขึ้น  (Amellal และคณะ 2001) 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Li และคณะ (2009) ถึงแม้ว่าในการทดลองนี้จะไม่ได้ตรวจสอบการคงอยู่
ของ Pseudomonas sp. J801 หรือ ทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนในดินของแบคทีเรีย
อิสระประกอบการทดลอง แต่จากผลการทดลอง ในระยะเวลา 14 วัน สามารถเห็นความแตกต่างของ
ฟีแนนทรีนที่คงเหลือในดินระหว่างชุดแบคทีเรียตรึง 5 เปอร์เซ็นต์ และชุดกาบมะพร้าว 5 เปอร์เซ็นต์ 
และจากการแปรผันปริมาณแบคทีเรียตรึง 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/น้ าหนัก) พบว่า ปริมาณ
แบคที เรียตรึง 5 และ 10 เปอร์ เซ็นต์  ช่วยเร่งการก าจัดฟีแนนทรีนออกได้ดินได้ท าให้พบ 
ฟีแนนทรีนคงเหลือในดินเพียง 15.23±8.32 และ 23.52±4.95 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ แบคทีเรีย  
1 เปอร์เซ็นต์  พบฟีแนนทรีนคงเหลือในดิน 47.33±17.15 ดังนั้นแล้วปริมาณแบคทีเรียตรึง  
5 เปอร์เซ็นต์ จึงเป็นปริมาณที่เพียงพบแล้วส าหรับการบ าบัดดินปนเป้ือนฟีแนนทรีน 

 

4.3 การพัฒนาวิธีการเตรียมหัวเชื อส าหรับแบคทีเรียตรึงเพื่อยืดอายุการเก็บรักษาแบคทีเรีย 

 เพื่อเป็นการพัฒนาและต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์แบคทีเรียตรึงพร้อมใช้ การยืดอายุของ
แบคทีเรียให้สามารถเก็บรักษาได้นานจึงเป็นหลักส าคัญของการทดลองต่อไปน้ี 
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 4.3.1 การคัดเลือกสารป้องกันแบคทีเรียในสภาวะแห้ง 
เพื่อให้แบคทีเรียสามารถทนต่อความแห้งในขณะที่เก็บรักษาได้ จึงมีความจ าเป็นที่จะต้องใส่

สารป้องกันเซลล์ก่อนการท าให้แห้ง สารป้องกันเซลล์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้คือ ไกลซีนบีเทนและซูโครส 
เนื่องจากมีรายงานว่าสารทั้งสองเป็นสารป้องกันความแห้งได้ (Cayley และ Record, 2003; Nocker 
และคณะ, 2012; Oldenhof และคณะ, 2005) จึงใช้ไกลซีนบีเทนและซูโครส ความเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/ปริมาตร) เติมลงให้สารแขวนลอยแบคทีเรียที่มีปริมาณ Pseudomonas sp. 
J801 9.29±0.14 log CFU/มิลลิลิตร จากการทดลอง ไม่ตรวจพบ Pseudomonas sp. J801 ที่ถูก
ท าให้แห้งโดยไม่ใส่สารป้องกันเซลล์แม้จะใช้เวลาในการผึ่งลมเพียง 2 ชั่วโมง ในขณะที่สารแขวนลอย
แบคทีเรียที่เติมไกลซีนบีเทนและซูโครสพบ  Pseudomonas sp. J801 รอดถึง 5.78±0.16 และ 
8.25±0.05 Log CFU/มิลลิลิตร ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าไกลซีนบีเทนและซูโครสสามารถช่วยให้ 
Pseudomonas sp. J801 รอดชีวิตจากกระบวนการท าแห้งแบบผึ่งลมได้ แต่เมื่อเก็บรักษาเป็น
ระยะเวลา 3 และ 7 วัน ในที่อุณหภูมิห้อง พบว่าสารแขวนลอย Pseudomonas sp. J801 ที่เติม
ไกลซีนบีเทนเป็นสารป้องกันเซลล์ไม่สามารถรอดจากความแห้งในขณะเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องได้ แต่
สามารถพบ Pseudomonas sp. J801 รอดได้ถึง 6.69±0.09 Log CFU/มิลลิลิตร ในวันที่ 3 ของการ
ทดลองในสารแขวนลอย Pseudomonas sp. J801 ที่เติมซูโครสเป็นสารป้องกันเซลล์ แต่อย่างไรก็
ตาม Pseudomonas sp. J801 ไม่สามารถอยู่รอดได้จนถึงวันที่ 7 ของการทดลอง (รูปที่ 4.9) แสดง
ให้เห็นว่าซูโครสสามารถช่วยป้องกันแบคทีเรียจากความแห้งเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องได้ดีกว่าไกลซีนบี
เทน สอดคล้องกับงานวิจัยของ Ramos และคณะ (2001) พบว่าซูโครสจะท าหน้าที่สร้างพันธะ
ไฮโดรเจนแทนน้ าที่ระเหยไปเพื่อให้เซลล์ยังคงรูปร่างได้ นอกจากนี้ยังมีการรายงานการใช้น้ าตาลและ
คาร์โบไฮเดรตชนิดอื่นๆ ทรีฮาโลส กลูโคส แรมโนส มอลโทเดกซ์ทริน เป็นต้น เพื่อเป็นสารป้องกัน
แบคทีเรียจากกะบวนการท าแห้งแบบผึ่งลมและเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง (Oldenhof และคณะ 
2005; Schisler และคณะ 2016) 

 

4.3.2 การแปรผันความเข้มข้นของสารปอ้งกันแบคทเีรียในสภาวะแหง้ 
 เนื่องจากการทดลองก่อนหน้าใช้ความเข้มข้นซูโครสเพียง 1 ความเข้มข้น เพื่อจะคัดเลือกสาร
ป้องกันเซลล์ ในการทดลองนี้การแปรผันความเข้มข้นที่จะท าให้แบคทีเรียมีโอกาสรอดได้เพิ่มขึ้น  
การใช้ความเข้มข้นที่สูงเกินไปอาจท าให้ใช้ระยะเวลาในการท าให้แห้งนานขึ้น ความเข้มข้นสุดท้ายของ
ซูโครสที่ปรับในสารแขวนลอยแบคทีเรียใช้ความเข้มข้นตั้งแต่ 1-5 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจากถ้าใช้ความ
เข้มข้นซูโครสที่มากกว่านี้จะท าให้ใช้ระยะเวลาในการผึ่งลมมากกว่า 3 ชั่วโมง กว่าแบคทีเรียจะแห้ง 
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หมายเหตุ ไม่ตรวจพบการรอดชีวิตของ Pseudomonas sp. J801 ในชุดควบคุมหลังจากท าให้แห้ง
ด้วยการผึ่งลมเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

รูปที่ 4.9 จ านวน Pseudomonas sp. J801 ที่รอดชีวิตหลังจากท าให้แห้งด้วยการผึ่งลมเป็นเวลา 2 
ชั่วโมง และเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน เมื่อเติมไกลซีนบีเทนและซูโครสความเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/ปริมาตร) ในสารแขวนลอยแบคทีเรีย 
 

 ผลการทดลองแปรผันความเข้มข้นซูโครสในสารแขวนลอยแบคทีเรียก่อนการท าให้แห้งแสดง
ในรูปที่ 4.10 ที่ความเข้มข้นซูโครส 1 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนัก/ปริมาตร) ไม่พบการรอดชีวิตของ 
Pseudomonas sp. J801 ในวันที่ 3 และ 7  เมื่อเก็บรักษาในที่อุณหภูมิห้อง แต่ชุดที่ใช้ความเข้มข้น
ซูโครสในสารแขวนลอย 2, 3.5 และ 5 เปอร์เซ็นต ์(น้ าหนัก/ปริมาตร) พบ Pseudomonas sp. J801 
รอดถึ ง  6.69, 7.17 และ 7.41 Log CFU/มิลลิลิ ตร  ตามล าดับในวันที่  3 แต่อย่ าง ไรก็ตาม 
Pseudomonas sp. J801 ไม่สามารถอยู่รอดได้จนถึงวันที่ 7 ของการทดลอง จากการทดลองนี้แสดง
ให้เห็นว่า เปอร์เซ็นต์ความเข้มข้นซูโครสที่เพิ่มขึ้นในสารแขวนลอยแบคทีเรียสง่ผลให้ Pseudomonas 
sp. J801 มีปริมาณในการรอดที่เพิ่มขึ้น สอดคล้องกับงานวิจัยของ Schisler และคณะ (2016) ที่เมื่อ
เติมความเข้มข้นของน้ าตาลเพิ่มขึ้นปริมาณแบคทีเรียที่สามารถรอดชีวิตหลังจากท าให้แห้งด้วยการผึ่ง
ลมและเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องมีปริมาณเพิ่มขึ้น  
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หมายเหตุ ไม่ตรวจพบการรอชีวิตของ Pseudomonas sp. J801 ในชุดควบคุมหลังจากท าให้แห้ง
ด้วยการผึ่งลมเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

รูปที่ 4.10 จ านวน Pseudomonas sp. J801 ที่รอดชีวิตหลังจากท าให้แห้งด้วยการผึ่งลมเป็นเวลา 2 
ชั่วโมงและเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน เมื่อแปรผันความเข้มข้นซูโครส (น้ าหนัก/ปริมาตร) 
ในสารแขวนลอยแบคทีเรีย 

 

 4.3.3 แปรผันความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ในอาหารเลี ยงเชื อ 0.25XLB 
 จากรายงานวิจัยของ Bonaterra และคณะ (2005) ที่ได้รายงานการเพิ่มแรงดันออกโมติก
ด้วยโซเดียมคลอไรด์ในอาหารเลี้ยงเชื้อในขณะเพิ่มปริมาณหัวเชื้อแบคทีเรีย มีผลท าให้แบคทีเรีย
สามารถรอดชีวิตให้การท าแห้งแบบผึ่งลมและสามารถเก็บรักษาแบคทีเรียได้นานขึ้น ในการทดลองนี้
จึงแปรผันความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์เพื่อเพิ่มแรงดันออกโมติกในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อกระตุ้นให้
แบคทีเรียผลิตสารป้องกันแรงดันออสโมติกด้วยตัวเอง ผลการทดลองการท าแห้งแบบผึ่งลมและ
สามารถเก็บรักษาแบคทีเรียที่อุณหภูมิห้องแสดงดังในรูปที่ 4.11 Pseudomonas sp. J801 สามารถ
รอดจากความแห้งได้จนถึงวันที่ 7 ของการทดลอง ในชุดทดลองที่ใช้เติมความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 0.5 โมลาร์ ซึ่งท าให้ในอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ทั้งหมด 
0.53 โมลาร์ มีโดยมีปริมาณแบคทีเรียเป็น 4.1 Log CFU/มิลลิลิตร แสดงให้เห็นว่า Pseudomonas 
sp. J801 สามารถปรับตัวให้สามารถทนต่อความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์และยังสามารถทนต่อความ
แห้งเมื่อต้องเก็บรักษาแบคทีเรียที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 7 วันได้ สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Bonaterra และคณะ (2005) ที่พบว่าแบคทีเรียที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเข้มข้นของโซเดียม
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คลอไรด์ 0.5 โมลาร์ มีปริมาณแบคทีเรียที่รอดชีวิตได้มากกว่าความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ 0.3 และ 
0.7 โมลาร์  

แต่อย่างไรก็ตาม ชุดการทดลองที่ใช้ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ 0.3 โมลาร์ ในวันที่ 0 และ 
3 จะมีปริมาณแบคทีเรียรอดชีวิตใกล้เคียงกับชุดการทดลองที่ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ 0.5 โมลาร ์
แต่ก็ไม่สามารถอยู่รอดได้จนถึงวันที่ 7 ขณะที่ในชุดการทดลองที่ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ 0.7  
โมลาร์ และไม่พบการรอดในวันที่ 3 และ 7  

 

 
รูปที่ 4.11 จ านวนแบคทีเรีย Pseudomonas sp. J801 ที่รอดชีวิตหลังจากท าให้แห้งด้วยการผึ่งลม
และเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง เมื่อแปรผันความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
0.25XLB 

 

จากการทดลองข้างต้น การน าแบคทีเรียแขวนลอยในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เติม
ซูโครส 5 เปอร์เซ็นต์ แล้วท าให้แห้งด้วยการผึ่งลมแล้วเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องสามารถท าใหแ้บคทีเรยี
มีชีวิตรอดได้ 3 วัน และเมื่อพัฒนาการเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียโดยเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 0.25XLB ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ สามารถท าให้แบคทีเรียมีชีวิตรอด
ได้ 7 วัน 

4.3.4 การก าจัดฟีแนนทรีนของแบคทีเรียตรึงหลังการเก็บรักษาระยะสั น 

 หลังการท าแบคทีเรียตรึงให้แห้งและเก็บรักษาในอุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 21 วัน และน า
แบคทีเรียตรึงมาทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่เติม 
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ฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร บ่มเป็นเวลา 3 วัน พบว่า เปอร์เซ็นต์การก าจัด 
ฟีแนนทรีนลดลงเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษานานขึ้นดังตารางที่ 4.5 สอดคล้องกับงานวิจัยของ Deng 
และคณะ (2016) ที่ศึกษาการเก็บรักษา Mycobacterium gilvum CP13 ที่ตรึงบนเปลือกถั่วลิสง
บดละเอียดในอุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 16 สัปดาห์ การทดสอบกิจกรรมของแบคทีเรียด้วยวิธี 
fluorescein diacetate hydrolysis (FDA) แสดงให้เห็นว่าเมื่อระยะการเก็บรักษานานขึ้นท าให้
กิจกรรมของแบคทีเรียลดลงและยังสอดคล้องกับงานวิจัย Xu และ Lu (2010) ศึกษาการเก็บรักษา
กลุ่มแบคทีเรียบนเปลือกถั่วลิสงบดละเอียดในอุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 16 สัปดาหด์้วย 

 

ตารางที่ 4.5 การก าจัดฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร ในระยะเวลา 3 วัน ของแบคทีเรีย
ตรึงหลังการเก็บรักษา  

หมายเหตุ กาบมะพร้าบสามารถก าจัดฟีแนนทรีนได้ 61.46±21.34 เปอร์เซ็นต์ และมีความเข้มข้น
ฟีแนนทรีนคงเหลือในกาบมะพร้าว 105.38±42.41 มิลลิกรัม/กาบมะพร้าว 0.05 กรัม 

 
 วัลย์วสันต์ ว่องวงศ์ศรี (2013) ศึกษาการเก็บรักษาแบคทีเรียอัดเม็ด Novosphingobium 
sp. PCY พบว่าแบคทีเรียอัดเม็ดที่เก็บรักษาในอุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 14 วัน แบคทีเรียอัดเม็ดมี
ประสิทธิภาพในการก าจัดไพรีนมากกว่า 87.49 เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อเก็บรักษาเป็นเวลา 28 วัน 
ประสิทธิภาพในการก าจัดไพรีนคงเหลือเพียง 56.23 เปอร์เซ็นต ์

จากการทดลองข้างต้นแบคทีเรียตรึงที่ถูกเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 14 วัน มีประสิทธิภาพใน
การก าจัดฟีแนนทรีนลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียตรึงที่ไม่ได้ผ่านการเก็บรักษา (ข้อที่ 4.2) 
แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียที่ถูกเก็บรักษามีการย่อยสลายฟีแนนทรีนช้าลงแต่หากเพิ่มระยะเวลาในการ
บ่มให้นานขึ้นอาจท าให้เปอร์เซ็นต์การก าจัด ฟีแนนทรีนเพ่ิมมากขึ้น 

ระยะเวลาเก็บรักษา
แบคทีเรียตรึง (วัน) 

การก าจัดฟีแนนทรีน 

(เปอร์เซ็นต์) 

ความเข้มข้นฟีแนนทรีนคงเหลือในกาบ
มะพร้าว 

(มิลลิกรัม/กาบมะพร้าว 0.05 กรัม) 

0 99.18±1.43 14.63±7.64 

7 81.17±2.91 32.10±6.60 

14 74.19±2.55 66.78±10.88 

21 60.85±3.16 121.28±13.96 
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 จากประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนทรีนของแบคทีเรียตรึงที่ถูกเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 14 วัน 
แสดงให้เห็นว่า งานวิจัยนี้ได้แนวทางการพัฒนาการเตรียมสารแขวนลอยแบคทีเรียเพื่อยืดอายุ
แบคทีเรียให้ทนต่อกระบวนการท าแห้งแบบผึ่งลมและยังคงรักษาประสิทธิภาพในการก าจัด  
ฟีแนนทรีนเมื่อต้องเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องได้ ซึ่งการท าแห้งแบบผึ่งลมเป็นวิธีที่มีต้นทุนต่ าและมีการ
เตรียมการที่ง่าย นอกจากนี้งานวิจัยนี้ยังเป็นงานวิจัยแรกที่ใช้วิธีการกระตุ้นให้แบคทีเรียสร้างสาร
ป้องกันตัวเองเพื่อใช้เป็นแบคทีเรียตรึงเพื่อเพิ่มโอกาสรอดของแบคทีเรียต่อการเก็บรักษาในสภาวะ
แห้ง 
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บทที่ 5 

บทสรปุและขอ้เสนอแนะ 

บทสรปุ 
ในการบ าบัดดินที่ปนเปื้อนฟีแนนทรีนควรใช้วัสดุตรึงที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม สามารถย่อย

สลายได้เองตามธรรม และมีราคาถูก กาบมะพร้าวเป็นหนึ่งในวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรชนิดหนึ่ง มี
ราคาถูก หาซื อได้ง่าย และยังเป็นส่วนผสมในดินส าหรับการเพาะปลูกพืช ดังนั นการตรึงแบคทีเรียบน
กาบมะพร้าวจึงมีความน่าสนใจที่จะศึกษา ส าหรับแบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษาคือ Pseudomonas sp. 
J801 เป็นแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายฟีแนนทรีน 

ในการตรึงแบคทีเรียใช้วิธีดูดซับเป็นวิธีตรึงแบคทีเรีย ดังนั นแล้วการแปรผันปริมาณกาบ
มะพร้าวในการตรึงแบคทีเรียจะท าให้ได้ผลิตภัณฑ์แบคทีเรียที่สูงสุดในการตรึงแต่ละครั ง ซึ่งในการ
ทดลองนี ใช้ปริมาณกาบมะพร้าว 2-10 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนักกาบมะพร้าว/ปริมาตรสารแขวนลอย
แบคทีเรีย) จากการทดลองพบว่า ที่ปริมาณกาบมะพร้าว 8 เปอร์เซ็นต์เป็นปริมาณที่เหมาะสมที่สุด
ส าหรับการตรึงแบคทีเรีย และเพื่อให้จ านวนแบคทีเรียที่สามารถเกาะติดมีปริมาณมากที่สุด จึง
ทดสอบแปรผันระยะเวลาในการตรึงแบคทีเรียโดยใช้ระยะเวลา ตั งแต่ 3-72 ชั่วโมง จากการทดลอง
พบว่า ที่ระยะเวลา 12 ชั่วโมงเป็นระยะเวลาที่เหมาะสมที่สุด 

การทดสอบประสิทธิภาพการก าจัดฟีแนนทรีนในอาหารเลี ยงเชื อ CFMM ใช้การทดลองแบบ
กึ่งต่อเนื่องโดยเติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุก 3 วัน เป็นเวลา 24 วัน 
เปรียบเทียบระหว่างแบคทีเรียตรึงและแบคทีเรียอิสระ Pseudomonas sp. J801 จากการทดลอง
พบว่า Pseudomonas sp. J801 ไม่สามารถทนต่อความเป็นพิษของฟีแนนทรีนโดยไม่ตรวจพบ 
Pseudomonas sp. J801 ตั งแต่วันที่  15 ของการทดลอง ในขณะที่ แบคที เรียตรึ งยั งคงมี
ประสิทธิภาพในการก าจัดฟีแนนทรีนถึง 78 เปอร์เซ็นต ์ในวันที่ 24 ของการทดลอง 

เมื่อน าแบคทีเรียตรึงที่ได้ทดสอบการบ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีนความเข้มข้น 150 
มิลลิกรัม/กิโลกรัมดิน เป็นระยะเวลา 28 วัน พบว่าในวันที่ 14 ของการทดลอง การเติมแบคทีเรียตรึง
เป็นปริมาณ 5 เปอร์เซ็นต ์(น  าหนักกาบมะพร้าว/น  าหนักดิน) ท าให้มีปริมาณฟีแนนทรีนในดินคงเหลือ
เพียง 15.23 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่การเติมกาบมะพร้าวเป็นปริมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ ท าให้มีปริมาณ 
ฟีแนนทรีนในดินคงเหลือ 73.03 เปอร์เซ็นต์ และในวันที่ 28 มีปริมาณฟีแนนทรีนคงเหลือในดิน 6.98 
และ 2.33 เปอร์เซ็นต์ ในชุดทดลองที่เติมแบคทีเรียตรึง 5 เปอร์เซ็นต์ และกาบมะพร้าว 5 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการเติมแบคทีเรียตรึงปริมาณมีส่วนช่วยในการเร่งการ
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ก าจัดฟีแนนทรีนออกจากดิน และการเติมแบคทีเรียตรึง 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นปริมาณที่เพียงพอแล้ว
ส าหรับการบ าบัดดินปนเปื้อนฟีแนนทรีน 

ส าหรับการพัฒนาเป็นแบคทีเรียตรึงพร้อมใช้ การผลิตแบคทีเรียตรึงแล้วเก็บรักษาแบคทีเรีย
ตรึงในรูปแบบแบคทีเรียตรึงแห้งจะท าให้แบคทีเรียตรึงมีน  าหนักน้อยและสะดวกในการขนส่ง แต่การ
ท าแบคทีเรียตรึงให้แห้งโดยใช้การผึ่งลมตลอดจนการเก็บรักษาในอุณหภูมิห้องอาจท าให้  
Pseudomonas sp. J801 ไม่สามารถทนต่อความเครียดที่เกิดขึ นได้โดยเฉพาะความเครียดที่เกิดจาก
การขาดน  า การเติมสารป้องกันเซลล์ในสารแขวนลอยแบคทีเรียก่อนการท าให้แห้งจะสามารถช่วยให้
แบคทีเรียอยู่รอดได้นานขึ น จึงทดสอบการอยู่รอดของแบคทีเรียให้รูปแบบแห้งเมื่อไกลซีนบีเทนและ
ซูโครส 2 เปอร์เซ็นต์ ลงในสารแขวนลอยแบคทีเรีย ผลการทดลองพบว่า การเติมซูโครส 2 เปอร์เซ็นต์ 
ลงในสารแขวนลอยแบคทีเรีย ท าให้ Pseudomonas sp. J801 มีชีวิตรอดได้ถึง 3 วัน นอกจากนี การ
กระตุ้นให้แบคทีเรียสร้างสารป้องกันแรงดันออสโมติกสะสมภาพในเซลล์เอง มีความช่วยท าให้
แบคทีเรียอยู่รอดได้นานขึ น จึงทดสอบการเติมโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.3, 0.5 และ 0.7 โมลาร์ 
ลงในอาหารเลี ยงเชื อ 0.25xLB เพื่อเพิ่มแรงดันออสโมติก จากนั นเก็บเซลล์แล้วแขวนลอยใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เติมซูโครส 5 เปอร์เซ็นต์ แล้วท าให้แห้ง พบว่า การเติมโซเดียมคลอไรด์
ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ท าให้ Pseudomonas sp. J801 มีชีวิตรอดได้ถึง 7 วัน 

จากการปรับปรุงอาหารเลี ยงเชื อ 0.25XLB ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ 
ท าให้มีความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ทั งหมดในอาหารเลี ยงเชื อเป็น 0.58 โมลาร์ แล้วน าเซลล์ที่ได้
แขวนลอยในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เติมซูโครส 5 เปอร์เซ็นต์ ผสมกับกาบมะพร้าวปริมาณ 8 
เปอร์เซ็นต์ บ่มเป็นระยะเวลา 12 ชั่วโมง ท าให้ได้แบคทีเรียตรึงที่มี Pseudomonas sp. J801 ที่
สามารถทนต่อความแห้งได้นานขึ น น าแบคทีเรียตรึงที่ได้ผึ่งลมให้แห้งเป็นระยะเวลา 3 วัน จากนั น
เก็บรักษาในขวดพลาสติกสีขุ่นฝาเกลียวเป็นระยะ 14 วัน แล้วน ามาทดสอบประสิทธิภาพการก าจัด 
ฟีแนนทรีนในอาหารเหลว CFMM ที่เติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร บ่มด้วยเครื่อง
เขย่าเป็นเวลา 3 วัน พบว่า แบคทีเรียยังคงมีประสิทธิภาพในการก าจัดฟีแนนรีน และมีเปอร์เซ็นต์
ฟีแนนทรีนคงเหลือในอาหารเหลว CFMM 25.81 เปอร์เซ็นต ์

จากผลการทดลองที่กล่าวมา แบคทีเรียตรึงที่ผลิตจากการใช้กาบมะพร้าวเป็นวัสดุตรึงและ 
Pseudomonas sp. J801 ซึ่งเป็นแบคทีเรียย่อยสลายฟีแนนทรีน ท าให้ได้แบคทีเรียตรึงที่มี
ประสิทธิภาพในการก าจัดฟีแนนทรีน สามารถช่วยเร่งการก าจัดฟีแนนทรีนในดิน อย่างไรก็ตามแม้จะ
พบว่าสามารถเก็บรักษาได้ในระยะสั นแต่ยังคงมีประสิทธิภาพในการก าจัดฟีแนนทรีน งานวิจัยนี เป็น
งานวิจัยที่น าเสนอแนวทางการกระตุ้นให้แบคทีเรียผลิตสารป้องกันตัวเองก่อนน ามาตรึงแบคทีเรียเพื่อ
เพิ่มการรอดชีวิตของแบคทีเรียในกระบวนการท าแห้งแบบผึ่งลม และลดต้นทุนในการท าให้แบคทีเรีย
ตรึงแห้ง 
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ข้อเสนอแนะ 

1. การน าแบคทีเรียตรึงไปใช้ในการเกษตร 
   1.1 เพื่อบ าบัดดินที่มีการปนเปื้อนฟีแนนทรีนก่อนการเพาะปลูก สามารถน า
แบคทีเรียตรึงผสมกับดินในกระบวนการเตรียมดินก่อนเพาะปลูกพืช  
   1.2 เพื่อลดการปนเปื้อนฟีแนนนทรีนจากน  าที่ใช้รดต้นพืช สามารถน าแบคทีเรียตรึง
เป็นวัสดุคลุมดินเพื่อให้กาบมะพร้าวดูดซับน  าและฟีแนนทรีนก่อนที่จะปนเปื้อนในดิน 
 2. จากรายงานวจิัยของ Andreolli และคณะ (2015) ที่พบการตกค้าง PAHs ในดินเนื่องจาก
การเผาป่าหรือไฟป่า สามารถน าแบคทีเรียตรึงที่ผลิตได้จากงานวิจัยนี ไปบ าบัดดินที่มีการปนเปื้อนของ
ฟีแนนทรีนได ้
 3. การเพิ่มปริมาณแบคทีเรียที่สามารถเกาะติดกาบมะพร้าวให้เพิ่มขึ น สามารถพัฒนาได้
อย่างเช่นในงานวิจัยของ Deng และคณะ (2016) ที่น าเปลือกถั่วลิสงแช่ในกลูตาราลดีไฮด์เพื่อฆ่า
จุลินทรีย์ประจ าถิ่นบนเปลือกถั่วลิสง และแช่ในอะซิโตนเพ่ือก าจัดอินทรียวัตถุบนเปลือกถั่วลสิงท าให้มี
พื นที่ผิวเพ่ิมมากขึ น 
 4. เนื่องจากกาบมะพร้าวที่ใช้ไม่ได้ผ่านการฆ่าจุลินทรีย์ประจ าถิ่น และเมื่อกาบมะพร้าวมี
ความชื นจะท าให้ราสามารถเจริญเติบโตได้ การใส่สารป้องกันราไม่ให้ขึ นบนแบคทีเรียตรึงและยืดอายุ
การเก็บรักษาแบคทีเรียตรึง 
 5. การเก็บรักษาระยะยาว ควรใช้ถุงบรรจุภัณฑ์ที่มีสมบัติป้องกันหรือควบคุมความชื น 
เนื่องจากความชื นส่งผลให้มีจ านวนแบคทีเรียมีจ านวนลดลง (Valdez และคณะ, 1985)  
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี ยงเชื อ 
  

อาหารเลี ยงเชื อปราศจากแหล่งคารบ์อน (Carbon Free Mineral Medium; CFMM)   
  สารละลายส่วนที่ 1    

แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)      3 กรัม   

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)    2.2 กรัม   

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O)    0.8 กรัม  

ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่น ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 5  
โมลาร์ จนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 ,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดัน
ไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง เตรียมโดยละลายแบคโตอะการ์ 15 กรัม ในอาหารเหลว 1 ,000 
มิลลิลิตร ก่อนน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ  

สารละลายส่วนที่ 2     

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)     0.1 กรัม/มิลลิลิตร   

เฟอริกคลอไรด์ (FeCl3.6H2O)      0.05 กรัม/มิลลิลิตร   

แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2.2H2O)      0.05 กรัม/มิลลิลิตร  

ก าจัดเชื้อโดยกรองสารละลายแต่ละชนิดผ่านชุดกรองส าเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตท (CA) ขนาด 
รูกรอง 0.22 ไมโครเมตร แล้วเติมสารละลายส่วนที่ 2 ชนิดละ 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายส่วนที่ 1 
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง เตรียมโดยละลายผงวุ้น 15 กรัม ในอาหารเหลว 1,000 มิลลิลิตร ก่อน 
น าไปนึ่งฆ่าเช้ือ  
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อาหารเลี ยงเชื อ Luria-Bertani (LB)   

ทริปโตน (Tryptone)         10 กรัม   

ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)      5 กรัม   

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       5 กรัม  

ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่น ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 5  
โมลาร์ จนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดัน
ไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง เตรียมโดยละลายผงวุ้น 15 กรัม ในอาหารเหลว 1,000 มิลลิลิตร ก่อน 
น าไปนึ่งฆ่าเช้ือ  

 

อาหารเลี ยงเชื อ Luria-Bertani เจือจาง 4 เท่า (0.25X LB)  

ผสมอาหารเหลว LB ปริมาตร 250 มิลลิลิตร และน้ ากลั่นปริมาตร 750 มิลลิลิตร น าไปนึ่ง 
ฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 อาหารเลี้ยงเชื้อ 0.25X LB ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ 0.3 โมลาร์ ให้เติมโซเดียมคลอไรด์ 
17.53 กรัม ลงในอาหารเหลว 0.25X LB ก่อนน าไปนิ่งฆ่าเช้ือ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 0.25X LB ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ 0.5 โมลาร์ ให้เติมโซเดียมคลอไรด์ 
29.22 กรัม ลงในอาหารเหลว 0.25X LB ก่อนน าไปนิ่งฆ่าเช้ือ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 0.25X LB ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ 0.5 โมลาร์ ให้เติมโซเดียมคลอไรด์ 
40.91 กรัม ลงในอาหารเหลว 0.25X LB ก่อนน าไปนิ่งฆ่าเช้ือ 
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ภาคผนวก ข 

สูตรและวิธีการเตรียมสารเคม ี
 

สารละลายฟีแนนทรีน เข้มข้น 10,000 มิลลิกรัม/ลิตร (ส าหรับเติมในอาหารเหลว CFMM)   

ฟีแนนทรีน        500 มิลลิกรัม   

ไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (Dimethylformamide)    50 มิลลิลิตร  

ละลายฟีแนนทรีนในไดเมทิลฟอร์มาไมด์จนสมบูรณ์ ก าจัดเชื้อโดยกรองสารละลายผ่านชุด
กรอง ส าเร็จรูปพอลิเตตระฟลูออโรเอทิลีน (PTFE) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

สารละลายฟีแนนทรีน เข้มข้น 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร (ส าหรับเติมในดิน)   

ฟีแนนทรีน        250 มิลลิกรัม   

อะซิโตน (Acetone)       250 มิลลิลิตร  

ละลายฟีแนนทรีนในอะซิโตนจนสมบูรณ์ ก าจัดเชื้อโดยกรองสารละลายผ่านชุดกรอง 
ส าเร็จรูปพอลิเตตระฟลูออโรเอทิลีน (PTFE) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส 

 

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 5 โมลาร์   

โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)      20 กรัม   

น้ าปลอดประจุ        100 มิลลิลิตร  

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิดการ 
ละลายสมบูรณ์ รอให้เย็นลง แล้วปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร    

 

สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์   

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       8.5 กรัม   

น้ ากลั่น         1,000 มิลลิลิตร  

ละลายสารในน้ ากลั่น น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
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สารละลายซูโครส เข้มข้น 500 กรัม/ลิตร 

ซูโครส (Sucrose)      50 กรัม 

น้ ากลั่น         100 มิลลิลิตร  

ละลายสารในน้ ากลั่น น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 110 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี    

 

สารละลายไกลซีนบีเทน เข้มข้น 500 กรัม/ลิตร 

ไกลซีนบีเทน (Glycine betaine)     50 กรัม 

น้ ากลั่น         100 มิลลิลิตร  

ละลายสารในน้ ากลั่น ก าจัดเชื้อโดยกรองสารละลายแต่ละชนิดผ่านชุดกรองส า เร็จรูป
เซลลูโลสอะซีเตท (CA) ขนาด รูกรอง 0.22 ไมโครเมตร 

 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์   

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS)           10 กรัม   

น้ าปลอดประจุปราศจากเช้ือ      100 มิลลิลิตร  

  

สารละลาย Tris เข้มข้น 1 โมลาร์ pH 8.0   

Tris (tris[hydroxymethyl]aminomethane)    12.11 กรมั    

น้ าปลอดประจุ        100 มิลลิลิตร  

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิดการ 
ละลายสมบูรณ์ ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริดจนมีค่าเท่ากับ 8 และปรับปริมาตร 
สุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

  

สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0  

  EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt)  16.81 กรัม   

น้ าปลอดประจุ        100 มิลลิลิตร  
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ละลายสารในน้ าปลอดประจุ 50 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก ปรับความเป็น 
กรด-ด่างด้วยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์ จนมีค่าเท่ากับ 8 กวนจนสารเกิดการละลายสมบูรณ์ และ 
ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

สารละลายไลโซไซม์ เข้มข้น 0.6 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร   

ไลโซไซม์ (lysozyme)       60 มิลลิกรัม   

สารละลาย TE        1 มิลลิลิตร  

  

สารละลายโปรตีนเนสเค เข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร   

โปรตีนเนสเค (proteinase K)      10 มิลลิกรัม   

น้ าปลอดประจุปราศจากเช้ือ      1 มิลลิลิตร  

  

สารละลายโซเดียมคลอไรด์ เข้มข้น 5 โมลาร์   

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       29.22 กรัม   

น้ าปลอดประจุ        100 มิลลิลิตร  

ละลายสารในน้ าปลอดประจุ น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

 

สารละลายเซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ในโซเดียมคลอไรด์ (CTAB/NaCl)   

เซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (CTAB)    10 กรัม   

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       4.1 กรัม   

น้ าปลอดประจุ        100 มิลลิลิตร  

ละลายโซเดียมคลอไรด์ในน้ าปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก ให้ 
ความร้อนพออุ่น แล้วค่อยๆละลาย CTAB ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที      
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คลอโรฟอร์ม:ไอโซเอมิลแอลกอฮอลล์ อัตราส่วน 24:1   

คลอโรฟอร์ม        96 มิลลิลิตร   

ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์       4 มิลลิลิตร      

 

ฟีนอล:คลอโรฟอร์ม อัตราส่วน 1:1   

ฟีนอล         50 มิลลิลิตร   

คลอโรฟอร์ม        50 มิลลิลิตร      

 
เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์   

เอทานอล 99 เปอร์เซ็นต์       70 มิลลิลิตร   

น้ าปลอดประจุ        30 มิลลิลิตร      

 
บัฟเฟอร์ Tris-acetate-EDTA เข้มข้น 50 เท่า (50X TAE)   

Tris (tris[hydroxymethyl]aminomethane)    242 กรัม   

กรดอะซิติก (glacial acetic acid)     57.1 มิลลิลิตร   

สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0    100 มิลลิลิตร   

น้ าปลอดประจุ        1,000 มิลลิลิตร  

ละลาย Tris ในน้ าปลอดประจุ 600 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิด 
การละลายสมบูรณ์ เติมกรดอะซิติกและสารละลาย EDTA ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
น าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

  

บัฟเฟอร์ Tris-acetate-EDTA เข้มข้น 1 เท่า (1X TAE)   

บัฟเฟอร์ 50X TAE       20 มิลลิลิตร   

น้ ากลั่น         980 มิลลิลิตร      
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สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร   

เอธิเดียมโบรไมด์ เข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร    10 ไมโครลิตร   

น้ ากลั่น         200 มิลลิลิตร  

บัฟเฟอร์ฟอสเฟต pH 7.2 

สารละลาย A 

ไดเบสิกโซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4.2H2O)    7.80 กรัม 

น้ ากลั่น        1 ลิตร 

สารละลาย B 

โมโนเบสิกโซเดยีมฟอสเฟต (NaH2PO4.2H2O)   8.90 กรัม 

น้ ากลั่น        1 ลิตร 

ผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ปริมาตร 36 มิลลิลิตร และ 14 มิลลิลิตร ตามล าดับ 
ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

 

อะกาโรสเจลเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์  
อะกาโรสเจล            2 กรัม   
บัฟเฟอร์ TAE เข้มข้น 50 เทา่        100 มิลลิลิตร   
หลอมให้เข้ากนัด้วยไมโครเวฟหรือการต้มให้ความร้อน  
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ภาคผนวก ค   
ข้อมูลดิบต่างๆ ในการตรึงแบคทีเรีย 

ตารางที่ ค-1 ปริมาณแบคทเีรีย (CFU/กรมัแห้งวัสดุตรึง) ที่สามารถเกาะติดบนกาบมะพร้าวเมื่อแปร
ผันปริมาณกาบมะพร้าวโดยใช้ระยะเวลาตรึง 24 ชั่วโมง  

 

ตารางที่ ค-2 ปริมาณแบคทเีรีย (CFU/กรมัแห้งวัสดุตรึง) ที่สามารถเกาะติดบนกาบมะพร้าวเมื่อแปร
ผันระยะเวลาตรึงโดยใช้ปริมาณกาบมะพร้าว 8 เปอร์เซ็นต์  

 

ปริมาณกาบมะพร้าว 
(เปอร์เซ็นต์) 

(น  าหนัก/ปริมาตร) 

แบคทีเรีย 
(CFU/กรัมกาบมะพร้าวแห้ง) 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ค่าเฉลี่ย±ค่าคลาดเคลื่อน 
2 6.40×108 7.60×108 1.160×109 8.53×108 ± 2.70 
4 6.00×108 6.25×108 7.01×108 6.42×108 ± 0.52 
6 9.30×108 9.60×108 9.60×108 9.27×108 ± 0.42 

8 1.06×109 1.01×109 9.30×108 1.00×109 ± 0.02 

10 2.28×108 3.62×108 3.25×108 3.05×108 ± 0.70 

ระยะเวลาในการตรึง 

(ชั่วโมง) 

แบคทีเรีย(CFU/กรัมกาบมะพร้าวแห้ง) 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ค่าเฉลี่ย±ค่าคลาดเคลื่อน 

0 0 0 0 0 

3 8.20×108   1.06×109   8.40×108   7.40×108 ± 0.54 

6 7.20×108  8.60×108   5.60×108   7.13×108 ± 0.56 

9 8.8×108  9.40×108   8.00×108   8.73×108 ± 0.66 

12 1.69×109 1.54×109   1.54×109   1.59×109 ± 0.90 

24 1.06×109 1.01×109   9.39×108   1.00×109 ± 0.18 

48 5.75×108 8.13×108   6.63×108   6.83×108 ± 0.73 

72 3.58×108  3.73×108   3.50×108   3.60×108 ± 0.16 
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ภาคผนวก ง   
ข้อมูลดิบต่าง ๆ ในการทดลองก าจัดฟีแนนทรีน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ง-1  กราฟมาตรฐานของสารละลายฟีแนนทรีน 

 

 

ตารางที่ ง-1 การค านวณการน ากลับของฟีแนนทรีนจากอาหารเลี้ยงเช้ือ CFMM วิเคราะห์โดย HPLC 

 

ความเข้มข้นฟีแนนทรีน
เริ่มต้น (มิลลิกรัม/ลิตร) 

ความเข้มข้นที่น ากลับ เปอร์เซ็นต ์
การน ากลับของสาร 

200 206.35 
196.35 
190.19 

98.83±4.05 
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ตารางที่ ง-2 ข้อมูลดิบของความเข้มข้นฟีแนนทรีนที่เหลือในการทดสอบการก าจัดฟีแนนทรีนแบบกึง่
ต่อเนื่องในอาหารเลี้ยงเช้ือ CFMM โดยเติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรมั/ลิตร ทุก 3 วัน 
เป็นระยะเวลา 15 วัน 

วันที ่

 

ชุดทดลอง ความเข้มข้นฟีแนนทรีนที่เหลืออยู่ในอาหารเลี ยงเชื อ CFMM 
(มิลลิกรัม/ลิตร) 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ค่าเฉลี่ย±ค่าคลาดเคลื่อน 

0 ชุดควบคุม 206.17 206.47 197.68 203.43±4.90 

3 ชุดควบคุม 163.50 158.30 154.60 158.80±5.63 

ชุดกาบมะพร้าว 61.20 82.29 22.30 61.20±42.48 

ชุดแบคทีเรียตรึง 0.00 0.00 3.92 0.64±2.85 

ชุดแบคทีเรียอิสระ 2.02 1.92 2.59 2.02±0.65 

6 ชุดควบคุม 366.22 284.55 369.23 318.71±35.50 

ชุดกาบมะพร้าว 153.30 212.49 163.92 153.30±18.85 

ชุดแบคทีเรียตรึง 49.54 0.51 10.59 41.41±32.50 

ชุดแบคทีเรียอิสระ 8.08 7.85 3.04 8.08±3.66 

9 ชุดควบคุม 502.37 505.75 514.00 523.47±7.07 

ชุดกาบมะพร้าว 175.89 159.66 179.61 175.89±11.56 

ชุดแบคทีเรียตรึง 141.22 124.92 142.35 136.16±11.18 

ชุดแบคทีเรียอิสระ 159.22 148.21 163.52 159.22±11.01 

12 ชุดควบคุม 790.83 766.63 783.00 826.95±12.66 

ชุดกาบมะพร้าว 378.07 348.32 320.22 378.07±43.27 

ชุดแบคทีเรียตรึง 297.04 350.83 316.01 321.29±26.39 

ชุดแบคทีเรียอิสระ 317.50 328.75 316.01 317.50±10.24 

15 ชุดควบคุม 940.19 947.55 925.04 1019.00±12.24 

ชุดกาบมะพร้าว 587.50 464.55 682.78 587.50±109.63 

ชุดแบคทีเรียตรึง 428.64 432.14 440.05 433.61±5.73 

ชุดแบคทีเรียอิสระ 557.08 641.97 614.77 557.08±99.27 
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ตารางที่ ง-3 ข้อมูลดิบของความเข้มข้นฟีแนนทรีนในกาบมะพร้าวและแบคทีเรียในการทดสอบการ
ก าจัดฟีแนนทรีนแบบกึ่งต่อเนื่องในอาหารเลี้ยงเช้ือ CFMM โดยเติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 
มิลลิกรัม/ลิตร ทุก 3 วัน เปน็ระยะเวลา 15 วัน 

วันที ่

 

ชุดทดลอง ความเข้มข้นฟีแนนทรีนที่เหลืออยู่ในกาบมะพร้าว  
(มิลลิกรัม/0.05 กรัมกาบมะพร้าว) 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ค่าเฉลี่ย±ค่าคลาดเคลื่อน 

3 
ชุดกาบมะพร้าว 124.83 134.58 56.73 105.38±42.41 

ชุดแบคทีเรียตรึง 23.39 9.07 11.43 14.63±7.67 

6 
ชุดกาบมะพร้าว 158.48 212.93 153.14 174.85±33.09 

ชุดแบคทีเรียตรึง 1.60 0.17 0.17 0.64±0.83 

9 
ชุดกาบมะพร้าว 345.02 275.42 393.59 338.01±59.39 

ชุดแบคทีเรียตรึง 35.46 17.09 23.01 25.19±9.38 

12 
ชุดกาบมะพร้าว 407.82 418.49 435.82 421.82±14.13 

ชุดแบคทีเรียตรึง 77.39 75.96 65.98 73.11±6.22 

15 
ชุดกาบมะพร้าว 382.42 508.53 296.38 395.78±106.70 

ชุดแบคทีเรียตรึง 95.95 100.92 159.40 118.76±35.29 
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ตารางที่ ง-4 ข้อมูลดิบของการก าจัดฟีแนนทรีนในการการทดสอบการก าจัดฟีแนนทรีนแบบกึ่ง
ต่อเนื่องในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM โดยเติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทุก 3 วัน 
เป็นเวลา 24 วัน ของแบคทีเรียตรึง 

 

วันที ่
เปอร์เซ็นต์การก าจัดฟีแนนทรีน 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ค่าเฉลี่ย±ค่าคลาดเคลื่อน 

3 100.00 100.00 97.53 99.15±1.42 
6 84.46 99.84 96.68 94.36±7.20 
9 73.02 76.14 72.81 73.99±1.80 
12 64.08 57.58 61.79 61.11±3.93 
15 57.93 57.59 56.82 57.44±1.05 
18 70.42 51.29 48.32 56.80±11.37 
21 63.38 64.54 62.23 64.94±3.13 
24 68.88 65.32 72.43 74.36±8.12 

 
 

ตารางที่ ง-5 การค านวณการน ากลับของฟีแนนทรีนจากดิน วิเคราะห์โดย HPLC 

 

ความเข้มข้นฟีแนนทรีน
เริ่มต้น (มิลลิกรัม/ลิตร) 

ความเข้มข้นที่น ากลับ เปอร์เซ็นต์การ
น ากลับของสาร 

150 133.20 
136.29 
131.80 

89.18±1.53 
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ตารางที่ ง-6 ข้อมูลดิบของฟีแนนทรีนคงเหลือในการทดลองก าจัดฟีแนนทรีนในดินปนเปื้อน 
ฟีแนนทรีนความเข้มข้น 150 มิลลิกรัม/กิโลกรัมดินแห้ง เป็นเวลา 28 วัน 

เวลา 
(วัน) 

ชุดทดลอง 

เปอร์เซ็นต์ฟีแนนทรีนคงเหลอื 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 
ค่าเฉลี่ย±ค่า
คลาดเคลื่อน 

0 ชุดควบคุมปราศจากเช้ือ 109.11 84.34 106.54 100±11.59 
14 ชุดควบคุมปราศจากเช้ือ 

ชุดกาบมะพร้าว 5 เปอร์เซ็นต ์
ชุดแบคทีเรียตรึง 1 เปอร์เซ็นต ์
ชุดแบคทีเรียตรึง 5 เปอร์เซ็นต ์
ชุดแบคทีเรียตรึง 10 เปอร์เซ็นต์ 

78.53 
65.32 
35.20 
20.16 
21.76 

68.96 
80.81 
59.46 
19.91 
29.11 

- 
- 
- 
- 

19.68 

71.74±6.76 
73.09±10.96 
47.33±17.15 
15.23±8.32 
23.52±4.95 

28 ชุดควบคุมปราศจากเช้ือ 
ชุดกาบมะพร้าว 5 เปอร์เซ็นต ์
ชุดแบคทีเรียตรึง 1 เปอร์เซ็นต ์
ชุดแบคทีเรียตรึง 5 เปอร์เซ็นต ์
ชุดแบคทีเรียตรึง 10 เปอร์เซ็นต์ 

62.96 
8.86 
10.55 
1.50 
5.54 

72.46 
7.73 
4.34 
3.67 
2.29 

58.35 
4.34 
6.16 
1.82 
9.39 

64.59±7.20 
6.98±2.36 
10.95±4.99 
2.33±1.17 
5.74±3.55 

หมายเหตุ – คอืค่าที่มีความคลาดเคลื่อนที่มาก จึงไม่อาจน ามาค านวณ 
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ภาคผนวก จ   
ข้อมูลดิบต่างๆ ในการการพัฒนาวธิีการเตรียมหัวเชื อส าหรับแบคทีเรยีตรึง 

เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาแบคทีเรีย 
 
ตารางที่ จ-1 จ านวน Pseudomonas sp. J801 ที่รอดชีวิตหลังจากท าให้แห้งด้วยการผึ่งลมและเก็บ
รักษาที่ อุณหภูมิห้อง เมื่ อ เติมสารป้องกันแบคที เรียความเข้มข้นชนิดละ 2 เปอร์ เซ็นต์   
(น้ าหนัก/ปริมาตร) ในสารแขวนลอยแบคทีเรีย 

เวลา 
(วัน) 

สารป้องกันแบคทีเรีย 

จ านวน Pseudomonas sp. J801 (Log CFU/ มิลลิลติร) 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 
ค่าเฉลี่ย±ค่า
คลาดเคลื่อน 

0 ไกลซีนบีเทน 5.48 5.70 5.78 5.65±0.16 
ซูโครส 8.26 8.30 8.20 8.25±0.05 

3 ไกลซีนบีเทน 0 0 0 0 
ซูโครส 6.70 6.78 6.60 7.41±0.03 

7 ไกลซีนบีเทน 0 0 0 0 
ซูโครส 0 0 0 0 

 

ตารางที่ จ-2 จ านวน Pseudomonas sp. J801 ที่รอดชีวิตหลังจากท าให้แห้งด้วยการผึ่งลมและเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิห้อง เมื่อแปรผันความเข้มข้นซูโครส (น้ าหนัก/ปริมาตร) ในสารแขวนลอยแบคทีเรีย 

เวลา 
(วัน) 

ความเข้มข้นซูโครส 
(น  าหนัก/ปริมาตร) 

จ านวน Pseudomonas sp. J801 (Log CFU/ มิลลิลติร) 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ค่าเฉลี่ย±ค่าคลาดเคลื่อน 

0 1 เปอร์เซ็นต ์ 8.26 8.20 8.28 5.65±0.16 
2 เปอร์เซ็นต ์ 8.26 8.30 8.20 8.25±0.05 
3.5 เปอร์เซ็นต ์ 8.85 8.78 8.78 8.80±0.04 
5 เปอร์เซ็นต ์ 8.78 8.78 8.90 8.82±0.07 

3 1 เปอร์เซ็นต ์ 0 0 0 0 
2 เปอร์เซ็นต ์ 6.70 6.78 6.60 6.69±0.09 
3.5 เปอร์เซ็นต ์ 7.11 7.18 7.23 7.17±0.06 
5 เปอร์เซ็นต ์ 7.38 7.40 7.45 7.41±0.03 
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ตารางที่ จ-2 (ต่อ) จ านวน Pseudomonas sp. J801 ที่รอดชีวิตหลังจากท าให้แห้งด้วยการผึ่งลม
และเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง เมื่อแปรผันความเข้มข้นซูโครส (น้ าหนัก/ปริมาตร) ในสารแขวนลอย
แบคทีเรีย  

เวลา 
(วัน) 

ความเข้มข้นซูโครส 
(น  าหนัก/ปริมาตร) 

จ านวน Pseudomonas sp. J801 (Log CFU/ มิลลิลติร) 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ค่าเฉลี่ย±ค่าคลาดเคลื่อน 

7 1 เปอร์เซ็นต ์ 0 0 0 0 
2 เปอร์เซ็นต ์ 0 0 0 0 
3.5 เปอร์เซ็นต ์ 0 0 0 0 
5 เปอร์เซ็นต ์ 0 0 0 0 

 

 

ตารางที่ จ-3 จ านวนแบคทีเรีย Pseudomonas sp. J801 ที่รอดชีวิตหลังจากท าให้แห้งด้วยการผึ่ง
ลมและเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง เมื่อแปรผันความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
0.25xLB 

เวลา 
(วัน) 

ความเข้มข้นของ
โซเดียมคลอไรด์  

จ านวน Pseudomonas sp. J801 (Log CFU/ มิลลิลติร) 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ค่าเฉลี่ย±ค่าคลาดเคลื่อน 

0 

0.3 โมลาร ์ 8.18 8.23 8.26 8.22±0.04 
0.5 โมลาร ์ 8.04 8.11 7.90 8.22.±0.11 

0.7 โมลาร ์ 6.85 6.90 6.86 6.86.±0.03 

3 
0.3 โมลาร ์ 7.04 7.26 7.11 7.14.±0.11 
0.5 โมลาร ์ 6.85 6.70 7.04 6.86.±0.17 
0.7 โมลาร ์ 0 0 0 0 

7 
0.3 โมลาร ์ 0 0 0 0 
0.5 โมลาร ์ 4.15 4.00 4.15 4.15±0.08 
0.7 โมลาร ์ 0 0 0 0 
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ตารางที่ จ-4 การก าจัดฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร ในระยะเวลา 3 วัน ของ
แบคทีเรียตรึงหลังการเก็บรักษา 

หมายเหตุ – คอืค่าที่มีความคลาดเคลื่อนที่ จึงไม่อาจน ามาค านวณ 

 

 

ตารางที่ จ-4 การก าจัดฟีแนนทรีนความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/ลิตร ในระยะเวลา 3 วัน ของ
แบคทีเรียตรึงหลังการเก็บรักษา 

หมายเหตุ – คอืค่าที่มีความคลาดเคลื่อนที่ จึงไม่อาจน ามาค านวณ

ระยะเวลาเก็บรักษา
แบคทีเรียตรึง (วัน) 

การก าจัดฟีแนนทรีน (เปอร์เซ็นต์) 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ค่าเฉลี่ย±ค่าคลาดเคลื่อน 

0 100 100 97.52 99.18±1.42 

7 77.97 81.84 83.70 81.17±91 

14 73.38 75.99 - 74.18±2.55 

21 63.06 62.26 57.23 60.85±3.16 

ระยะเวลาเก็บรักษา
แบคทีเรียตรึง (วัน) 

การก าจัดฟีแนนทรีน (เปอร์เซ็นต์) 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ค่าเฉลี่ย±ค่าคลาดเคลื่อน 

0 100  97.52 99.18±1.42 

7 77.97 81.84 83.70 81.17±91 

14 73.38  - 74.18±2.55 

21 63.06 62.26 57.23 60.85±3.16 

ระยะเวลาเก็บรักษา
แบคทีเรียตรึง (วัน) 

ความเข้มข้นฟีแนนทรีนคงเหลือในกาบมะพร้าว 

(มิลลิกรัม/กาบมะพร้าว 0.05 กรัม) 

ซ้ าที่ 1 ซ้ าที่ 2 ซ้ าที่ 3 ค่าเฉลี่ย±ค่าคลาดเคลื่อน 

0 23.39 9.07 11.43 14.63±7.64 

7 26.06 33.40 20.21 32.10±6.60 

14 59.09 74.47 - 66.78±10.88 

21 114.26 137.36 112.22 121.28±13.96 
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