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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 
 ไตรคลอโรเอทธิลีน (Trichloroethylene ; TCE) เปนตัวทําละลายอินทรีย (Organic  
Solvent) ที่มีการใชในกระบวนการผลิตอยางแพรหลายของอุตสาหกรรมหลายประเภท เชน 
อุตสาหกรรมผลิตชิ้นสวนอิเลคทรอนิคส  อุตสาหกรรมสีและสิ่งพิมพ เปนตน ซึ่งใชในการกําจัด
คราบ ทําความสะอาดสวนประกอบที่เปนโลหะของอุปกรณตาง ๆ  และเปนตัวทําละลายใน
ผลิตภัณฑตาง ๆ เชน หมึกพิมพ สี แลกเกอร กาว น้ํายาทําความสะอาดพรม น้ํายากําจัดคราบ
เปอน และยังเปนตัวทําละลายสําหรับสกัดคาเฟอีนจากกาแฟ  ประเทศไทยยังไมมีการผลิตสาร
ไตรคลอโรเอทธิลีน ดังนั้นจึงไดนําเขาจากตางประเทศ อาทิเชน ประเทศญี่ปุน  สหราชอาณาจักร 
และประเทศเนเธอรแลนด เปนตน ซึ่งปริมาณการนําเขาไตรคลอโรเอทธิลีนในป  พ.ศ. 2544   มี
ปริมาณนําเขาถึง  6.20  ลานกิโลกรัม และคาดวายังคงมีการนําเขาอยางตอเนื่องในปจจุบัน (กรม
ควบคุมมลพิษ, 2547)  
 ไตรคลอโรเอทธิลีน จัดเปนสารไฮโดรคารบอนซ่ึงเปนหนึ่งในอนุพันธของสารประกอบ
คลอรีนแบบอะลิฟาติก (Chlorinated Aliphatic Hydrocarbons) มีลักษณะทั่วไป เปนของเหลวใส 
ไมมีสี  มีกลิ่นเฉพาะตัว ละลายน้ําไดพอสมควร ( ประมาณ 1.1 กรัมตอลิตร )  เปนสารที่ถูกดูดซึม
ไดดีทั้งจากการสูดดม การกิน และการซึมผานผิวหนัง ทําใหมีการระคายเคืองตอตา ผิวหนัง  และ
เยื่อบุ รวมทั้งมีพิษเฉียบพลันในสัตวเล้ียงลูกดวยนม เปนสาเหตุกอใหเกิดโรคมะเร็งในสัตวทดลอง 
และมีแนวโนมกอใหเกิดโรคมะเร็งสําหรับมนุษยดวย  แตยังไมมีรายงานการยืนยันวาเปนสารกอ
เกิดมะเร็ง  ซึ่งปจจุบันไตรคลอโรเอทธิลีน ถูกจัดใหเปนวัตถุอันตรายชนิดที่ 2 ตามพระราชบัญญัติ
วัตถุอันตราย พ.ศ. 2535 หมายความวา การผลิต การนําเขา การสงออก หรือการมีไวใน
ครอบครอง ตองแจงพนักงานเจาหนาที่ทราบกอน และตองปฏิบัติหลักเกณฑ และวิธีการที่กําหนด
ดวย (กรมควบคุมมลพิษ, 2547)  
 จากการนําไตรคลอโรเอทธิลีนมาใชอยางกวางขวาง ทําใหมีการปนเปอนสูสิ่งแวดลอมได
หลายทาง โดยการปนเปอนหลักมีสาเหตุมาจากการเก็บที่ไมดีพอ การรั่วซึมของถังเก็บไตรคลอโร-
เอทธิลีนใตดิน การกําจัดกากของเสียที่ไมถูกตอง การรั่วไหลหรือเกิดอุบัติเหตุขณะขนสง ทําให 
ไตรคลอโรเอทธิลีนร่ัวซึมลงช้ันใตดิน เนื่องจากไตรคลอโรเอทธิลีนเปนตัวทําละลายอินทรียที่หนัก
กวาน้ําทําใหไตรคลอโรเอทธิลีนซึมลงสูชั้นน้ําบาดาลและดูดซับกับตะกอนใตน้ํา กอใหเกิดปญหา



 2

การปนเปอนในระยะยาว ไตรคลอโรเอทธิลีนมีความสามารถในการละลายน้ําประมาณ 1.1 กรัม
ตอลิตร  ในขณะที่ประกาศของคณะกรรมการสิ่งแวดลอมแหงชาติ ฉบับที่ 20 (พ.ศ.2543) ได
กําหนดคามาตรฐานคุณภาพน้ําใตดินที่เกี่ยวของกับสารอินทรียที่ระเหยงาย    โดยอนุญาตใหมี
ไตรคลอโรเอทธิลีนในน้ําใตดินไดไมเกิน 5 ไมโครกรัมตอลิตร (กรมควบคุมมลพษิ, 2547) 

วิธีการบําบัดน้ําที่มีการปนเปอนสารไตรคลอโรเอทธิลีนมีหลายวิธ ี ไดแก กระบวนการ Air 
Stripping และ Steam Stripping โดยการใชตัวกลางเปนอากาศ และไอน้ําเปนตัวพาไตรคลอโร-  
เอทธิลีนออกจากน้าํ ซึง่ตองนาํอากาศเสยีไปบําบัดกอนปลอยสูบรรยากาศ  กระบวนการดูดซับ
ดวยถานกมัมนัต (Activated Carbon Adsorption) เพื่อดูดซับไตรคลอโรเอทธิลีน    ซึ่งตองนําถาน 
กัมมันตไปกาํจัดตามวิธกีารจัดการของเสยีอันตรายตอไป หรือกระบวนการเกิดปฏกิิริยาออกซิเด- 
ชั่น (Oxidation) เพื่อทําลายพันธะทางเคมขีองไตรคลอโรเอทธิลนี แตวธิีดังกลาวเปนวิธีที่เสยีคาใช 
จายในการบาํบัดสูงและวิธกีารยอยสลายทางชวีภาพแบบใชอากาศ (Aerobic Biodegradation) 
ซึ่งเปนวิธทีี่นาเหมาะสมเพราะประหยัดทีสุ่ด และไมกอใหเกิดผลผลิตที่เปนอนัตรายเมื่อเปรียบ 
เทียบกบัการบาํบัดโดยวิธกีารอื่น  (Arp และ คณะ, 2001) 

การศึกษาที่ผานมา พบวา โทลูอีนและฟนอลสามารถเปนซับสเตรตในกระบวนการรวม
ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลนีทางชวีภาพแบบใชอากาศ และมีประสิทธิภาพดีในการบําบัดไตรคลอ
โรเอทธิลีน (Hopkins และคณะ, 1993a) แตเนื่องจากโทลูอีนและฟนอลจัดเปนสารอันตรายตอ
สุขภาพอนามยัของมนษุยทัง้การหายใจ การรับประทานหรือการซึมผานทางผิวหนงั ดวยเหตุนี้จึง
ไดมีการศึกษาตอมาโดยการนําสารที่ไมเปนอันตรายมาเปนซับสเตรต  เชน กลูโคส (Gao และ 
Skeen, 1999) สารเทอรปนที่สกัดไดจากน้ํามนัหอมระเหยของพืช (Suttinun, 2003)  และเบนซลิ
แอลกอฮอล Tejasen, 2003) เปนตน พบวาไดผลดีเชนเดียวกนั โดยงานวิจัยของ Tejasen(2003) 
พบวา จุลินทรียที่โตบนฟนอลแตไมโตบนโทลูอีนสามารถใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตแทน 
ฟนอลในกระบวนการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศได อีกทั้งมกีารรายงานคาตวั
แปรทางจลนพลศาสตรทําใหสามารถนําคามาเปรียบเทียบได ในขณะที่สารอืน่ ๆ ไมไดมีการ
รายงานคาตวัแปรทางจลนพลศาสตร ดังนัน้งานวิจัยนีจ้ึงสนใจศึกษาการนาํเบนซิลแอลกอฮอลมา
ใชแทนโทลูอีนเพื่อเปนซับสเตรต รวมทั้งคํานวณหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรจากแบบจําลอง
คอมพิวเตอรและสามารถเปรียบเทียบคากบังานวิจยัที่ผานมา เพื่อนาํขอมูลที่ไดนาํมาประยกุตใช
ในการบาํบัดน้ําเสยีที่มกีารปนเปอนไตรคลอโรเอทธิลีน ดวยวิธกีารทางชีวภาพแบบใชอากาศได
ตอไป 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจยั 
 

1.2.1 เพื่อศึกษาความเปนไปไดในการใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตแทนโทลูอีน   
 ในการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนทางชีวภาพแบบใชอากาศ 
1.2.2 เพื่อศึกษาหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของกระบวนการรวมยอยสลายไตร-
 คลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน หรือโตบนเบนซิล-
 แอลกอฮอล  และการยอยสลายแบบใชอากาศของโทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอล 
 โดยใชแบบจําลองคอมพิวเตอร 
1.2.3 เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของกระบวนการรวม
 ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศ เมื่อเปลี่ยนซับสเตรตจากโทลูอีนเปน
 เบนซิลแอลกอฮอล 
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 
การวิจัยในครั้งนี้เปนการวิจัยในระดับหองปฏิบัติการ ใชการทดลองแบบแบตช (Batch) 

ตลอดการวิจัย เพื่อศึกษาการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนทางชีวภาพแบบใชอากาศโดยใชเบนซิล
แอลกอฮอลเปนซับสเตรตแทนโทลูอีน  ดําเนินการ ณ อุณหภูมิหอง  ของศูนยอางอิงทาง
หองปฏิบัติการและพิษวิทยา  สํานักโรคจากการประกอบอาชีพและสิ่งแวดลอม   กรมควบคุมโรค   
กระทรวงสาธารณสุข  ระหวางเดือนมกราคมถึงพฤษภาคม  2548 

 
การศึกษาวิจัยในครั้งนี้กําหนดขอบเขตการวิจัยการวิจัยดังนี้ 
 
1.3.1 การทดลองเพิ่มจํานวนเชื้อจุลินทรียที่สามารถโตบนโทลูอีน ( Toluene - Grown 

Mixed Culture) โดยนําเชื้อจุลินทรียมาจากน้ําเสียในถังเติมอากาศของโรง
ควบคุมคุณภาพน้ําสี่พระยา  สํานักการระบายน้ํา กรุงเทพมหานคร 

1.3.2 การทดลองหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรไดแก คายิลด  ( growth yield ; Y )   
  คาคงที่อัตราการยอยสลายจาํเพาะสูงสุด (maximum specific degradation 
  rate ; kmax)  คาคงทีก่ารอิ่มตัว (half saturation contant ; Ks)   และคา   
  Transformation capacity (Tc) ของกระบวนการรวมยอยสลายแบบใชอากาศ
  ของไตรคลอโรเอทธิลนี  และการยอยสลายแบบใชอากาศของโทลูอีนและเบนซิล
  แอลกอฮอล   
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1.3.3 การทดลองนี้ใชแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM 2.1b ซึง่พัฒนาโดย Peter 
 Reichert : Swiss Federal Institute for Environmental Science and 
 Technology (EAWAG) Switzerland ในการคํานวณหาคาตัวแปรทาง
 จลนพลศาสตร  

 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

1.4.1 สามารถเปรียบเทียบประสิทธิภาพในกระบวนการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิ-
 ลีนแบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่ใชโทลูอีน  หรือเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรต 
1.4.2 สามารถเปรียบเทียบคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรในกระบวนการรวมยอยสลาย
 ไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศระหวางจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน หรือโตบนเบน-
 ซิลแอลกอฮอล 
1.4.3 สามารถนําแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM 2.1b มาใชในการคํานวณหา
 คาตัวแปรทางจลนพลศาสตร  
1.4.4 สามารถนําคาผลการทดลองที่ไดไปเปนแนวทางในการออกแบบระบบบําบัด ใน
 กรณีที่มีการปนเปอนของสารไตรคลอโรเอทธิลีนในภาคสนามเกิดขึ้นตอไปใน
 อนาคตได 
  



 
 

บทที่ 2 
  

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
 
2.1  ไตรคลอโรเอทธิลีน (Trichloroethylene) 
 

ไตรคลอโรเอทธิลีน (Trichloroethylene ; TCE) จัดเปนสารอินทรียสังเคราะห (Xenobiotic 
Compound) มีสถานะเปนของเหลวใส ไมนําไฟฟา ไมมสีี มีกลิ่นเฉพาะตัวคลายอีเธอร  ละลายน้าํได
พอสมควร ประเทศไทยยังไมมีการผลิตสารไตรคลอโรเอทธิลีน ดังนัน้จึงไดนาํเขาจากตางประเทศ อาทิ
เชน ประเทศญี่ปุน  สหราชอาณาจักร และประเทศเนเธอรแลนด เปนตน (กรมควบคุมมลพิษ, 2547)  
คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของไตรคลอโรเอทธิลีน ดงัแสดงในตารางที ่2.1 
 

2.1.1 การนาํไปใชประโยชน  
 

  ไตรคลอโรเอทธิลีนถกูนาํไปใชประโยชนในดานตาง ๆ ดงันี ้
 
  1.  ในทางอุตสาหกรรม ประมาณรอยละ 85 - 90 ใชไตรคลอโรเอทธิลีนในการกาํจัด
คราบ ทาํความสะอาดสวนประกอบที่เปนโลหะของอุปกรณตาง ๆ หรือช้ินสวนอิเลก็ทรอนกิส 

 2.  เปนตัวทาํละลายในผลติภัณฑตาง ๆ เชน หมึกพิมพ สี แลกเกอร กาว น้ํายาทํา
ความสะอาดพรม น้ํายากาํจัดคราบเปอน น้ํายาฆาเชือ้ และใชเปนตัวทําละลายสําหรับสกัดคาเฟอนี
จากกาแฟ 

 3. เปนสารสําหรับยุติปฏิกิริยาลูกโซในการผลิตโพลีไวนลิคลอไรด(Polyvinylchloride) 
 4.  ใชเปนสารตั้งตน หรือตัวกลาง (Intermediate) เพื่อสังเคราะหสารอินทรียชนิดอื่น 

ๆ เชน เพนตะคลอโรอีเทน (Pentachloroethane) เปนตน 
  5.  ใชเปนสารทดแทนสารซีเอฟซี (Chlorofluorocarbon ; CFC)  เพื่อลดผลกระทบ

ของสภาวะกาซเรือนกระจกในอุตสาหกรรมผลิตชิ้นสวนอิเลคทรอนิคส ฟอกหนงั ทําสารเคลือบ
กระดาษและกาว เปนตน 
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   ตารางที่ 2.1  คุณสมบัติของไตรคลอโรเอทธิลีน (กรมควบคุมมลพษิ, 2547) 
 

ชื่อสามัญ  Trichloroethylene 
CASRN (Chemical Abstracts Service Registry Number) 79-01-6 
สูตรโมเลกุล C2HCl3 
สูตรโครงสราง 

 
MCL (Maximum contaminant level)                                            (3) 0.005  มก./ล.                (1) 
MCLG (Maximum contaminant level goal)                                  (4) zero                       (1) 
TLV-STEL (Threshold Limit Value, Short Term Exposure Limit)   (5) 200     มก./ล.                       
TLV-TWA  (Threshold Limit Value , Time Weighted Average)    (6) 50       มก./ล.                       
น้ําหนกัโมเลกลุ 131.39 
จุดเดือด 86.9°C 
จุดหลอมเหลว -84.8°C 
จุดวาบไฟ - 
อุณหภูมิติดไฟไดเอง 410°C 
ชวงความเขมขนที่ติดไฟ 8 - 10.5 %ในอากาศ 
ความดันไอ (ที่ 20°C) 57.8 มม.ปรอท 
ความสามารถในการละลายน้ํา (ที ่25°C) 1.1  กรัม/ลิตร 
ความหนาแนนไอ 4.53  กรัม/ลบ.ม. 
ความถวงจําเพาะ (ที่ 20°C) 1.4642   
คาคงที่ของเฮนรี่  (ที่ 25°C บรรยากาศ x ลูกบาศกเมตร / โมล) 1.03 x 10-2                    (2)  
คา Organic Carbon-Water Partition Cofficient (Koc) 93 

 
(1)  U.S.EPA, 2002       (2)  U.S.EPA, 2000 
(3)  MCL   :  The recommended maximum contaminated level allowed in drinking water. 
(4) MCLG  : The future goal of recommended maximum contaminated level allowed in drinking  water.  
(5)  TLV-TWA : The average concentration under which most people can work consistently for eight  
                 hours, day in, day out, with no harmful effects. 
(6)  TLV-STEL  :  The maximum concentration permitted for a continuous 15-minute exposure period. 
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2.1.2 ความเปนพิษ และอันตรายตอสุขภาพอนามัย  
 

  การเขาสูรางกายของสารไตรคลอโรเอทธิลีนในระยะเวลาสั้น ๆ ยังไมมีการยนืยนัวา
ถูกสะสมในอวัยวะตาง ๆ เนื่องจากไตรคลอโรเอทธิลีนถูกขับออกทางลมหายใจ และสลายตัวไดอยาง
รวดเร็ว แตการไดรับไตรคลอโรเอทธิลีนเปนเวลานานจะมีการสะสมในอวัยวะตาง ๆ ได  สวนใหญไตร-
คลอโรเอทธิลีนผานเขาสูรางกายไดโดยการหายใจ และทางผิวหนงั อาการของการไดรับสารไตรคลอโร-
เอทธิลีนเปนดงันี ้

 1. ทางเดนิหายใจ การหายใจเขาไปจะกอใหเกิดการระคายเคืองตอทางเดินหายใจ 
ทําใหเกิดอาการปวดศีรษะ เวียนศีรษะ คลื่นไส ไอ หายใจติดขัด หมดสติ เปนลม และอาจเสียชวีิตได
เมื่อสัมผัสกับไอระเหยที่ความเขมขนสูง ๆ  

 2. ทางผิวหนงั การสัมผัสถกูผิวหนงัซ้ําหรอืเปนระยะเวลานานจะกอใหเกิดการระคาย
เคืองและทาํใหผิวหนงัอักเสบเนื่องจากการสูญเสียไขมันของชั้นผิวหนังไดเกิดภาวะภูมิแพตอการสมัผัส 

 3. การรับประทานเขาไป จะทําใหเกิดการระคายเคืองตอทางเดินอาหาร และทําให
เกิดอาการคลื่นไส ไอ ปวดทอง ทองรวง และอาจหมดสติได 

 4.   ไตรคลอโรเอทธิลีนกอใหเกิดมะเร็งในอวัยวะตาง ๆ ของสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม  
และมีแนวโนมในการเกิดมะเร็งในมนุษย ( International Agency for Research on Cancer  จัดให
ไตรคลอโรเอทธลิีนเปนสารในกลุม 2A) (กรมควบคุมมลพิษ, 2547) 

 สําหรับคามาตรฐานความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลนีในน้ําใตดิน กําหนดใหไมเกิน 
5  ไมโครกรัมตอลิตร ตามประกาศคณะกรรมการสิ่งแวดลอมแหงชาติ ฉบับที ่20 (พ.ศ. 2543) 

 ไตรคลอโรเอทธิลีนมพีิษเฉยีบพลันในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม โดยผลความเปนพิษแบบ
เฉียบพลนัในสัตวทดลองแสดงดังตารางที่  2.2 

 
ตารางที่  2.2  ผลความเปนพิษแบบเฉียบพลันในสัตวทดลองของไตรคลอโรเอทธิลีน 

        (กรมควบคุมมลพิษ, 2547) 
 

ชนิดสัตวทดลอง ลักษณะความเปนพษิ ปริมาณที่กอใหเกิดพษิ 
หน ู inhaleLC50 ในเวลา 4 ชัว่โมง 6,690  ppm  
 oral  LD50 4,920  mg/kg      
 ip  LD50 2,725  mg/kg 
กระตาย dermal  LD50 20  mg/kg         
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หมายเหต ุ
-  inhale LC50 คือ ปริมาณสารพิษที่เขาไปโดยการหายใจซึ่งทาํใหสัตวทดลองตายไปรอยละ  50  
-  oral   LD50   คือ  ปริมาณสารพิษที่เขาไปโดยทางปากซึ่งทาํใหสัตวทดลองตายไปรอยละ 50  
-  ip LD50  คือ ปริมาณสารพษิที่เขาไปโดยการฉีดเขาชองทองซึ่งทําใหสัตวทดลองตายไปรอยละ 50  
-  dermal  LD50  คือ ปริมาณสารพิษที่เขาไปโดยทางผวิหนังซึง่ทําใหสัตวทดลองตายไปรอยละ  50  

 
 2.1.3  การปนเปอนสูสิ่งแวดลอม  
 

          ไตรคลอโรเอทธิลีนเขาสูส่ิงแวดลอมไดหลายวิธีดงันี ้
   1.  การจัดการของเสียที่ไมถูกตอง    เชน การฝงกลบภาชนะบรรจุทีย่ังมีไตรคลอโรเอทธ-ิ

ลีนเหลือ อยู  การเทไตรคลอโรเอทธิลีนที่เหลือหรือใชแลวลงอางลางมอืในหองปฏิบัติการ เปนตน ทาํให
ไตรคลอโรเอทธิลีนปนเปอนในดินและน้ําใตดิน  

   2.  การผลิต รวมทั้งการแบงบรรจุ โรงงานที่ไมมีระบบการควบคุมที่ดี จะทาํใหไตรคลอ-
โรเอทธิลีน ระเหยกลายเปนไอเขาสูบรรยากาศ หรือปนเปอนในน้ําทิ้งได 

   3.   การเก็บรักษาและการขนสง ไดแก การรั่วไหล หรืออุบัติเหตุ 
   4. การใช ทั้งในอุตสาหกรรม หองปฏิบัติการ และบานเรือน ทาํใหไตรคลอโรเอทธิลนี 

เขาสูส่ิงแวดลอม โดยการระเหยเขาสูบรรยากาศ 
 

          ปญหาตอน้ําใตดินทีป่นเปอนไตรคลอโรเอทธิลีน โดยสามารถสรุปตามสมบัตทิี่กอให 
เกิดดังนี ้ 
         1. ไตรคลอโรเอทธิลนีมีความสามารถในการระเหยกลายเปนไอไดสูง เพราะมีคาความ
ดันไอสูง คือ   57.8 มิลลิเมตรปรอท เมื่อเทียบกับน้าํซึ่งมีความดนัไอเพียง 12.8 มิลลิเมตรปรอท ดังนัน้
ไตรคลอโรเอทธิลีนจะระเหยอยูในอากาศไดงาย กอปญหาใหเกิดกับรางกายที่มโีอกาสรับสารเขาไป
ทางการหายใจ และใน ขณะเดียวกนัหากสารดังกลาวอยูในน้าํใตดิน จะกระจายตัวแทรกซึมไปอยู
ชองวางของดนิหรือรอยแตกของหนิไดดี  
          2.  ไตรคลอโรเอทธิลนีมีคาความถวงจาํเพาะสงู (1.46) เมื่อเทยีบกับน้าํดังนัน้เมื่อแทรก
ซึมลงไปถงึชั้นลางของน้ําใตดิน จะไปรวมตัวกันอยูบนชัน้ดินเหนยีวหรอืหินที่ยอมใหไตรคลอโรเอทธิลีน
ซึมผานไดยาก 
          3.  ไตรคลอโรเอทธิลนีมีความสามารถในการละลายน้าํมากกวามาตรฐานน้าํใตดินมาก 
และสามารถยดึติดกับชั้นดินไดดี จึงสามารถละลายออกมาสูน้าํอยางชา ๆ กอใหเกดิการปนเปอนใน
น้ําใตดินเปนเวลานาน  
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    ตารางที่ 2.3  คาครึ่งชวีิตของไตรคลอโรเอทธิลนีในสิง่แวดลอม (กรมควบคุมมลพษิ, 2547) 
 
ส่ิงแวดลอม คาครึ่งชีวิต คําอธิบาย 
อากาศ 

 
น้ําผวิดิน 

 
น้ําใตดิน 

 
 
ดิน 

1.1 วัน – 11.3 วนั 
 

6 เดือน - 1 ป 
 

10.7 เดือน - 4.5 ป 
 
 

6 เดือน – 1 ป 

คํานวณจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่นโดยแสง กับอนุมูลอิสระ 
ไฮดรอกซิล 
คํานวณจากปฏิกิริยาการยอยสลายโดยชีวภาพในน้ําแบบ
ใชออกซิเจน  
คํานวณจากปฏิกิริยาการแตกสลายดวยน้าํ (10.7 เดือน) 
และปฏิกิริยาการยอยสลายแบบไมใชออกซเิจนในตะกอน
ดิน (4.5 ป) 
คํานวณจากปฏิกิริยาการยอยลลายโดยชีวภาพแบบใช
ออกซิเจน 

 
2.2   วธิีการบําบัดสารประกอบคลอรนีไฮโดรคารบอนชนิดอะลิฟาติก(Chlorinated Aliphatic     
       Hydrocarbons ; CAHs) โดยวิธีการทางชีวภาพ 

 
สารประกอบคลอรีนไฮโดรคารบอนชนิดอะลิฟาติก (CAHs) ถูกผลติขึ้นครั้งแรกในศตวรรษที ่ 

19  สารกลุมนี้ไดแก เตตระคลอโรเอทธลิีน (Tetrachloroethylene ; PCE)  ไตรคลอโรเอทธิลีน 
(Trichloro ethylene ; TCE)  1,1 ไดคลอโรเอทธิลีน (1,1-Dichloroethylene ; 1,1-DCE)   ทรานส-1,2-
ไดคลอโรเอทธิลีน (1,2 tran-Dichloroethylene ; trans-DCE)   ซิส-1,2–ไดคลอโรเอทธิลีน (1,2 cis-
Dichloro ethylene ; cis-DCE)  ไวนิลคลอไรด (Vinylchloride ; VC)  และ  1,1 ไดคลอโรอีเทน (1,1-
Dichloro ethane ; 1,1-DCA)  เปนตน 
 สาร CAHs ถูกนํามาใชในอตุสาหกรรมหลายชนิด โดยใชเปนตัวชะลางน้ํามนัในอุตสาหกรรม
อิเล็กทรอนกิส เครื่องยนต เครื่องกลตาง ๆ หรือใชเปนตัวทําละลายในอุตสาหกรรมสี อุตสาหกรรมซัก
ลางเสื้อผา เปนตน  สาร CAHs จัดเปนสารพิษชนิดหนึง่ที่กอปญหาแกมนษุยและสิง่แวดลอม ถาไดรับ
ในปริมาณมากจะมีผลกระตุนระบบประสาทสวนกลางอยางรนุแรง หากมีการสะสมในรางกายเปน
เวลานานจะมผีลทําลายตับและไต อีกทั้งพบวาเปนสารกอมะเร็งในสัตวเลี้ยงลกูดวยน้าํนมซึ่งอาจจะ
รวมถึงมนษุยดวย สาร CAHs เหลานี ้สามารถถูกบาํบัดไดโดยวิธีการทางชีวภาพ ซึ่งแบงเปน  3  วิธี
หลัก ๆ  ตามตารางที่ 2.4 ดังนี ้
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2.2.1 การใชเปนซับสเตรต (Usage as Primary Substrate)  
 
 เปนกระบวนการยอยสลายทางชวีภาพที่พบไดทั่วไปในธรรมชาติ ในระบบบําบัดน้าํ

เสียชุมชน และระบบบําบัดน้ําเสยีอุตสาหกรรมโดยจุลินทรียสามารถใชสาร CAHs เปนซับสเตรต เพื่อ
เปนแหลงคารบอน และพลังงานสําหรับการเจริญเติบโต  

 
ตารางที่ 2.4 การยอยสลายสาร CAHs ทางชีวภาพในสภาวะตาง ๆ 

(McCarty,1997;Coleman,2002a) 
   

สารประกอบ 
CAHs 

สูตร
โครงสราง 

การใชเปน 
ซับสเตรต 

การรวมยอย 
ภายใตสภาวะใช

อากาศ 

การแทนที่ฮาโลเจน
อะตอมดวยไฮโดรเจน
อะตอมในสภาวะ 

ไรอากาศ   
Carbon tetrachloride 
Chloroform 
Methylene chloride 

CCl4 
CHCl3 

CH2Cl2 

       - 
 - 
ได 

0 
x 

xxx 

xxxx 
xx 
- 

1,1,1-Trichloroethane 
1,1-Dichloroethane 
1,2-Dichloroethane 
Chloroethane 

CH3CCl3 
CH3CHCl2 

CH2ClCH2Cl 
CH3CH2Cl 

- 
- 
ได 
ได 

x 
x 
x 
xx 

xxxx 
xx 
x 
- 

Tetrachloroethylene 
Trichloroethylene 
1,2-Dichloroethylene 
1,1-Dichloroethylene 
Vinylchloride 

CCl2=CCl2 
CHCl=CCl2 

CHCl=CHCl 
CH2=CCl2 

CH2=CHCl 

- 
- 
ได 
- 
ได 

0 
xx 
xxx 
x 

xxxx 

xxx 
xxx 
xx 
xx 
x 

หมายเหต ุ      0-นอยมาก ; x-นอย ; xx-ปานกลาง ; xxx-ดี ; xxxx-ดีมาก 
 

  จากตารางที่ 2.4 พบวาสาร CAHs ที่มีจํานวนอะตอมของคลอรีน (Cl) รวมอยูใน
โมเลกุลนอย สามารถเปนซับสเตรตได ภายใตสภาวะที่มีอากาศ เชน เมทธิลีนคลอไรด (DCM)   1,2–
ไดคลอโรอีเทน (1,2-DCA)   คลอโรอีเทน (CA)   ซิส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-1,2 -DCE)  และ   ไว-
นิลคลอไรด (VC)     ( Hartmans, 1992 ; Coleman, 2002b ; Verce, 2000)   แตจุลินทรียที่ใชสาร 
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 CAHs เปนซบัสเตรตไดนั้นพบไดนอยในธรรมชาติ โดยสวนมากสาร CAHs สามารถถกูบําบดัดวย
กระบวนการรวมยอยสลายแบบใชอากาศ (Aerobic Cometabolism) และกระบวนการแทนที่ฮาโลเจน
อะตอมดวยไฮโดรเจนอะตอมในสภาวะแบบไรอากาศ (Anaerobic Reductive Dehalogenation)  
(McCarty, 1997)  
 

2.2.2 กระบวนการรวมยอยสลายภายใตสภาวะที่ใชอากาศ (Aerobic Cometabolism) 
 
 กระบวนการรวมยอยสลายภายใตสภาวะที่ใชอากาศ คือ การทีจุ่ลนิทรียไดรับแหลง

อินทรียคาร- บอน และแหลงพลงังานจากซับสเตรต (Growth substrate) เพื่อใชในการเจริญเติบโต 
และสรางเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารอื่น (Non-growth substrate) ที่ไมมีประโยชนตอตัวจุลนิทรีย
เองได 

 การศึกษากระบวนการรวมยอยสลายเริ่มมีตั้งแตปพ.ศ. 2493 มีจุดมุงหมาย เพื่อใช
สําหรับอุตสาหกรรมเคมี  เชน สารอะโรมาติก สารอินทรียคลอรีน  เปนตน รวมทั้งอุตสาหกรรมผลิตปุย  
และอุตสาหกรรมปโตรเลียม (Arp และคณะ, 2001)  และมีการคนพบกระบวนการรวมยอยสลายไตร-
คลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศเปนครั้งแรกในปพ.ศ. 2528 (Wilson และ Wilson, 1985) โดยฉีดกาซ
ธรรมชาติ และออกซิเจนลงไปในคอลัมนดินที่มีไตรคลอโรเอทธิลีนปนเปอนอยู  เพื่อกระตุนใหจุลินทรีย
ที่อยูในดินสรางเอนไซมในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ซึ่งกระบวนการดังกลาวอธิบายไดดัง
รูปที่ 2.1 และ 2.2  

                 MMO 
     CH4                             CH3OH                 H2CO                HCOOH                CO2 

NADH , O2                   Synthesis       NADH              NADH 
      (Cell, MMO) 
               รูปที ่2.1   ปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของมีเทน (McCarty,1997) 
 

    TCE                            TCE epoxide 
                           MMO             

                                                                    CO2 , Cl- , H2O 
                    NADH , O2 

                 รูปที่ 2.2  ปฏิกิริยาการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน (McCarty,1997) 

 

C C 

Cl 

Cl 

C

H

 

O
C C

Cl 

Cl 

Cl 

H
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 รูปที่ 2.1 เปนปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของมีเทน ซึ่งใชมเีทนเปนซับสเตรตโดยเมทาโน-
โทรป(Methanotroph)  ใชเอนไซม MMO (Methane Monooxygenase) และพลังงานในรูปของ 
NADH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide)  โดยไดผลผลิต คือ  การสังเคราะหของเซลล MMO 
และพลังงานที่เพิม่ข้ึนในรูปของ NADH   

 รูปที่ 2.2 เปนปฏิกิริยาการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดยเอนไซม MMO และ
พลังงานในรูปของ NADH ที่ไดจากกระบวนการ Methane Oxidation จะเปลี่ยนรปูไตรคลอโรเอทธิลีน 
(TCE) ใหอยูในรูปของ TCE epoxide ซึ่งเปนสารที่ประกอบดวยอะตอมของออกซิเจน 1 อะตอม และ
อะตอมของคารบอน 2 อะตอมในลักษณะเปนรูปสามเหลีย่ม ที่ไมเสถียรและเปลี่ยนรูปไดเร็วเปน
คารบอนไดออกไซด (CO2) คลอไรด (Cl-)  และน้าํ (H2O)  
  สาร CAHs ทีส่ามารถถูกยอยสลายไดโดยกระบวนการนี ้  ไดแก คลอโรฟอรม เมทธ-ิ 
ลีนคลอไรด (DCM)  1,1,1-ไตรคลอโรอีเทน(1,1,1-TCA)  1,1–ไดคลอโรอีเทน(1,1-DCA) 1,2–ไดคลอ-
โรอีเทน(1,2-DCA) คลอโรอีเทน(CA)   ไตรคลอโรเอทธิลีน(TCE)  ซิส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลนี (cis-1,2 -
DCE)  ซิส-1,1-ไดคลอโรเอทธิลีน(cis-1,1 -DCE)   และไวนิลคลอไรด(VC)  เปนตน 
 

2.2.3 การแทนที่ฮาโลเจนอะตอมดวยไฮโดรเจนอะตอมในสภาวะไรอากาศ 
  (Anaerobic Reductive Dehalogenation) 

 
  การแทนที่ฮาโลเจนอะตอมดวยไฮโดรเจนอะตอม เปนกระบวนการที่เกดิขึ้นในสภาวะ
ไรอากาศโดย  ฮาโลเจนอะตอม จะถูกแทนที่ดวยไฮโดรเจนอะตอม สาร CAHs ที่สามารถถูกยอยสลาย
ไดโดยกระบวน การนี ้  ไดแก คารบอนเตตระคลอไรด  คลอโรฟอรม 1,1,1-ไตรคลอโรอีเทน (1,1,1-
TCA)   1,1–ไดคลอโรอีเทน (1,1-DCA)   1,2–ไดคลอโรอีเทน (1,2-DCA)  เตตระคลอโรเอทธิลีน (PCE)       
ไตรคลอโรเอทธิลีน (TCE)  ซิส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-1,2 -DCE)   ซิส-1,1-ไดคลอโรเอทธิลีน   
(cis-1,1 -DCE)   และ   ไวนิลคลอไรด (VC)  เปนตน ผลผลิตจากการยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีน
โดยวิธนีี้ตามลาํดับ ไดแก ไดคลอโรเอทธิลีนไอโซเมอร (Dichloroethylene isomers ; DCEs)  ประกอบ 
ดวย  1,1-ไดคลอโรเอทธิลีน (1,1-DCE)   ทรานส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลีน (tran-DCE)    ซิส-1,2-ได-
คลอโรเอทธิลนี (cis-DCE)  และไวนิลคลอไรด (VC) ซึ่งเปนสารที่เปนอันตรายและเอทธิลีน (Ethylene) 
จะเปนสารที่ไมเปนอนัตรายซึ่งเปนสารยุตขิองกระบวนการนี้ ดงัรูป ที่  2.3 
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        ไตรคลอโรเอทธิลีน  
 
            
 
 
 
         ซิส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลีน              ทรานส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลีน       1,1-ไดคลอโรเอทธิลีน 
        
    
 
 
 
               ไวนิลคลอไรด 
 
 
 
 
       เอทธิลนี 
 

 รูปที่ 2.3 การแทนที่ฮาโลเจนอะตอมดวยไฮโดรเจนอะตอมในสภาวะไรอากาศ 
 
 อัตราการเปลีย่นรูปของ CAHs โดยวิธีการแทนที่ฮาโลเจนอะตอมดวยไฮโดรเจน

อะตอมในสภาวะไรอากาศ จะเกิดขึ้นเรว็สําหรับสารประกอบที่มีคลอรีนอะตอมจาํนวนมาก และชา
สําหรับสารประกอบทีม่ีจํานวนคลอรีนอะตอมนอย ดังนั้นกระบวนการนี้จงึมักจะสงผลใหเกิดการสะสม
ของ DCEs และ VC (Semprini, 1997) 

 
 

 

Ethylene 
C C 

H 

H 

H 

H 

C C 

H 

H 

Cl 

H 

VC 

cis-DCE 
C C 

Cl 

H 

Cl 

H 

tran-DCE 
C C 

H 

Cl 

Cl 

H 

1,1-DCE 
C C 

Cl 

Cl 

H 

H 

C C 

Cl 

Cl 

Cl 

H 

TCE 
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2.3 ซับสเตรตที่ใชในกระบวนการรวมยอยสลายภายใตสภาวะที่ใชอากาศ  
 

 ซับสเตรต (Growth substrate) เปนแหลงคารบอนและพลงังาน เพื่อใชในการเติบโตของ       
จุลินทรีย รวมทั้งเปนตัวเหนีย่วนาํใหจุลินทรียสรางเอนไซมในกระบวนการรวมยอยสลายภายใตสภาวะ
ที่ใชอากาศของไตรคลอโรเอทธิลีน จากการศึกษาที่ผานมามีซับสเตรตหลายชนิด ไดแก มีเทน (Chang 
และ Alvarez-Cohen, 1996 ; Semprini และคณะ, 1990)  ฟนอล (Ayoubi และ Harker,1998 ; 
Folsom และคณะ, 1990; Hopkins และคณะ, 1993a)  บิวเทน (Kim และคณะ, 2000)  เอทธีลีน 
(Ensign และคณะ,1992)    โพรเพน (Tovanabootr และ Semprini, 1998 ; Wackett  และคณะ, 
1989a) โทลูอีน (Nelson และคณะ, 1987 ; Wackett และ Gibson, 1988 ; Shields และคณะ, 1989)  
คลีซอล (Folsom และคณะ, 1990 ; Wackett and Gibson, 1988 ; Nelson และคณะ, 1988) 
แอมโมเนยี  (Arciero และคณะ, 1989 ; Nelson และคณะ, 1988 ; Wackett และ Gibson, 1988)    
ไอโซปรีน (Ewers และคณะ, 1991)  กลูโคส (Ensign, 1996 ; Gao and Skeen,1999) โพรพีลีน 
(Ensignและคณะ, 1992)  ไวนิลคลอไรด (Hartmans and Bony, 1992 ; Coleman และคณะ, 2002 ; 
Verce และคณะ, 2000)  เปนตน 

 
 ซับสเตรตที่กลาวมานี ้ มเีทนเปนซับสเตรตที่มีการศึกษาอยางกวางขวาง แตมีการรายงานของ 
Bielefeldt และคณะ (1995) และ Hopkins และคณะ (1993a) วาในการนาํไปใชงานภาคสนาม        
จุลินทรียที่ใชซบัสเตรตประเภทอะโรมาติกไฮโดรคารบอน ไดแก ฟนอลและโทลอีูน สามารถบําบัด   
ไตรคลอโรเอทธิลีนไดดีกวาจลิุนทรียที่ใชซบัสเตรตประเภทอะลิฟาติกไฮโดรคารบอน ไดแก มีเทนเปน      
ซับสเตรต 
 
2.4   โทลูอีน (Toluene) 

 
 โทลูอีน (Toluene)  เปนไฮโดรคารบอนชนิดอะโรมาติก  เปนของเหลวใส ไมมีสี มกีลิ่นคลาย 
อะโรมาติกเหมือนเบนซีน จดัเปนสารไวไฟ เสี่ยงตอการติดไฟและการระเบิด สารนีส้ามารถลกุติดไฟได 
เมื่อสัมผัสกับความรอน ประกายไฟ หรือเปลวไฟ  โทลอีูนถูกนําไปใชเปนตัวทําละลายในอุตสาหกรรม
ยา เคม ี ยาง และพลาสตกิ เปนตัวทําละลายหลักในสี แลกเกอร และน้ํายาเคลอืบเงา น้ําหมกึ และ
น้ํายาลบคราบเปอน รวมทั้งใชผสมน้าํมันเชื้อเพลิงของเครื่องยนต เพื่อเพิม่ประสิทธิภาพการเผาไหม
ของเชื้อเพลงิ (กรมควบคุมมลพิษ, 2545) คุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของโทลูอีนแสดงใน
ตารางที่ 2.5 
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2.4.1 ความเปนพิษ และอันตรายตอสุขภาพอนามัย 
 
  อันตรายตอสุขภาพอนามัย (Heath Effects) โดยการเขาสูรางกายของสารโทลอีูน

สวนใหญผานเขาไปโดยการหายใจและสามารถซึมผานเขาไปทางผิวหนัง การหายใจเขาไปจะกอให 
เกิดการระคายเคือง เกิดอาการปวดศีรษะ วงิเวียนศีรษะ คลืน่ไส และมึนงง การสัมผัสถูกผิวหนงัจะ
กอใหเกิดการระคายเคือง ทําใหเกิดผื่นแดง และผิวหนงัอักเสบ การกลืนหรือกินเขาไปจะกอใหเกิดการ
ระคายเคือง ทาํใหปวดทอง ปวดศีรษะ วงิเวียน และมนึงงได (กรมควบคุมมลพิษ, 2545) 

  
       ตารางที่ 2.5  คุณสมบัติของโทลูอีน (กรมควบคุมมลพษิ, 2545) 
 

ชื่อสามัญ  Toluene 
CASRN (Chemical Abstracts Service Registry Number) 108-88-3 
สูตรโมเลกุล C6H5CH3 
สูตรโครงสราง 

 
MCL (Maximum contaminant level)                                            (3) 1 มก./ล.                             (1) 
MCLG (Maximum contaminant level goal)                                 (4) 1 มก./ล.                             (1) 
TLV-STEL (Threshold Limit Value, Short Term Exposure Limit)   (5) 150 มก./ล.                      
TLV-TWA  (Threshold Limit Value , Time Weighted Average)    (6) 50   มก./ล.                      
น้ําหนกัโมเลกลุ 92.13 
จุดเดือด 110.4°C 
จุดหลอมเหลว -95°C 
จุดวาบไฟ 6 - 10°C 
อุณหภูมิติดไฟไดเอง 535°C 
ความดันไอ (ที่ 30°C) 36.7 มม.ปรอท 
ความสามารถในการละลายน้ํา (ที ่25°C) 0.526 กรัม/ลิตร      (2) 
ความหนาแนนไอ 3.2 กรัม/ลบ.ม. 
ความถวงจําเพาะ (ที่ 20°C) 0.866  
คาคงที่ของเฮนรี่ (ที่ 25°C บรรยากาศ x ลูกบาศกเมตร / โมล) 6.64 x 10-3                      (1) 
คา Organic Carbon-Water Partition Cofficient (Koc) 130                         
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(1)  U.S.EPA, 2002        (2)  U.S.EPA, 2000 
(3)  MCL      :  The recommended maximum contaminated level allowed in drinking water. 
(4)  MCLG : The future goal of recommended maximum contaminated level allowed in drinking  water.  
(5)  TLV-TWA : The average concentration under which most people can work consistently for eight  
                  hours, day in, day out, with no harmful effects. 
(6)  TLV-STEL  :   The maximum concentration permitted for a continuous 15-minute exposure period. 

 
 สําหรับมาตรฐานความเขมขนของโทลูอีนที่ยอมใหปนเปอนในน้ําดื่มตองมีคาไมเกนิ 1 

มิลลิกรัมตอลิตร  ตามประกาศคณะกรรมการสิ่งแวดลอมแหงชาติ ฉบับที่ 20 (พ.ศ. 2543) 
 โทลูอีน จัดเปนสารพิษแบบเฉียบพลนัโดยปริมาณความเขมขนทีก่อใหเกิดพษิแบบ

เฉียบพลนัในสัตวทดลอง ดังแสดงตารางที่ 2.6 
 

ตารางที่ 2.6 ผลความเปนพษิแบบเฉียบพลันในสัตวทดลองของโทลูอีน (กรมควบคุมมลพิษ,2545) 
 

ชนิดสัตวทดลอง ลักษณะความเปนพษิ ปริมาณที่กอใหเกิดพษิ 
หน ู inhal  LC50 ในเวลา 4 ชัว่โมง 4,000    ppm  
 oral  LD50 5,000    mg/kg      
 ip  LD50 1,640    mg/kg 
กระตาย dermal  LD50 14,000  mg/kg         

 
หมายเหต ุ

- inhal  LC50  คือ  ปริมาณสารพิษที่เขาไปโดยการหายใจซึ่งทาํใหสัตวทดลองตายไปรอยละ  50  
- oral   LD50   คือ  ปริมาณสารพิษที่เขาไปโดยทางปากซึ่งทาํใหสัตวทดลองตายไปรอยละ  50  
- ip LD50   คือ ปริมาณสารพษิที่เขาไปโดยการฉีดเขาชองทองซึ่งทําใหสัตวทดลองตายไปรอยละ 50 
- dermal  LD50  คือ ปริมาณสารพิษที่เขาไปโดยทางผวิหนังซึง่ทําใหสัตวทดลองตายไปรอยละ  50  
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2.4.2 ขอดีและขอเสียของการใชโทลูอีนเปนซับสเตรตในการรวมยอยสลาย 
 ไตรคลอโรเอทธิลนีแบบใชอากาศ 
 
        ขอดีของการใชโทลูอีนเปนซบัสเตรต ไดแก  

1. โทลูอีนเปนซับสเตรตที่มีประสิทธิภาพในการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนไดดี   
Hopkins และคณะ (1993a) พบวาการใชโทลูอีนเปนซับสเตรตมีประสิทธิภาพใน
การบําบัดไตรคลอโรเอทธิลนีถึงรอยละ 71  เมื่อเทียบกบัการใชฟนอล มีเทน และ
แอมโมเนยีเปนซับสเตรตซึ่งมีประสิทธิภาพรอยละ  58  6  และ 2 ตามลําดับ 

2. โทลูอีนมีสถานะเปนของเหลว สามารถนาํมาใชงานไดสะดวก 
 
             ขอเสยีของการใชโทลูอีนเปนซับสเตรต ไดแก 

      1.   โทลูอีนเปนสารที่เสีย่งตอการจุดตดิไฟและการระเบิด ซึ่งอนัตรายตอการเกบ็ และ 
       การนําไปใชในภาคสนาม 
     2.   โทลูอีนทาํใหผูสูดหายใจเขาไปเกดิอาการมนึงง เหนื่อยลา ออนเพลยี ความรุนแรง 
           ข้ึนอยูกับปริมาณความเขมขนและระยะเวลาที่สมัผัสเมื่อไดรับโทลูอีนสะสมเขาสู   
           รางกายเปนเวลานานจะกอใหเกิดโรคมะเร็ง 
     3.   โทลูอีนจัดเปนสารอนัตรายและไมสามารถใชในภาคสนามได ถาไมมีการควบคุม   
           ตามกฎหมาย 

 
 2.5  เบนซิลแอลกอฮอล (Benzyl alcohol)  

 
 เบนซิลแอลกอฮอล (Benzyl alcohol) หร่ือช่ืออ่ืน ๆ เชน Benzenemethanol, Phenyl- 
carbinol; Phenylmethyl alcohol, Alpha-Hydroxytoluene, Benzoyl alcohol, Hydroxytoluene, 
Benzenecarbinol, Alpha-toluenol, (hydroxymethyl) benzene เปนของเหลวใส ไมมีสี มีกลิ่นหอม
หวานของอะโรมาติก เบนซิลแอลกอฮอลเปนสารที่พบไดในพืชหลายชนิด เชน  ชาเขียวมีเบนซิล
แอลกอฮอลเปนสวนประกอบอยู 1-30 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เบนซิลแอลกอฮอลถูกใชเปนวัตถุดิบต้ังตน
และเปนสารตัวกลางที่สําคัญในอุตสาหกรรมสบู น้ําหอม ยา  เคร่ืองสําอาง ใชแตงรสชาติอาหารเชน
หมากฝรั่งมีเบนซิลแอลกอฮอลเปนสวนผสมอยู 1254 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  เครื่องดื่มบางชนิดมีเบนซิล
แอลกอฮอลเปนสวนผสมอยู 400 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (European Commission, 2002)  รวมทั้งใช
เปนตัวทําละลายในอุตสาหกรรมยา  คุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของเบนซิลแอลกอฮอลแสดง
ในตารางที่ 2.7 
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ตารางที่  2.7 คุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของเบนซิลแอลกอฮอล (Chemical Land21, 2000) 

 
(1)  U.S.EPA, 2002        (2)  U.S.EPA, 2000 
(3)  MCL      :  The recommended maximum contaminated level allowed in drinking water. 
(4)  MCLG : The future goal of recommended maximum contaminated level allowed in drinking  water.  
(5)  TLV-TWA : The average concentration under which most people can work consistently for eight  
                  hours, day in, day out, with no harmful effects. 
(6)  TLV-STEL  :   The maximum concentration permitted for a continuous 15-minute exposure period. 

 
 
 

ชื่อสามัญ  Benzyl alcohol 
CASRN (Chemical Abstracts Service Registry Number) 100-51-6 
สูตรโมเลกุล C6H5CH2OH 
สูตรโครงสราง 

 
MCL (Maximum contaminant level)                                            (1) - 
MCLG (Maximum contaminant level goal)                                                         (2) - 
TLV-STEL (Threshold Limit Value, Short Term Exposure Limit)   (3) -  
TLV-TWA  (Threshold Limit Value , Time Weighted Average)    (4) - 
น้ําหนกัโมเลกลุ 108.14 
จุดเดือด 203 - 205°C 
จุดหลอมเหลว -15°C 
จุดวาบไฟ 104°C 
อุณหภูมิติดไฟไดเอง 436°C 
ความดันไอ (ที่ 20°C) 0.099 มม.ปรอท     
ความสามารถในการละลายน้ํา 40 กรัม/ลิตร 
ความหนาแนนไอ  3.72 กรัม/ลบ.ม. 
ความถวงจําเพาะ (ที่ 20°C) 1.046  
คาคงที่ของเฮนรี่ (ที่ 25°C บรรยากาศ x ลูกบาศกเมตร / โมล) 3.37 x 10-7                     
คา Organic Carbon-Water Partition Cofficient (Koc) 100 
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2.5.1 ขอดี และขอเสียของการใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตในการรวมยอย 
          สลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศ 
 
           ขอดีของการใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรต ไดแก 

1. เบนซิลแอลกอฮอลมีสถานะเปนของเหลวละลายน้ําไดดี สามารถนํามาใชงานได
สะดวก 

2. เบนซิลแอลกอฮอลเปนสารทีไ่มมีพิษรุนแรง และไมกอใหเกิดมะเรง็ของอวัยวะ
ตาง ๆ ในสัตวทดลอง (National Technical Information Service, 1989) 

 
 ขอเสียของการใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรต ไดแก 

1. เบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตที่มีประสิทธิภาพการบาํบัดไตรคลอโรเอทธิลีน 
ต่ํากวาโทลูอีน  Kelly และคณะ (2000) รายงานคา Transformation capacity 
(Tc)  ของการใชโทลูอีนเปนซับสเตรตเทากับ 0.035  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีน
ตอมิลลิกรัมมวลเซลลมากกวาคา Tc  ของการใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรต
เทากับ 0.030 มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล (Tejasen, 
2003)   
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2.6 วิถีการยอยสลายไตรคลอโรเอทธลิีน (Trichloroethylene Transformation Pathways) 
 
 รูปที่ 2.4  เปนวิถกีารยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนในกระบวนการรวมยอยสลายทางชีวภาพ
แบบใชอากาศ โดยไตรคลอโรเอทธิลีน (TCE) ถกูออกซิไดซโดยเอนไซม Toluene-2-monooxygenase 
(T2MO) ใหอยูในรูปของ TCE epoxide ที่ไมเสถียรและสามารถเปลี่ยนรูปไดเร็วใหกลายเปนกาซ
คารบอนมอนอก ไซด (CO)  กรดฟอรมิก (Formic acid)  กรดไกลออกซิลิก (Glyoxylic acid)  และกรด
ไดคลอโรอะซิติก (Dichloroacetic acid)  กอนที่จะเปลีย่นรูปเปนกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) คลอ-
ไรด (Cl) และน้ํา (H2O) (Whittaker และคณะ, 2003) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   
             
            
       
รูปที่ 2.4  วิถีการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ( ดัดแปลงจาก Whittaker และคณะ, 2003) 
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สวนไตรคลอโรเอทธิลีน (TCE) ที่ถูกออกซิไดซใหอยูในรูปของ TCE epoxide โดยเอนไซม 
Toluene dioxygenase (TDO)   TCE epoxide จะเปลี่ยนรูปเปนกรดฟอรมิก (formic acid) และกรด
ไกลออกซิลิก (glyoxylic acid) เทานั้น จะไมเกิดกาซคารบอนมอนอกไซด (CO) เปนผลผลิต  
(Whittaker  และคณะ, 2003) 

 
2.7   วิถีการยอยสลายโทลูอีน  (Toluene Degradation Pathways) 

 
โทลูอีนถูกยอยสลายทางชีวภาพแบบใชอากาศไดหลายวิถีดังรูปที่ 2.5 ดังนี ้ 
 
วิถีที่ 1 TOL plasmid  Pseudomonas putida mt-2 ใชเอนไซมซึ่งสังเคราะหจากยีนในสวน 

TOL plasmid เปลี่ยนรูปโทลูอีนเปน Benzoate ซึ่งจลุินทรียตวันี้ออกซิไดซโทลูอีนที ่ Methyl group 
(Shield และคณะ, 1989) แตไมสามารถเปลี่ยนรูปไตรคลอโรเอทธิลีนได จากนัน้ Benzoate ถูกเปลี่ยน
รูปเปน Catechol กอนทีจ่ะถูกยอยสลายตอไป (Nelson  และคณะ,1988) 

วิถีที่ 2 TDO Pseudomonas putida F1 ใชเอนไซม Toluene dioxygenase เปลี่ยนรูปโทลูอีน
เปน Toluene-cis-dihydrodiol ซึ่งเอนไซมนี้สามารถเปลี่ยนรูป TCE และ cis-DCE ไดแตไมสามารถ
เปลี่ยนรูป VC ได  จากนั้น Toluene-cis-dihydrodiol ถูกเปลี่ยนรูปเปน 3-methylcatechol โดย
เอนไซม Toluene-cis-dihydrodiol dehydrogenase และ 3-methylcatechol ถูกแตกอะโรมาติกโดย 
meta fission เปน 2-hydroxy-6-oxohepta-2,4-dienoic acid ตอไป (Nelson  และคณะ,1987) 

วิถีที่ 3 T2MO Burkholderia.cepacia G4 ใชเอนไซม Toluene-2-monooxygenase เปลี่ยน
รูปโทลูอีนเปน o-Cresol ที่ตําแหนง ortho position  จากนั้น o-Cresol ถูกเปลี่ยนรูปเปน 3-
methylcatechol โดยเอนไซม    Toluene monooxygenase และ 3-methylcatechol   ถูกแตกอะโร-
มา ติกโดย meta fission เปน Muconic acid Semialdehyde ตอไป (Nelson  และคณะ, 1987) 

วิถีที่ 4 T3MO  Ralstonia pickettii PKO1 ใชเอนไซม Toluene-3-monooxygenase เปลี่ยน
รูปโทลูอีนเปน m-Cresol ที่ตําแหนง meta position  จากนั้น m-Cresol ถูกเปลี่ยนรูปเปน  4-
methylcatechol โดยเอนไซม Toluene monooxygenase และ 3-methylcatechol ถูกแตกอะโร-
มาติกโดย meta fission เปน Muconic acid Semialdehyde ตอไป (Nelson และคณะ, 1987) 

วิถีที ่ 5 T4MO  Pseudomonas mendocina KR1 ใชเอนไซม Toluene-4-monooxygenase 
เปลี่ยนรูปโทลอีูนเปน p-Cresol ที่ตําแหนง para position จากนัน้ p-Cresol ถูกเปลี่ยนรูปเปน 4-
methylcatechol ตอไป (Shield และคณะ, 1989) 
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รูปที่ 2.5   วิถกีารยอยสลายโทลูอีน 
(ดัดแปลงจาก Shields และคณะ, 2001 และ Nelson และคณะ, 1987) 
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2.8   วิถกีารยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอล (Benzyl alcohol Degradation Pathways) 
 
เบนซิลแอลกอฮอลถูกยอยสลายทางชีวภาพแบบใชอากาศไดอยางนอย 2 วิถีดงัรูปที่ 2.6 ซึง่

อธิบายไดดังนี ้
 
วิถีที ่1 Monooxygenase  เบนซิลแอลกอฮอลเปลี่ยนรูปเปน 2-hydroxy benzyl alcohol โดย

ใชเอนไซม monooxygenase  ซึ่งเอนไซมนี้สามารถรวมยอยสลาย TCE ได (Tejasen, 2003) 
วิถีที ่2 Alcohol dehydrogenase เบนซิลแอลกอฮอลเปลี่ยนรูปไดอีกรูปหนึง่เปน 

benzaldehyde โดยใชเอนไซม Alcohol dehydrogenase แตไมสามารถรวมยอยสลาย  TCE ได 
(Tejasen, 2003) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      รูปที่ 2.6 วถิีการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอล (Tejasen, 2003) 
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2.9   คาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของกระบวนการรวมยอยสลายแบบใชอากาศ 
       (Kinetic Paremeters of Aerobic Cometabolism of CAHs) 
 
 การศึกษาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรมีความสําคัญในการพิจารณา เพื่อนําไปประยุกตใช
กับงานในภาคสนามได โดยคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรจะสามารถประมาณปริมาณซับสเตรตที่ใชใน
การเติบโต ปริมาณออกซิเจนที่ใชในปฏิกิ ริยา  และระยะเวลาที่จุ ลินทรียใชในการยอยสลาย
สารประกอบคลอรีนไฮโดรคารบอนชนิดอะลิฟาติก (CAHs) ซึ่งคาตาง ๆ เหลานี้จะสงผลตอของวิธีการ
บําบัด คาใชจายในการบําบัด ระยะเวลา  และลักษณะของระบบ โดยคาตัวแปรที่ศึกษา ไดแก  ยิลด 
(growth yield ; Y)  คาคงที่อัตราการยอยสลายจําเพาะสูงสุด (maximum specific degradation rate 
; kmax)  คาคงที่การอิ่มตัว (half saturation constant ; Ks)   และ  คา  Transformation capacity (Tc)   
สมการตาง ๆ ใชในกระบวนการ ไดแก 
 
Monod kinetics  
 
 คาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของกระบวนการรวมยอยสลายแบบใชอากาศของไตรคลอโร-   
เอทธิลนี  และการยอยสลายแบบใชอากาศของโทลูอีน และเบนซิลแอลกอฮอล  ใชสมการ Monod 
kinetics  ดังนี ้
 
 
 

โดยที ่   
rc =     Rates of  degradation or  transformation (mg/d) 
C     =     Aqueous  Trichloroethylene concentration  (mg/l) 
kmax  =     Maximum specific rate of degradation or transformation  
   (mg-TCE/mg-cells/d) 
Mx    =     Cells mass (mg) 
KS     =     Half-saturation constant (mg/l) 
 
 
 
 
 

CK
CMkr

S

xmax
c +

⋅⋅−
= (2.1) 
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Xc
c

gx Mbr
T
1rYr ⋅−−⋅=

Cells mass production 
 
 อัตราการเติบโตของเซลลจะข้ึนอยูกับการใชซับสเตรตของเซลล   ความเปนพิษของ TCE ตอ
เซลล  และการสลายตัวของเซลล ดังสมการ 2.2 (Chang and Alvarez-Cohen, 1995a ; Anderson 
and  McCarty,1996)    
 

โดยที ่ rx =    The rate of cell production (mg-cells /d) 
   rg    =    Substrate consumption rate (mg-substrate /d) 
   rc    =    TCE  transformation rate (mg-TCE /d) 
   Y    =    Cellular yield of growth substrate (mg-cells /mg-substrate) 
   Tc    =    Transformation capacity of  TCE (mg-TCE /mg-cells) 
   b    =    Cell decay rate (1 /d) 
 

Transformation capacity(Tc) 
 
 เปนอัตราสวนระหวางมวลของ TCE ที่ถูกบําบัดตอมวลของเซลล (Active cells) ที่ลดลง 
แสดงถึงความเปนพิษของผลผลิต (Transformation product toxicity) จากการบําบัด TCE  ที่มีตอ
เซลล ทําใหเกิดการลดลงของเซลล  (Alvarez-Cohen and  McCarty, 1991)  

 
 
โดยที ่ Tc =  Transformation capacity of  TCE (mg-TCE/ mg-cells) 

 dMc   =  Change in TCE mass during  reaction  time (mg-TCE)  
 dMx   =  Change in active cell concentration during reaction time (mg-cells)  

  
 คาตัวแปรทางจลนพลศาสตรจะบงบอกถงึความรวดเร็วของปฏิกิริยา    ในการรวมยอยสลาย    
ระยะเวลา  ลักษณะของระบบ  ความเขมขน  และปริมาณของซับสเตรตที่ตองการ  ลักษณะของแบบ 
จําลอง     ซึ่งสามารถใชประเมินความเสีย่ง   และวางแผนการทํางานไดในงานจริง       คาตัวแปรทาง
จลนพลศาสตรของการยอยสลายแบบใชอากาศทั้งโทลอีูนและเบนซิลแอลกอฮอล    และกระบวนการ
รวมยอยสลายแบบใชอากาศของไตรคลอโรเอทธิลนีของโทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอล     ไดรวบรวม
และแสดงดังตารางที่  2.8 และ 2.9

x

c
c dM

dMT = (2.3) 

(2.2) 



 
 

   ตารางที่ 2.8    คาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายแบบใชอากาศของซบัสเตรต 
 

Microorganism Growth 
Substrate 

Conc. 
(mg/L) 

kmax 
(1/day) 

KS 
(mg/l) 

Y 
(mg-cells/mg-substrate) 

Reference 

Pseudomonas putida B2 Toluene 1-50 4.0 2.7 0.62 Kelly และคณะ (2000) 
Pseudomonas putida ATCC 23973 Toluene 1-30 10.49 6.0 0.37 Choi และคณะ (1992) 

Burkholderia cepacia G4 Toluene - 8.68 0.074 - Newman และคณะ (1995) 
Pseudomonas cepacia G4 Toluene - 9.27 2.30 - Landa  และคณะ (1994) 

Pseudomonas B1 Toluene 5-20 13.03 1.96 1.22 Chang และคณะ (1993) 
Pseudomonas X1 Toluene 5-20 10.84 1.88 0.99 Chang และคณะ (1993) 

Pseudomonas putida F1 Toluene 1-43 20.60 13.8 1.28 Reardon และคณะ (2000) 
Pseudomonas putida R1 Toluene 4 12.10 0.1 1.20 Pedersen และคณะ (1997) 
Pseudomonas putida 54G Toluene 1-50 10.08 3.98 0.90 Mirpuri และคณะ (1997) 
Pseudomonas putida O1 Toluene 5-70 17.28 15.07 0.64 Oh และคณะ (1994) 

Mixed culture Toluene 1-30 0.44 1.02 0.29 Chang และ Alvarez-Cohen (1995b) 
Mixed culture Toluene 7-15 1.5 1.0 0.77 McCarty และคณะ (1998) 
Mixed culture Benzyl alcohol 1-60 1.06 5.29 0.53 Tejasen (2003) 
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  ตารางที่ 2.9 คาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศ 
 

Microorganism Growth 
Substrate 

Conc.TCE 
(mg/L) 

kmax 
(1/day) 

KS 
(mg/l) 

Tc 
(mg-TCE/mg-Cell) 

Reference 

Pseudomonas putida B2 Toluene 0-10 1.3 6.4 0.035 Kelly และคณะ (2000)       
Burkholderia cepacia G4  Toluene - 3.50 1.577 - Newman และคณะ (1995)   

Pseudomonas cepacia G4 Toluene - 0.95 0.80 - Landa และคณะ (1994)     
Pseudomonas cepacia G4 Toluene 0.65-9.85 1.706 3.81 - Sun และคณะ (1996) 

Pseudomonas cepacia  KR1 Toluene 0.65-9.85 1.89 1.314 - Sun และคณะ (1996) 
Pseudomonas putida F1 Toluene 0.65-9.85 0.75 0.66 - Sun และคณะ (1996) 
Pseudomonas putida F1 Toluene 1.32-13.14 0.49 10.12 0.0052 Heald และ Jenkins (1994) 
Ralstonia pickettii PKO1 Toluene 0-50 0.37 9.80 - Park และคณะ (2002) 

Mixed culture Toluene 1-30 0.17 8.64 0.0073 Chang และ Alvarez-Cohen (1995b)   
Mixed culture Toluene 0.5-1.5 0.7 10 - Mccarty และคณะ (1998)            
Mixed culture Benzyl  alcohol 0.13-2.0 0.084 0.33 0.03 Tejasen (2003) 
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2.10  เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวของ 
   
 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ จําแนกตามซับสเตรต (Growth substrate) ที่ใหพลังงาน และ
เปนแหลงอินทรียคารบอน  สําหรับการเติบโตของจลุินทรีย และเปนตัวเหนีย่วนําใหจุลินทรียสราง
เอนไซมของ     กระบวนการรวมยอยสลายแบบใชอากาศของไตรคลอโรเอทธิลีน  ดังนี ้
  
มีเทน (Methane) 
 
 Little และคณะ(1988)  ทําการศึกษาการยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีน เอนไซม Methane 
monooxygenase (MMO) ทดลองกับน้าํใตดินที่มกีารปนเปอนไตรคลอโรเอทธิลีน โดยสามารถยอย
สลายไตรคลอโรเอทธิลีนไดมากกวารอยละ 40 ในระยะเวลา 20 วนั ซึง่มีอัตราการยอยสลายสูงสุด
ในชวงระยะเวลา 2 ถึง 6 วัน และมีผลผลิตสุดทายเปนคารบอนไดออกไซดปริมาณรอยละ 40.1 ถึง 
42.7   
 
 Oldenhuis และคณะ(1989) และ Tsien และคณะ (1989)  รายงานวาจุลินทรียชนดิ 
Mthylosinus trichosporium  OB3b ซึ่งสราง soluble methane monooxygenase (sMMO) สามารถ
ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ไวนิลคลอไรด และไดคลอโรเอทธิลีนไอโซเมอรได และไตรคลอโรเอทธิลีน
อาจเปนพิษกบั   จุลนิทรียดวย ตอมา DiSpirito และคณะ(1992) รายงานวา Mthylosinus 
trichosporium OB3b สามารถสราง particulate methane monooxygenase (pMMO)  ซึ่งยอย
สลายไตรคลอโรเอทธิลนี ไดคลอโรเอทธิลีนไอโซเมอร และไวนิลคลอไรดไดในอัตราต่ํากวาเอนไซม 
sMMO Arp และคณะ (2001) พบวา sMMO เปนสวนยอยของเมทาโนโทรป และจะเกิดเมื่ออยูภายใต
สภาวะมีความเขมขนของคอปเปอรต่ํา ในขณะที่เอนไซม pMMO จะพบมากในเมทาโนโทรปและ
สามารถเกิดในสภาวะทัว่ไปที่มีของคอปเปอรได 
 
 McCarty และคณะ(1997)  พบวา การใชเอนไซม Methane monooxygenase (MMO) ในการ
ยอยสลายของมีเทนและการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน เกิดการแกงแยงกันระหวางซับสเตรตกับ
ไตรคลอโรเอทธิลีน (Competition Inhibition) สงผลทาํใหอัตราการยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีน
ลดลง 
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โทลูอีน (Toluene) และฟนอล (Phenol) 
 
 Hopkins และคณะ (1993a) ทําการทดลองเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการใชโทลูอีน     
ฟนอล มีเทน และแอมโมเนียเปนซับสเตรตในการรวมแบบใชอากาศ ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน โดย
ฉีดออกซิเจนและซับสเตรตลงไปในบอสังเกตการณที่ขุดลงไปในน้ําใตดิน ณ Moffett Field test site  
(California) เพื่อกระตุนใหจุลินทรียสรางเอนไซมที่ใชในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน  ผล
การศึกษาพบวาจุลินทรียที่ใชโทลูอีนและฟนอลเปนซับสเตรต เพิ่มจํานวนมากกวาและเร็วกวาจุลินทรีย
ที่ใชมีเทนและแอมโมเนียเปนสารอาหาร ประสิทธิภาพในการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนรอยละ 71  , 58  
, 6  และ 2  เมื่อใชโทลูอีน ฟนอล มีเทน และแอมโมเนียเปนซับสเตรตตามลําดับ  โดยโทลูอีนมี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนดีที่สุด แตงานวิจัยในภาคสนามนิยมใชฟนอลเปน
สารอาหารเพราะวาฟนอลมีพิษนอยกวาโทลูอีน   ฟนอลละลายน้ําไดดีกวาโทลูอีนและระเหยกลายเปน
ไอไดนอยกวาโทลูอีน จึงงายที่จะเตรียมเปน stock solution ไวสําหรับใชงานในภาคสนาม  
 
 Hopkins และคณะ (1993b) ทําการทดลองตอเนื่องโดยทําการทดลองในภาคสนามและใน
หองปฏิบัติการเพื่อนําขอมูลที่ไดมาเปรียบเทียบกัน โดยฉีดฟนอลความเขมขน 12.5 มิลลิกรัมตอลิตร
และออกซิเจน 35 มิลลิกรัมตอลิตรลงไปในบอสังเกตการณที่ขุดลงไปในน้ําใตดินที่ Moffett Field test 
site  (California) พบวาประสิทธิภาพในการยอยสลาย TCE รอยละ 88  เมื่อความเขมขนของ TCE อยู
ในชวง 62 ถงึ 500 ไมโครกรัมตอลิตร และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ TCE เปน 1000 ไมโครกรัมตอลิตร 
ประสิทธิภาพในการยอยสลาย TCE ลดลงเหลือรอยละ 77  และประสิทธิภาพในการยอยสลาย TCE 
เพิ่มข้ึนเปนรอยละ 90  เมื่อเพิ่มความเขมขนของฟนอลเปน 25 มิลลิกรัมตอลิตร ขณะที่ความเขมขน
ของ TCE ยังคงเทาเดิมคือ 1000 ไมโครกรัมตอลิตร 
  
 Hopkins and McCarty (1995)  ทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยใชโทลูอีนเปนซับสเตรตแทนฟนอล
และใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนตัวรับอิเล็กตรอนแทนออกซิเจน จากการศึกษาพบวาการเปลี่ยน
ซับสเตรตจากฟนอลเปนโทลูอีนในชั่วโมงที่ 980 ของการทดลอง จุลินทรียสามารถปรับตัวและยอย
สลายไตรคลอโรเอทธิลีนไดอยางตอเนื่อง และมี o-cresol เกิดขึ้นในบอ แสดงวาในน้ําใตดินอาจมี      
จุลินทรีย Pseudomonas cepacia G4 ใชฟนอลและโทลูอีนเปนซับสเตรตสรางเอนไซม Toluene 
ortho-monooxygenase สวนในชั่วโมงที่ 1680 ของการทดลองไดใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดแทน
ออกซิเจน พบวาไฮโดรเจนเปอรออกไซดใชเปนตัวรับอิเล็กตรอนแทนออกซิเจนไดโดยไมมีผลกระทบตอ
การยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน 
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 Chang and Alvarez-Cohen (1995a) ทําการทดลองเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพจุลินทรีย
ที่ใชกาซมีเทน กาซโปรเพน โทลูอีน และฟนอล เปนซับสเตรตในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน 
(TCE) 1,2–ไดคลอโรอีเทน (1,2-DCA) และคลอโรฟอรม (CF) โดยนําจุลินทรียมาจากดินในหลุมฝง
กลบขยะที่ Berkley (California) ใชกาซมีเทนและกาซโปรเพนเปนซบัสเตรต และนําจุลินทรียมาจาก
น้ําใตดินที่ Livermore (California) ใชโทลูอีนและฟนอลเปนซับสเตรต ผลการทดลองพบวา จุลินทรียที่
ใชกาซมีเทน กาซโปรเพนเปนซับสเตรตสามารถสรางเอนไซมที่ใชยอยสลายสารประกอบคลอรีนที่
อ่ิมตัวและไมอ่ิมตัว (saturated and unsaturated chlorinated organics) ไดแก ไตรคลอโรเอทธิลีน 
1,2–ไดคลอโรอีเทนและคลอโรฟอรม สวนจุลินทรียที่ใชโทลูอีนและฟนอลเปนซับสเตรตสามารถสราง
เอนไซมที่ใชยอยสลายสารประกอบคลอรีนที่ไมอ่ิมตัวคือไตรคลอโรเอทธิลีนไดเทานั้น สวน 1,2–ได-
คลอโรอีเทน คลอโรฟอรม และสารประกอบคลอรีนที่อ่ิมตัวชนิดอื่น จุลินทรียที่ใชโทลูอีนและฟนอลเปน
ซับสเตรตไมสามารถยอยสลายได 
  
 Chang และคณะ (1995b) ไดศึกษาหาคา Transformation Capacity ในการยอยสลาย   
ไตรคลอโรเอทธิลีนของจุลินทรียที่ใชโทลูอีน และฟนอลเปนซับสเตรต พบวา TCE epoxide มีพิษตอ    
จุลินทรียที่ใชทั้งโทลูอีนและฟนอลเปนซับสเตรต ผลการศึกษา Tc มีคาเทากับ 0.0073 และ 0.031 
มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล ตามลําดับ จากคา Tc ที่ได แสดงใหเห็นวา  TCE 
epoxide มีพิษตอจุลินทรียที่ใชโทลูอีนเปนซับสเตรตมากกวาจุลินทรียที่ใชฟนอลเปนซับสเตรต 
 
 Fries และคณะ (1997b) ทําการทดลองโดยนําจุลินทรียมาจากน้ําใตดินที่ Moffett Field test 
site  (California) ซึ่งเปนจุลินทรียที่ใชโทลูอีนและฟนอลเปนซับสเตรต มาทําการทดลองในหอง 
ปฏิบัติการเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการใชโทลูอีนและฟนอลเปนแหลงคารบอนและพลังงานใน
การยอยสลายสารไตรคลอโรเอทธิลีน ผลการทดลองพบวารอยละ 8  ของจุลินทรียที่นํามานั้นเติบโตได
โดยใชโทลูอีนเปน   ซับสเตรตเพียงชนิดเดียวรอยละ 35  ของจุลินทรียที่นํามาเติบโตไดโดยใชฟนอล
เปน ซับสเตรตเพียงชนิดเดียว และรอยละ 57  ของจุลินทรียที่นํามาเติบโตไดโดยใชทั้งโทลูอีนและ      
ฟนอลเปนซับสเตรต จุลินทรียที่เติบโตโดยใชฟนอลเปนซับสเตรตยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนไดดีกวา
จุลินทรียที่เติบโตโดยใชโทลูอีนเปนซับสเตรต โดยจุลินทรียที่เติบโตโดยใชโทลูอีนและฟนอลเปน      
ซับสเตรตใชเอนไซมชนิดเดียวกันในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนคือเอนไซม  Toluene ortho-
monooxygenase 
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 Bielefeldt และคณะ (1995) ทําการทดลองใชจุลินทรียชนิดเสนใย (Filamentous bacteria) 
ซึ่งนํามาจากลําธารใน University of Washington ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน (TCE) และไดคลอโร-
เอทธิลีน (DCE) โดยใชฟนอลเปนซับสเตรต  ผลการทดลองพบวาจุลินทรียชนิดเสนใยสามารถยอย
สลาย     ไตรคลอโรเอทธิลีนไดในอัตรา 0.28 ถึง 0.51 g-TCE/g-VSS-d และยอยสลายไดคลอโรเอทธิ
ลีนไดในอัตรา 0.27 ถึง 1.5 g-DCE/g-VSS-d แตไมสามารถยอยสลายเตตระคลอโรเอทธิลีน (PCE) 
1,1,1-ไตรคลอโรอีเทน  (TCA) และคลอโรฟอรม (CF) ได โดยผลผลิตจากการยอยสลายไตรคลอโรเอ
ทธิลีนและไดคลอโรเอทธิลีนไมเปนพิษตอจุลินทรีย และเกิดการยับยั้งปฏิกิริยา (Competitive 
inhibition) ที่ความเขมขนของฟนอลมากกวา 40 มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีน
มากกวา 130 มิลลิกรัมตอลิตร และความเขมขนของไดคลอโรเอทธิลีนมากกวา 83 มิลลิกรัมตอลิตร 
  
 Futamata และคณะ (2001a)  ศึกษาและเปรียบเทียบการยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีน 
และการยอยสลายของฟนอล  พบวาฟนอลถูกใช เปนซับสเตรตในการยอยสลายของเอนไซมมากกวา
ไตรคลอ-โรเอทธิลีนแสดงใหเห็นวา ไตรคลอโรเอทธิลีนไมมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอล และ
พบวาความเขมขนของฟนอลจะสงผลตอการนํามาใชในกระบวนการยอยสลาย   รวมทั้งศึกษาหาคา
คาคงที่การอิ่มตัว (Half-saturation concentration) ทางจลนพลศาสตรของกระบวนการยอยสลาย
ของไตรคลอโรเอทธิลีนอยูระหวาง 11 ไมโครกรัมและ 800 ไมโครกรัม  
 
cis-Dichloroethylene 
 
 Coleman และคณะ (2002a) ไดทําการทดลองใช c-DCE เปนแหลงพลังงานและคารบอนใน
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย พบวาจุลินทรียที่ใช c-DCE เปนซับสเตรตไดคือ Polaromonas 
vacuolata  strain  JS666   โดยใชเวลาในการเจริญเติบโตประมาณ    73 ชั่วโมง   จุลินทรียนี้สามารถ
ยอยสลาย 1,2-ไดคลอโรอีเทน (1,2-DCA) ไตรคลอโรเอทธิลีน ทรานส-1,2- ไดคลอโรเอทธิลีน  (tran-
DCE) ซิส-1,2-ได-คลอโรเอทธิลีน  (cis-DCE) และไวนิลคลอไรด (VC) ได ผลผลิตขั้นแรกที่ไดจากการ
ยอยสลายคือ Epoxyethane ซึ่งเปนการประหยัดคาใชจายในกรณีที่มีซิส-ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-DCE) 
ปนเปอนและใชซิส-ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-DCE) เปนซับสเตรตในการบําบัด 
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VinylChloride 
 

Hartmans และคณะ (1992) ไดคัดแยกจุลินทรีย Mycobacterium aurum L1 จากดินที่มี
การปนเปอน VC และใช VC เปนซับสเตรต พบวาจุลินทรียชนิดนี้ยอยสลาย VC เปน epoxide-
chlorooxirane โดยเอนไซม alkene monooxygenase และจุลินทรียชนิดนี้ยอยสลาย DCE ไดแตไม
สามารถเติบโตโดยใช DCE เปนซับสเตรต แตจุลินทรียชนิดนี้ยอยสลาย TCE ไมได ตอมา Coleman 
และคณะ (2002b) ไดทําการทดลองใชไวนิลคลอไรด (VC) เปนซับสเตรตสําหรับจุลินทรีย  โดยคัด
แยกจุลินทรียจากดินที่มีการปนเปอน ไวนิลคลอไรด และน้ําเสียจากระบบเอเอส (Activated sludge) 
พบวาจุลินทรียที่ใช VC เปน  ซับสเตรตไดมี 12 ชนิด คือ Mycobacterium strains 11 ชนิด และ 
Nocardioides strain 1 ชนิด ซึ่งจุลินทรียทั้ง 12 ชนิดสามารถใช ethene เปนซับสเตรตไดเชนกันโดยมี 
VC เปนตัวชักนําใหจุลินทรียสรางเอนไซม ethene monooxygenase สวน Verce และคณะ (2000) 
ไดทําการทดลองใชไวนิลคลอไรด (VC) เปนซับสเตรตสําหรับจุลินทรียเชนเดียวกัน โดยคัดแยกจุลินท
รียจากน้ําเสียระบบเอเอส (Activated sludge) ที่ Urbana (Illinois) พบวาจุลินทรียใช VC เปนซับส
เตรตไดเชนกัน โดย VC ถูกยอยสลายเปน VC epoxide จุลินทรียจะไมใช VC เปนซับสเตรต ในกรณีที่
มีไนเตรตเปนตัวรับอิเล็กตรอน และจุลินทรียที่ใช ethene เปนซับสเตรตสามารถปรับตัวไดอยาง
ตอเนื่องเมื่อเปลี่ยนซับสเตรตจาก ethene เปน VC แต VC เปนซับสเตรตที่มีพิษ มีราคาแพงและ         
จุลินทรียที่ใช VC เปนซับสเตรตมีคา Yobs ต่ํากวา ethene ในการทํางานภาคสนามจึงควรใช ethene 
เปนซับสเตรตเพื่อกระตุนใหจุลินทรียเพิ่มจํานวนกอนแลวตามดวย VC  
 
โพรพิลีน (Propylene) 
 
 Ensign และคณะ (1992) ไดทําการศึกษาจุลินทรียชนิด Xanthobacter Strain Py2 ที่ใชกาซ 
propylene เปนซับสเตรตในการยอยสลายสารประกอบ Chlorinated alkenes ผลปรากฏวาจุลินทรีย
ไดสรางเอนไซม alkene monooxygenase ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ทรานส-1,2-ไดคลอโรเอทธิ-
ลีน  ซิส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลีน 1,3-ไดคลอโรโพรพิลีน 2,3-ไดคลอโรโพรพิลีน และ ไวนิลคลอไรด ได 
สวน 1,1-ไดคลอโรเอทธิลีนและเตตระคลอโรเอทธิลีน นั้นจุลินทรียชนิด Xanthobacter Strain Py2 ที่
ใชกาซ propylene เปนซับสเตรตยอยสลายไมไดเลย เปนที่สังเกตวาสารประกอบ Chlorinated 
alkanes ที่ประกอบดวยคารบอน 2 และ 3 อะตอม (C2 and C3 chlorinated alkanes) ไมสามารถถูก
ยอยสลายโดย  จุลินทรียที่สรางเอนไซม alkene monooxygenase เนื่องจากสารประกอบ 
Chlorinated alkanes บางตัวยับยั้งการทํางานของเอนไซมทําใหปฏิกิริยาเกิดชาลง 
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บิวเทน(Butane)  
 
 Kim และคณะ (2000) ทําการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบ 
Chlorinated–methane, Chlorinated–ethane และ Chlorinated–ethene โดยใชกาซบิวเทนเปน    
ซับสเตรต  สําหรับจุลินทรีย ผลการศึกษาพบวาจุลินทรียที่ใชกาซบิวเทนเปนซับสเตรตสามารถยอย
สลายสารประกอบคลอโรมีเทน (CM) ไดคลอโรมีเทน (DCM), คลอโรอีเทน (CA) 1,1-ไดคลอโรอีเทน 
(1,1-DCA) 1,2-ได-คลอโรอีเทน (1,2-DCA) ไวนิลคลอไรด (VC) 1,1-ไดคลอโรเอทธิลีน  (1,1-DCE) 
ซิส–ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-DCE) ได และเอนไซมที่ถูกสรางในการยอยสลายสารประกอบดังกลาวคือ
เอนไซม Butane monooxygenase แตจุลินทรียที่ใชกาซบิวเทนเปนซับสเตรตไมสามารถยอยสลาย
สารไตรคลอโรเอทธิลีนได เปนที่สังเกตไดวาสารประกอบ Chlorinated-Hydrocarbon ดังกลาวที่มี
คลอรีนประกอบอยูในคารบอนหนึ่งอะตอม (All chlorines on one carbon) ถูกยอยสลายไดเร็วกวา
สารประกอบ Chlorinated-Hydrocarbon ที่มีคลอรีนประกอบอยูในคารบอนทั้งสองอะตอม (Chlorine 
on both carbons) 
 
 Tetrabutoxysilane (TBOS) 
 
 Vancheewaran และคณะ (1999) ทําการทดลองใช tetrabutoxysilane (TBOS) เปน      
ซับสเตรตสําหรับจุลินทรียเพื่อยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน และซิส–ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-DCE) โดย
นําจุลินทรีย  มาจากระบบเอเอส (Activated Sludge) ที่ Corvallis (Oregon) เล้ียงดวย TBOS สาร 
TBOS นี้ชักนําให  จุลินทรียสรางเอนไซม monooxygenase ไดแตเอนไซมนี้ไมจําเปนในการยอยสลาย 
TBOS และ TBOS ถูกไฮโดรไลซไดเร็วกลายเปน 1-butanol ซึ่งใชเปนซับสเตรตสําหรับจุลินทรียได
เชนกัน ผลการทดลองพบวา   จุลินทรียสามารถยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน และซิส–ไดคลอโรเอทธิ-
ลีน (cis-DCE) 
 
ฟรุกโตส (Fructose) 
 
 Muller และ Babel (1995) คํานวณหาคาคงที่การอิ่มตัว (Half-saturation concentration ; 
Ks) ทางจลนพลศาสตรของการเจริญเติบโตของ Alcaligenes eutrophus บนฟนอล   กรด 2,4-
Dichlorophenoxyacetic และฟรุกโตส ในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนพบวามีคาเทากับ 11, 59 
และ 14 ไมโครโมลาร ตามลําดับและตัวคงที่อัตราการเจริญเติบโตสูงสุด เทากับ  0.215,  0.39 และ 
0.43 ตอชั่วโมง ซึ่งคาทางจลพลศาสตรบงบอกถึงปริมาณความเขมขนของซับสเตรต และสามารถ
ทํานายแนวโนมของกระบวนการได 
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กลูโคส(Glucose) 
 

Ensign และคณะ (1996) ไดทําการศึกษาจุลินทรียชนิด Xanthobacter  Strain Py2 ที่ใช
กลูโคสเปนแหลงพลังงานและคารบอนในการเจริญเติบโต และเติมกาซ propylene เพื่อเปนตัวชักนํา
ใหจุลินทรียสราง  เอนไซม ผลปรากฏวาจุลินทรียไดสรางเอนไซม alkene monooxygenase ซึ่งเปน
เอนไซมที่ใชในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนได ตอมา  Gao และ Skeen (1999) ไดทําการ
ทดลองใชกลูโคสเปน ซับสเตรตในการบําบัดซิส - ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-DCE)   เนื่องจากกลูโคส
สามารถละลายน้ําไดดี ไมลุกติดไฟและไมเปนพิษ โดยจุลินทรียที่ใชในการทดลองนํามาจากตะกอน
ของ Yakima River delta (Washington State), Dover Air Force Base (Delaware) และ Strother 
Field (Kansas) ผลการทดลองในชุดการทดลองที่เติมทั้งกลูโคสและออกซิเจนพบวาซิส-ไดคลอโรเอท-
ธิลีน (cis-DCE) ลดลงคลอไรดอิออน (Cl-) เพิ่มข้ึน จึงสรุปไดวาสามารถใชกลูโคสเปนซับสเตรตในการ
ยอยสลายซิส-ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-DCE) ได  สวนผลการทดลองในชุดการทดลองที่ไมเติมกลูโคสแต
เติมออกซิเจนพบวาในการทดลองที่ใชตะกอนจาก Yakima River delta มีซิส - ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-
DCE) ลดลง อาจเปนเพราะวาตะกอนจาก Yakima River delta มีสารอินทรียจําพวก cellulose , 
mannose , xylose , ribose และ galactose เปนสวนประกอบซึ่งสารอินทรียเหลานี้สามารถชักนําให 
จุลินทรียสรางเอนไซมในการยอยสลายซิส-ได-คลอโรเอทธิลีน (cis-DCE) ได 
 
เทอรปน (Terpene) 
 
 Suttinun (2003) ทําการทดลองศึกษานําสารเทอรปน (Terpene) ซึ่งเปนสวนประกอบหลักใน
น้ํา   มันหอมระเหยของพืชมาเปนซับสเตรตสําหรับการเจริญเติบโต  และชักนําใหจุลินทรียสราง
เอนไซมแทนโทลูอีน ฟนอลและมีเทน และใชจุลินทรีย Rhodococcus gordoniae P3 และ 
Pseudomonas sp.T1 ที่คัดแยกไดจากดินในทองถิ่นมายอยสลายสารไตรคลอโรเอทธิลีนในดินที่
ปนเปอน สารเทอรปนที่นํามาทดสอบคือคิวมีน ไลโมนีน คารโวน และไพนีน ทดสอบที่ความเขมขนตาง 
ๆ ผลการทดลองพบวาสารเทอร-ปนที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดคือ คิวมีน โดยจุลินทรีย Rhodococcus 
gordoniae P3  ที่ชักนําดวยคิวมีนความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร และจุลินทรีย Pseudomonas 
sp.T1 ที่ชักนําดวย    คิวมีนความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนที่
ความเขมขน 10 สวนในลานสวนไดรอยละ 76 และรอยละ 61  ตามลําดับภายในเวลา 24 ชั่วโมง  
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แลกเตต (Lactate) 
 
 Munakata-Marr และคณะ (1996) ศึกษาการใชแลกเตต  ในการรวมยอยสลายแบบใช
อากาศ ที่ Moffett Field test site  (California) ในชั้นดินและชั้นน้ําใตดินที่มีการปนเปอนสาร          
ไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียชนิด Burkholderia cepacia G4 และ PR1301 แตในระยะยาว
ความสามารถในการยอยสลายจะลดลง  
 
 
เบนซิลแอลกอฮอล (Benzyl alcohol) 
 
 Tejasen (2003)  ไดศึกษาคนควาหาซบัสเตรตชนิดอื่น ๆ มาใชในการรวมยอยสลายแบบใช
อากาศ ของไตรคลอโรเอทธิลีน ซิส-ไดคลอโรเอทธิลีน และไวนิลคลอไรด  ผลการวจิัยพบวา การบําบัด
ไตรคลอโร-เอทธิลีนมีประสิทธิภาพดีจากการใชเบนซิลแอลกอฮอลหรือฟนอลเปนซับสเตรต โดยผลของ
การบําบัดคิดเปนอัตราสวนไวนิลคลอไรด ซิส-ไดคลอโรเอทธิลีน และไตรคลอโรเอทธิลีนทีบํ่าบัดไดตอ
ปริมาณเบนซลิแอลกอฮอลที่ใช 0.048 0.117 และ 0.016 มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัม   
เบนซิลแอลกอฮอล ตามลําดับ เนื่องจากเบนซิลแอลกอฮอลเปนสารทีไ่มมีพิษจงึเปนสารที่นาสนใจใน
การบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนในภาคสนาม 
 
 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 วัสดุอุปกรณ และสารเคม ี
 

3.1.1  วัสดุอุปกรณที่ใชในการวิจัย 
 

- เครื่อง GC - FID : Gas Chromatography 
- เครื่อง HPLC : High Performance Liquid Chromatography 
- เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร  (Spectrophotometer) 
- เครื่องเขยา (Rotary Shaker) 
- เครื่องปนเหวีย่ง (Refrigerated Centrifuge) 
- เครื่องนึ่งฆาเชือ้โรค (Autoclave)  
- เครื่องวัดพีเอช (pH meter) 
- เครื่องชั่งน้าํหนักไฟฟาแบบละเอียด (Analytical Balance) 
- ตูปลอดเชื้อ (Laminar Flow) 
- ขวดซีรัม (Serum Bottle)  
- แผนรองขวดซรัีมชนิดเทฟลอน (Teflon – lined rubber Septum) 
- ที่ผนกึฝาอลูมเินียม (Aluminum Crimp Cap) 
- เครื่องแกวตวงวัดปริมาตร  
- อุปกรณปองกนัความปลอดภัย (หนากาก , แวนตา) 
 

3.1.2  สารเคมีที่ใชในการวิจยั 
 

- ไตรคลอโรเอทธิลีน (Trichloroethylene)  
- โทลูอีน (Toluene)  
- เบนซิลแอลกอฮอล (Benzyl alcohol) 
- เมอคิวริก คลอไรด (Mercuric chloride) 
- สารอาหารตาง ๆ (Nutrients) ตามตารางที่ 3.1 
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ตารางที่ 3.1 สวนประกอบของสารละลาย Basal Salts Medium (Yeager และคณะ, 1999) 
  

ชื่อสารเคมี สูตรทางเคม ี ความเขมขน 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

โปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต KH2PO4 6,800 
โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต K2HPO4 8,700 
โซเดียมไนเตรต NaNO3 531 
แมกนีเซยีมซลัเฟต MgSO4.7H2O 200 
แคลเซียมซัลเฟต CaSO4.2H2O 46.24 
ไดโซเดียม อีดทีีเอ disodium EDTA 10.00 
เฟอรัสซัลเฟต FeSO4.7H2O 8.55 
บอรริคแอซิด H3BO3 1.43 
แมงกานีสซัลเฟต MnSO4.7H2O 1.02 
ซิงคซัลเฟต ZnSO4.7H2O 0.32 
โคบอลตซัลเฟต CoSO4.7H2O 0.10 
คอปเปอรซัลเฟต CuSO4.5H2O 0.08 
โซเดียมโมลิบดินัมออกไซด Na2MoO4.2H2O 0.05 

 
หมายเหต ุ กอนนาํอาหารเลีย้งเชื้อ Basal Salts Medium มาใชตองนาํไปนึ่งฆาเชื้อโรคดวย 

      เครื่อง  Autoclave  ที่อุณหภูมิ 121 °ซ  ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา   
      15 นาท ี

 
3.2  การดําเนินการทดลอง 

 
การวิจยัในครัง้นี้ดําเนนิการที่ศูนยอางองิทางหองปฏิบตัิการและพิษวิทยา สํานกัโรคจากการ

ประกอบอาชพีและสิ่งแวดลอม กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข โดยกาํหนดแผนการวิจัยให
สอดคลองกับวัตถุประสงคและขอบเขตการวิจัยดังนี ้
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3.2.1  การเลี้ยงเชือ้จุลินทรยีทีส่ามารถโตบนโทลูอีน 
       (Enrichment of Toluene grown mixed culture)  
 

(1) นําน้ําเสยีในถงัเติมอากาศของโรงบาํบัดน้าํเสียสีพ่ระยามาเปนเชื้อจุลินทรีย 
(2) เตรียมสารละลาย Basal Salts Medium (BSM) ที่มีสวนประกอบตามตารางที่ 4.1 

เพื่อใชในการเลี้ยงเชื้อ 
(3) ปรับ pH ของสารละลาย BSM ใหเปน 7 ดวย  NaOH  
(4) เติมสารละลาย BSM ปริมาณ 900 มิลลิลิตร และเติมน้ําเสยีจากถงัเติมอากาศของ

โรงบําบัดน้ําเสียสี่พระยาปรมิาณ 100 มิลลิลิตร ลงในขวดโหลแกว พรอมทั้งเติม
อากาศ และทิง้ไว 1 วัน   

(5) เลี้ยงเชื้อจุลนิทรียดวยไอระเหยของโทลูอีน (ความบริสทุธิ์รอยละ 99.5) ดังรูปที่ 3.1 
เพื่อกระตุนใหเชื้อจุลินทรียสามารถโตบนโทลูอีน ระยะเวลาในการเลี้ยงประมาณ   
2-3  เดือน (ลําดับข้ันตอนการทดลองแสดงไวดังรูปที ่3.2) 

 
 

   
 

 รูปที่ 3.1 การเลี้ยงเชื้อจุลนิทรียที่สามารถโตบนซับสเตรตชนิดโทลูอีนได  
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3.2.2  การทดสอบการเจริญเตบิโตของเชื้อจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน 
       (เชื้อจุลนิทรียจากการทดลองขัน้ตอนที่ 3.2.1) 
 

(1) เตรียมสารละลาย BSM และองคประกอบอื่น ๆ ที่ใชในการทดลอง โดยบรรจุลงใน
ขวดทดสอบขนาด 20 มิลลิลิตรจํานวน 9 ชุด ชุดละ 3 ขวดทดสอบ ตามสัดสวนที่
แตกตางกนัดังแสดงในตารางที ่3.2 

(2) นําขวดทดสอบทั้งหมดใสลงในเครื่องเขยา ตั้งความเรว็รอบที่ 200 รอบตอนาท ี ที่
อุณหภูมิหอง  เขยาจนกระทัง่ชุดทดสอบที ่5 ถึง 9 มีความขุนเกิดขึ้น 

 
                 ตารางที่ 3.2  องคประกอบทีบ่รรจุลงในชุดทดสอบจํานวน 9 ชุด ตามสดัสวนที่ตางกนั 

 
ชุดที่ BSM (ml) Toluene (mg/l) Seed (ml)  HgCl2 (mg/l) หมายเหตุ 

1 10 0 0 0 Media control 
2 10 100  0 0 Substrate control 
3 10  100 0.1 1 Nonbiotic control 
4 10 0 0.1  0 Seed control 
5 10 10 0.1  0 - 
6 10  50 0.1 0 - 
7 10 100  0.1 0 - 
8 10 300  0.1 0 - 
9 10 500  0.1 0 - 

 
(3) วัดคาความขุนที่เกิดขึ้นโดยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 550 นาโน

เมตร (Optical density ที่  550 nm ; OD550) ของชุดทดสอบทัง้หมด โดยคา OD550 
ของชุดทดสอบที่มีความเขมขนของโทลูอีนนอยควรมีคานอยกวาคา OD550 ของชุด
ทดสอบที่มีความเขมขนของโทลูอีนมาก ตัวอยางเชน ชุดทดสอบที่ 5 ควรจะมีคา 
OD550 นอยกวาชุดทดสอบที ่ 6, 7, 8 และ 9 ตามลําดับ สําหรับชุดทดสอบที่ 1 ถึง 4 
ซึ่งเปนชุดควบคุมควรจะวัดคา OD550 ไดใกลเคียง 0  แสดงวาเชื้อจุลินทรียสามารถ
เจริญเติบโตบนโทลูอีนได   จึงจะนําเชื้อจุลินทรียที่เลี้ยงไวในขวดโหลแกวตามขัน้ตอน
การทดลองที่ 3.2.1 มาทําการปน  เหวี่ยง และเก็บเซลลเพื่อการใชงานตอไป (ลําดับ
ข้ันตอนการทดลองแสดงไวดังรูปที่ 3.2) 
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3.2.3  การเก็บเซลลจุลนิทรียที่โตบนโทลูอีน  
       (เชื้อจุลนิทรียที่เลี้ยงไวจากการทดลองขั้นตอนที่ 3.2.1)  
 

(1) เก็บตัวอยางน้าํในขวดโหลแกวมาวัดความขุนโดยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรที่ความ
ยาวคลืน่ 550 นาโนเมตรจนกระทั่งไดคาความขุนเทากบั 1.0 (Optical density ที่  
550 nm ; OD550) 

(2) นําน้ําในขวดโหลแกวไปเขาเครื่องปนเหวี่ยง (Refrigerated Centrifuge) โดยตั้ง
ความเร็วรอบที่ 4,800 รอบตอนาท ีเปนเวลา 10 นาท ี

(3) เทสวนทีเ่ปนน้าํใสทิ้ง ลางเซลลดวยสารละลาย BSM 1 คร้ังและเก็บเซลลไวที่
อุณหภูมิ – 4 องศาเซลเซยีส ใน 7 % dimethylsulfoxide เพื่อนํามาใชงานตอไป 
(ลําดับข้ันตอนการทดลองแสดงไวดังรูปที ่3.2) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

41

กรณีที่ขวดทดสอบยังไมมีความขุนเกิดขึ้น 

ทดสอบการเจริญเติบโตของเชือ้จุลนิทรีย 
ตามขั้นตอนที่ 3.2.2 

เก็บเซลลจุลินทรียตามขั้นตอนที่ 3.2.3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             
  รูปที่ 3.2   แผนภาพขัน้ตอนการเพิม่จํานวน การทดสอบ การเจริญเติบโต และการเกบ็เพื่อนาํ    
      มาใชงานของเชื้อจุลินทรยีชนิดที่สามารถโตบนโทลูอีน     
 

เขยา 200 รอบตอนาที ทีอุ่ณหภูมิหอง 

จนกระทั่ง   OD550 = 1 

4800  รอบตอนาที  10 นาที 

ชุดทดสอบ 9 ชุด ๆ ละ 3 ขวด บรรจุ BSM และองคประกอบอื่น ๆ ตามตารางที่ 3.1 

ชุดทดสอบที่ 5  ถึง 9  มีความขุนเกิดขึ้น และวัด OD550 ของขวดทดสอบที่ 5 
ขุนนอยกวาชุดทดสอบที่ 6, 7, 8 และ 9 ตามลําดับ 

เก็บตัวอยางน้ําในขวดโหลแกวมาวัด OD550 ดวยเครื่อง Spectrophotometer 

เก็บตัวอยางน้ําในขวดโหลแกวไปเขาเครื่องปนเหวี่ยง (Refrigerated Centrifuge) 

เทสวนที่เปนน้ําใสทิ้ง ลางเซลลดวยสารละลาย  BSM  1 ครั้ง 

เก็บเซลลที่อุณหภูมิ 4 °ซ  ใน 7 % dimethylsulfoxide 

การเตรียมเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนมาใชงาน ตามขั้นตอนที่ 3.2.4 

เล้ียงเชื้อจุลินทรียดวยไอระเหยของโทลูอีน ดังรูปที่ 3.1 

สารละลาย BSM 900 มล.  
และน้ําเสียจากถังเติมอากาศ 100 มล. ในขวดโหลแกว 
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3.2.4 การเตรยีมเซลลจลุินทรียที่โตบนโทลูอีน และโตบนเบนซิลแอลกอฮอล  
      (เซลลจลุนิทรียที่โตบนโทลูอีนแชเย็นไวจากการทดลองขัน้ตอนที่ 3.2.3)  
 

(1) ละลายเซลลจลิุนทรียที่โตบนโทลูอีนแชเยน็ไวจากการทดลองในขั้นตอนที ่ 3.2.3 และ
ลางดวยสารละลาย BSM 1 คร้ังกอนนํามาเลี้ยงเชื้อใหม 

(2) เลี้ยงเซลลจุลินทรียดวยโทลอีูนหรือเบนซิลแอลกอฮอลใหม โดยใสสารละลาย BSM 
ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ลงในขวดซีรัมขนาด 119 มิลลิลิตร จํานวน 10 ขวด ปดฝาขวด
หลวม ๆ ดวย Teflon – lined rubber septum และครอบดวยกระดาษอลูมิเนียม
ฟอยล   

(3) นําขวดซีรัมทีบ่รรจุอาหารเลี้ยงเชื้อไปนึง่ฆาเชื้อโรคดวยเครื่อง Autoclave ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที   

(4) ตั้งทิง้ไวใหเย็น และปดฝาขวดใหแนนดวย Aluminium crimp caps  
(5) ฉีดโทลูอีนหรอืเบนซิลแอลกอฮอลใหเปนความเขมขนประมาณ 50 มิลลิกรัมตอลิตร 

ลงในขวดซีรัมหลังจากนึ่งฆาเชื้อโรคแลว 
(6) นําขวดซีรัมทีฉ่ีดโทลูอีนหรอืเบนซิลแอลกอฮอลแลวใสลงในเครื่องเขยา ตั้งความเร็ว

รอบที่ 200 รอบตอนาทีตลอด 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมหิอง  
(7) ใสเซลลจุลินทรียแลวลงในขวดซีรัมความเขมขนของเซลลจุลินทรียเร่ิมตน 5 มิลลิกรัม   

ตอลิตร  
(8) นําขวดซีรัมใสลงในเครื่องเขยา ตั้งความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมหิอง 

ตลอดระยะเวลาการทดลอง ระหวางการทดลองเติมออกซิเจนบริสุทธิ์เมื่อความดนัใน
ขวดซีรัมมีคานอยกวาความดันบรรยากาศ (เพื่อใหปริมาณออกซิเจนมมีากพอที่       
จุลินทรียจะนาํ ไปใช) 

(9) วัดความเขมขนโทลูอีนในขวดทดสอบดวยเครื่อง GC-FID หรือเบนซิลแอลกอฮอล
ดวยเครื่อง HPLC ตั้งแตเร่ิมใสเซลล และเก็บตัวอยางตามชวงเวลาที่เหมาะสม 
จนกระทั่งปริมาณโทลูอีนหรอืเบนซิลแอลกอฮอลหมด พรอมทั้งวดัความขุนของน้าํ
(OD550) ดวยเครื่อง Spectrophotometer  

(10) ทําการเติมโทลูอีนหรือเบนซลิแอลกอฮอลที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรใหม จน 
กระทัง่วัดคา OD550  ไดเทากับ 1 

(11) นําไปเขาเครื่องปนเหวีย่ง (Refrigerated Centrifuge) โดยตั้งความเร็วรอบที่ 4,800  
รอบตอนาท ีเปนเวลา 10 นาท ี
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ปดฝาขวดดวย Teflon – lined rubber Septum  
และครอบดวยกระดาษอะลูมินั่มฟอยล 

เขยา 200 rpm  ตลอด 24 ชั่วโมง 

เขยา 200 รอบตอนาที ตลอดระยะเวลาการทดลอง  
วัดปริมาณโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอล  
วัด OD550 ดวยเครื่อง  Spectrophotometer 

OD550 ≥ 1 

OD550 < 1 
เขยา 200 รอบตอนาที ตลอดระยะเวลาการทดลอง  
วัดปริมาณโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอล  
วัด OD550 ดวยเครื่อง  Spectrophotometer 

(12) เทสวนทีเ่ปนน้าํใสทิ้ง และลางเซลลดวยสารละลาย BSM 1 คร้ัง นาํเซลลจุลินทรยีที่
โตบนโทลูอีน และโตบนเบนซิลแอลกอฮอลมาใชงานการทดลองตอไป (ลําดับข้ันตอน
การทดลองแสดงไวดังรูปที ่3.3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

    
รูปที่ 3.3  แผนภาพขัน้ตอนการการเตรียมเซลลจุลินทรยีที่โตบนโทลูอีน 

                                   และโตบนเบนซิลแอลกอฮอล 
 
 

ปดฝาขวดดวย Aluminum Crimp Caps 

สารละลาย BSM 50 มล. ในขวดซีรัมขนาด 119 มล. จํานวน 10 ขวด 

นึ่งฆาเชื้อโรคดวยเครื่อง Autoclave เปนเวลา 15 นาที 

ฉีดโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอลลงในขวดซีรัมหลังจากนึ่งฆาเชื้อโรคแลว 

ใสเซลลจุลินทรียที่ละลายไวจากการทดลองขั้นตอนที่ 3.2.3 ลงในขวดซีรัม 

เมื่อปริมาณโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอลหมด ฉีดโทลูอีน 
หรือเบนซิลแอลกอฮอลลงในขวดซีรัมที่ความเขมขนเดิมอีกครั้ง 

นําไปเขาเครื่องปนเหวี่ยงที่ 4,800  รอบตอนาที  10 นาที 

เทสวนที่เปนน้ําใสทิ้ง และลางเซลลดวยสารละลาย BSM 1 ครั้ง 
กอนนําเซลลจุลินทรียมาใชงานการทดลองตอไป 



 

 
 

44

3.2.5  การทดลองหาคายลิดของแตละซับสเตรต (Growth Yield : Y) 
 

(1) เตรียมขวดซีรัมขนาด 119 มิลลิลิตรที่บรรจุสารละลาย BSM ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ที่
ผานการนึง่ฆาเชื้อ สําหรับการทดลอง 3 ซ้ํา (Triplicate) และขวดซรัีม 1 ขวดที่ฆา
เซลลจุลินทรีย ดวย HgCl2 เพื่อใชเปนชุดควบคุม (เชนเดยีวกับการทดลองในขั้นตอน
ที่ 3.2.4) 

(2) ทําการฉีดโทลอีูนลงในขวดซรัีมใหความเขมขนประมาณ 50 มิลลิกรัมตอลิตร หลงั 
จากตั้งทิ้งใหเย็นแลวและปดฝาขวดใหแนนดวย Aluminium Crimp Caps 

(3) นําขวดซีรัมทีฉ่ีดโทลูอีนแลวใสลงในเครื่องเขยา ตั้งความเร็วรอบที ่ 200 รอบตอนาที 
ตลอดระยะเวลาการทดลองที่อุณหภูมหิอง 

(4) ใสเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลอีูน ซึง่เตรียมไวจากการทดลองในขั้นตอนที่ 3.2.4 ลงใน
ขวดซีรัม ที่ความเขมขนของเซลลจุลินทรีย 3 มิลลิกรัมตอลิตร (การคาํนวณแสดงใน
ภาคผนวก ก.) 

(5) นําขวดซีรัมใสลงในเครื่องเขยา ตั้งความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาท ีตลอดระยะเวลา
การทดลองที่อุณหภูมิหอง พรอมทั้งเติมออกซิเจนบริสุทธิร์ะหวางทําการทดลอง 

(6) วัดความเขมขนของโทลูอีนในขวดซีรัมดวยเครื่อง GC-FID ตั้งแตเร่ิมใสเซลล และเกบ็
ตัวอยางตามชวงเวลาที่เหมาะสม จนกระทั่งปริมาณโทลูอีนทีว่ัดไดมีคาลดลงจนเทา 
กับศูนย พรอมทั้งวัดการเจริญเติบโตของเซลล (OD550) ดวยเครื่อง Spectrophoto- 
meter  

(7) หลังจากปริมาณโทลูอีนหมด ทําการเติมโทลูอีนที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร   
เร่ือย ๆ  จนกระทั่งวัดคา OD550  ไดเทากับ 1 

(8) นําสารละลาย BSM ที่มีเซลลเจริญเติบโตในขวดซีรัมมาวเิคราะหคาของแข็ง
แขวนลอยทัง้หมด (TSS) โดยกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

(9) นําผลการทดลองที่ไดไปเขียนกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางปริมาณโทลูอีนที่ลด 
ลงกับเวลา และกราฟ OD550 ที่เพิ่มข้ึนกับเวลา  

(10) นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหหาคายลิด (Yield) 
(11) ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 1 – 10  โดยเปลี่ยนเซลลเปนเซลลจุลนิทรียทีโ่ตบนเบน

ซิลแอลกอฮอลและซับสเตรตเปนเบนซิลแอลกอฮอล โดยวัดความเขมขนของเบนซลิ
แอลกอฮอลในขวดซีรัมดวยเครื่อง HPLC (ลําดับข้ันตอนการทดลองแสดงไวดังรูปที่ 
3.4)  
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เขยา 200 รอบตอนาที ตลอดระยะเวลาการทดลอง  
วัดปริมาณโทลูอีนดวยเครื่อง GC-FID 
วัด OD550 ดวยเครื่อง  Spectrophotometer 

OD550 ≥ 1 

OD550 < 1 เขยา 200 รอบตอนาที ตลอดระยะเวลาการทดลอง  
วัดปริมาณโทลูอีนดวยเครื่อง GC-FID 
วัด OD550 ดวยเครื่อง  Spectrophotometer 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
                

รูปที่ 3.4   แผนภาพขัน้ตอนการทดลองหาคายิลดของจลิุนทรียที่ใชโทลูอีน และ 
          เบนซิลแอลกอฮอลเปนซับเสตรต 
 

ปดฝาขวดดวย Teflon – lined rubber Septum  
และครอบดวยกระดาษอะลูมินั่มฟอยล 

เขยา 200 รอบตอนาที  ตลอด 24 ชั่วโมง 

ปดฝาขวดดวย Aluminum Crimp Caps 

นําสารละลาย BSM ที่มีเซลลเจริญเติบโตในขวดซีรัม 
มาวิเคราะหคาของแข็งแขวนลอยทั้งหมด (TSS) 

ใสเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนไวจากการทดลองขั้นตอนที่ 3.2.4 ลงในขวดซีรัม 

ฉีดโทลูอีนลงในขวดซีรัมที่นึ่งฆาเชื้อโรคแลว 

นึ่งฆาเชื้อโรคดวยเครื่อง Autoclave เปนเวลา 15 นาที 

สารละลาย BSM 50 มล. ในขวดซีรัมขนาด 119  มล.  

นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหหาคา Y (Yield) 

ทําการทดลอง 3 ซํ้า (Triplicate) 

เมื่อปริมาณโทลูอีนหมด ฉีดโทลูอีน 
ลงในขวดซีรัมที่ความเขมขนเดิมอีกครั้ง 

เปล่ียนเซลลเปนเซลลจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล และ 
วัดปริมาณของเบนซิลแอลกอฮอลดวยเครื่อง HPLC 

เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนที่ลดลงของ 
ปริมาณโทลูอีนกับเวลา และกราฟระหวาง OD550 กับเวลา 
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3.2.6   การทดลองหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรในกระบวนการรวมยอยสลาย       
          ไตรคลอโรเอทธลินีทางชวีภาพโดยจุลนิทรียที่โตบนโทลูอีน และโตบนเบนซิล  
          แอลกอฮอล 

 
(1) เตรียมขวดซีรัมขนาด 119 มิลลิลิตรทีบ่รรจุสารละลาย BSM ปริมาณ 50 

มิลลิลิตร ที่ผานการนึ่งฆาเชือ้ สําหรับการทดลอง 3 ซ้ํา (Triplicate) และขวดซีรัม 
1 ขวดที่ฆาเซลลจุลินทรีย ดวย HgCl2 เพื่อใชเปนชุดควบคุม (เชนเดียวกับการ
ทดลองในขัน้ตอนที่ 3.2.4) 

(2) ทําการฉีดโทลอีูนหรือเบนซิลแอลกอฮอล ลงในขวดซีรัมใหความเขมขนประมาณ 
50 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากตั้งทิง้ใหเยน็แลว และปดฝาขวดใหแนนดวย 
Aluminium Crimp Caps 

(3) ฉีดไตรคลอโรเอทธิลีนลงในขวดซีรัม  โดยความเขมขนเริ่มตนของไตรคลอโรเอท-
ธิลีน  ประมาณ  1.5, 3.0, 6.0 และ 10.0  มิลลิกรัมตอลิตร  

(4) นาํขวดซีรัมใสลงในเครื่องเขยา ตั้งความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาท ี ตลอดระยะ 
เวลาการทดลองที่อุณหภูมิหอง  

(5)  ใสเซลลจุลินทรียทีโ่ตบนโทลูอีนหรือโตบนเบนซิลแอลกอฮอลลงในขวดซีรัม 
พรอมชุดควบคุมโดยฆาเซลลจุลินทรียในขวดซีรัมดวย HgCl2  

(6) นําขวดซีรัมใสลงในเครื่องเขยา ตั้งความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาท ี ตลอดระยะ 
เวลาการทดลองที่อุณหภูมิหอง พรอมทั้งเติมออกซเิจนบริสุทธิ์ระหวางทําการ  
ทดลอง 

(7) วัดปริมาณไตรคลอโรเอทธิลีนในขวดซีรัมดวยเครื่อง GC-FID ( สําหรับการวัด
ปริมาณโทลูอีนวัดดวยเครื่อง GC-FID และเบนซลิแอลกอฮอลวัดดวยเครื่อง 
HPLC) ตั้งแตเร่ิมใสเซลลเกบ็ตัวอยางตามชวงเวลาที่เหมาะสมจนกระทั่งปริมาณ
ไตรคลอโรเอทธิลีนหมดหรือไมเปลี่ยนแปลง  

(8) นําผลการทดลองที่ไดไปเขียนกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางปริมาณไตรคลอ-
โรเอทธิลนีที่ลดลง กับระยะเวลาทดลอง  

(9) นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหหาคา kmax  KS  และ TC โดยใชแบบจําลอง
คอมพิวเตอร AQUASIM 2.1b (ลําดับข้ันตอนการทดลองแสดงไวดังรูปที่ 3.6) 
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3.2.7  การทดลองหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรในกระบวนการยอยสลายโทลูอีน    
         และเบนซิลแอลกอฮอลทางชวีภาพ 

 
            ทําการทดลองเชนเดียวกับการทดลองในขั้นตอนที ่3.2.6 โดยเปลี่ยนจากไตรคลอ-
โรเอทธิลีนเปนโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอล  ความเขมขนเริ่มตนประมาณ  5, 15, 30 
และ 60  มิลลิกรัมตอลิตร และใชเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอล 
สําหรับการยอยสลายโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอลทางขีวภาพ พรอมทั้งวิเคราะหหาคา 
Y จากการทดลอง และคา kmax และ KS โดยใชแบบจําลองคอมพวิเตอร  AQUASIM 2.1b 
สรุปการหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรดงัรูปที ่3.5 (ลําดับข้ันตอนการทดลองแสดงไวดัง
รูปที่ 3.6) 
 

 
 
 

 
 

 
 
   
 
 

 
   รูปที่ 3.5   แผนภาพสรุปการหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร  
 
 
 
 
 
 
 

 

เซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน 

เซลลจุลินทรียโตบนโทลูอีน เซลลจุลินทรียโตบนเบนซิลแอลกอฮอล 

กระบวนการยอย 
สลายโทลูอีน 

กระบวนการรวมยอยสลาย 
ไตรคลอโรเอทธิลีน 

กระบวนการรวมยอยสลาย 
ไตรคลอโรเอทธิลีน 

กระบวนการยอยสลาย 
เบนซิลแอลกอฮอล 

หาคา kmax  KS  และ TC หาคา kmax KS และ Y หาคา kmax  KS  และ TC หาคา kmax KS  และ  Y 
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เขยา 200 รอบตอนาที ตลอดระยะเวลาการทดลอง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
  รูปที่ 3.6   แผนภาพขัน้ตอนการทดลองหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร 

 
 

ปดฝาขวดดวย Teflon – lined rubber Septum  
และครอบดวยกระดาษอะลูมินั่มฟอยล 

เขยา 200  รอบตอนาที  ตลอด 24 ชั่วโมง 

ปดฝาขวดดวย Aluminum Crimp Caps 

นําสารละลาย BSM ที่มีเซลลเจริญเติบโตในขวดซีรัม 
มาวิเคราะหคาของแข็งแขวนลอยทั้งหมด (TSS) 

ใสเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนไวจากการทดลองขั้นตอนที่ 3.2.4 ลงในขวดซีรัม 

ฉีดไตรคลอโรเอทธิลีนลงในขวดซีรัมที่นึ่งฆาเชื้อโรคแลว 

นึ่งฆาเชื้อโรคดวยเครื่อง Autoclave เปนเวลา 15 นาที 

สําหรับการทดลองที่ 3.2.7 เปล่ียนจากไตรคลอโรเอทธิลีนเปนโทลูอีน และเบนซิลแอลกอฮอล  

ทําการทดลอง 3 ซ้ํา (Triplicate) 

วัดปริมาณไตรคลอโรเอทธิลีนและโทลูอีนดวยเครื่อง GC-FID 
(วัดเบนซิลแอลกอฮอลวัดดวยเครื่อง HPLC) 

วิเคราะหหาคา kmax  KS  และ TC โดยใชแบบจําลองคอมพิวเตอร  AQUASIM 2.1b 

เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณ 
ไตรคลอโรเอทธิลีนที่ลดลง กับระยะเวลาทดลอง 

สารละลาย BSM 50 มล. ในขวดซีรัมขนาด 119  มล.  

เปล่ียนเซลลเปนเซลลจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล  
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3.2.8 การศึกษาประยุกตใชแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM 2.1b  
 

     การศึกษาประยุกตใชแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM 2.1b ซึ่งพฒันาโดย Peter 
Reichert : Swiss Federal Institute for Environmental Science and Technology (EAWAG) 
Switzerland ในคํานวณคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร คอื kmax, Ks และ Tc ทํานายพารามิเตอรตาง ๆ ที่
ใชในการทดลอง เชน  ความเขมขนเริ่มตน และปริมาณของเซลล สมการที่ใชในการทํานายพารามิเตอร
ตาง ๆ  ไดแก 
   จากสมการ Monod  kinetics 
 
 
   ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนและโทลูอีนในสภาวะที่เปนของเหลว สามารถ
คํานวณ   ไดจากความเขมขนในสภาวะที่เปนกาซ และสมการ Herry’s law ในสภาวะสมดุลมวล ดังนี ้
 
  
   จะไดสมการสาํหรับมวลของไตรคลอโรเอทธิลีน และโทลอีูน 
    
 
   และสมการสําหรับมวลเซลลของเบนซิลแอลกฮอล 
 
 
          ดังนั้นสมการสําหรับการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนและการยอยสลายโทลูอีน  
   
 
  
 
            จะได 
 
  และสมการสําหรับการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอล 
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Xc
c

sx
X Mbr

T
1rYr

dt
dM

⋅−−⋅==

(3.9) 

(3.10) 

 โดยที ่ Hcc    =    Herry’s  law constant 
      Cg, Caq= Gas phase and Aqueous interest compound  concentration (mg/l) 
 Vl, Vg   =    Liquid and Headspace  volume (l) 
 Mc       =    The interest  compound mass (mg cells) 

       X    =    Cell concentration (mg cells/l) 
       t          =    Time (day) 
 
  จากสมการอัตราการเติบโตเซลล (Cells mass production Equation) 
 
 
  กรณีเมื่อไมมีซับสเตรตเหลือ เทอมของอัตราการเจริญเติบโต (Y⋅rs) จะมีคาเทากับ
ศูนย ดงันัน้สมการเซลลของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน คือ  
 
 
          สมการอัตราการเติบโตของโทลูอีนเซลล เมื่อไมมีไตรคลอโรเอทธิลีน คือ 
 
 
          สมการอัตราการเติบโตของเบนซิลแอลกอฮอลเซลลเมื่อไมมีไตรคลอโรเอทธิลนี คือ  
 
 
         ใสสมการที่ 3.6 ถึง 3.10 ในแบบจําลองคอมพวิเตอร AQUASIM 2.1b และหาคาตวั
แปรทางจลนพลศาสตรตาง ๆ ซึ่งคาความผิดพลาดมาตรฐาน (Standard  Error of  Estimate ; SEE) 
ของขอมูลการทดลองกับคาจากแบบจําลอง ดังสมการ 3.11 (Holman, 2001)   
 
 
  
 โดยที่         

iC  =   Experimental data 
         ∧

iC  =   Model prediction data 
         n =   Number of data points 
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  จากสมการที ่ 3.6  ถึง  3.10  สามารถเขยีนกราฟความสัมพนัธระหวางอัตราปฏิกริิยา   
กับความเขมขน  เพื่อตรวจสอบขอบเขตของอัตราปฏิกิริยาการรวมยอยสลายของ TCE และอัตรา
ปฏิกิริยาการยอยสลายของโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอลที่มีรายงานมากอน (ตารางที่ 2.8 และ 2.9) 
ดังรูปที่ 3.7  ถงึ  3.10  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.7  ความสัมพันธระหวางอัตราปฏิกิริยาการรวมยอยสลายของ TCE โดยจลุินทรียที่โต 
  บนโทลูอีนกับความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีน 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.8     ความสัมพนัธระหวางอัตราปฏิกิริยาการยอยสลายของโทลูอีนกับความเขมขนของ     
                  โทลูอีน 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0 2 4 6 8 10 12 14
TCE Concentration(mg/l)

Ra
te 

(m
g -

TC
E /

 da
y)

Chang 1995 Kelly 2000 McCarty 1998
Sun 1996 Sun 1996 Sun 1996
Park 2002

 Sun(1996) 

Kelly( 2000) 

0

5

10

15

20

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Toluene Concentration (mg/l)

Ra
te 

(m
g-T

olu
en

e/d
ay

)

Chang 1995 Kelly 2000 Chang 1995
Chang 1995 Reardon 2000 Pedersen 1997
Mirpuri 1997 Oh 1994 Choi 1992

Kelly((2000) 

Reardon (2000) 



 

 
 

52

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

0 10 20 30 40 50 60 70

Benzyl Alcohol Concentration(mg/l)

R
at

e 
(m

g-
B

en
zy

l A
lc

oh
ol

 /d
ay

)

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

0.14

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0
TCE  Concentration (mg/l)

R
at

e 
 (m

g-
 T

C
E/

da
y)

 C  

 A  
 B  

 D  

 Tejasen (2003) 

 
 
 

 
 
 
 
 

        
       * กราฟ A – D เปนการปรับเปลี่ยน      
          คาตัวแปรทางจลนพลศาสตร±50% 
 
 

รูปที่ 3.9  ความสัมพนัธระหวางอัตราปฏิกริิยาการรวมยอยสลายของ TCE โดยจุลินทรียทีโ่ต 
         เบนซิลแอลกอฮอลกับความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีน    

 
 

 
 

 
 

  
                       
      * กราฟ A – D เปนการปรับเปลี่ยน                               
         คาตัวแปรทางจลนพลศาสตร ±50% 
 
 

 รูปที่ 3.10  ความสัมพันธระหวางอัตราปฏกิิริยาการยอยสลายของเบนซิลแอลกอฮอลกับ 
      ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอล 
 
 
 
 

กราฟ kmax(1/d) Ks(mg/l) 
A 0.126 0.165 
B 0.126 0.495 

Tejasen 
(2003) 0.084 0.330 

C 0.042 0.165 
D 0.042 0.495 

กราฟ kmax(1/d) Ks(mg/l) 
A 1.545 2.645 
B 1.545 7.935 

Tejasen 
(2003) 1.030 5.290 

C 0.515 2.645 
D 0.515 7.935 

 C  

 A  
 B  

 D  

 Tejasen (2003) 
( )
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  ขอบเขตของอัตราปฏิกิริยาการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีน โดยจุลินทรยีที่
โตบนโทลูอีนดังรูปที่ 3.7 สามารถเลือกใชคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร (kmax และ KS) ของ Sun และ
คณะ(1996)  และ Kelly และคณะ (2000)   เพื่อนําไปประมาณชวงความเขมขนเริม่ตนของไตรคลอโร-
เอทธิลีนที่ใชในการทดลองเทากบั 1-10 มิลลิกรัมตอลิตรและระยะเวลาการทดลอง และการเลือก
ขอบเขตอัตราปฏิกิริยาการยอยสลายโทลูอีนใชคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร (kmax และ KS) ของ 
Reardon และคณะ (2000)  และ Kelly และคณะ (2000)  ดังรูปที่  3.8  สามารถประมาณชวงความ
เขมขนเริ่มตนของโทลูอีนที่ใชในการทดลองเทากับ 1 - 40  มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับอัตราปฏิกิริยาการ
รวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลนีโดยจลุินทรียที่โตเบนซิลแอลกอฮอล และอัตราปฏิกิริยาการยอย
สลายเบนซิลแอลกอฮอล ใชคาของ Tejasen (2003)  และทําการปรับเปลี่ยนคาตวัแปรทาง
จลนพลศาสตร (kmax และ KS) โดยกําหนดคาความแปรปรวนรอยละ ±50 เนื่องจากเปนการศึกษาเพียง
อันเดียวที่มีขอมูลของคาตัวแปรเหลานี้ จะไดขอบเขตของอัตราปฏิกิริยาที่กวางที่สุดดังรูปที่ 3.9 และ 
3.10  เพื่อนาํไปประมาณความเขมขนเริ่มตนของไตรคลอโรเอทธิลนีที่ใชในการทดลองและระยะเวลา
การทดลอง    ซึ่งสามารถประมาณชวงความเขมขนเริ่มตนของไตรคลอโรเอทธิลนีเทากับ  0.5 - 4.0  
มิลลิกรัมตอลิตร และชวงความเขมขนเริม่ตนของเบนซลิแอลกอฮอลเทากบั 1 - 60  มิลลิกรัมตอลิตร  

   สําหรับงานวิจยันี้กาํหนดความเขมขนเริ่มตนของไตรคลอโรเอทธิลีนที ่ 1.5, 3.0, 6.0 
และ 10.0 มิลลิกรัมตอลิตร และความเขมขนเริ่มตนของซับสเตรตทั้งโทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอลเทา  
กับ 5, 15, 30 และ 60 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใหครอบคลุมขอบเขตความเขมขนของงานวิจยัที่ผานมา   
    คา  Tc   Y  และ b  สามารถเลือกไดจากงานวิจัยที่ผานมาเชนกัน ดังตารางที่ 3.3  โดย
คา  Tc ของการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียที่โตโทลูอีน  ใชแตคาของ  Kelly และ
คณะ (2000)   เนื่องจาก Sun และคณะ(1996) ไมมีผลการศึกษา  และของจุลินทรียที่โตเบนซิล
แอลกอฮอลใชคาของ Tejasen (2003) เนื่องจากเปนการศึกษาเพียงอันเดียว   คา  Y  ใชคาของ  Kelly 
และคณะ (2000)  และ Reardon และคณะ (2000)   สวนการยอยสลายของเบนซิลแอลกอฮอลใชแต
คาของ  Tejasen (2003)  เนื่องจากเปนการศึกษาเพียงอันเดียวเชนกัน สําหรับคา b อางอิงจากคาของ  
Metcalf และ Eddy (2003)   
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      ตารางที ่3.3  คาตัวแปรตาง ๆ ที่ใชในแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM2.1b เพื่อประมาณคา 
                          ความเขมขนของสารตาง ๆ และระยะเวลาการทดลอง 
 

การรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน การยอยของซับสเตรต 
 ตัว 
แปร หนวย จุลินทรียที่โต 

บนโทลูอีน 
จุลินทรียที่โตบน 
เบนซิลแอลกอฮอล 

จุลินทรียที่โตบน 
โทลูอีน 

จุลินทรียที่โตบน 
เบนซิลแอลกอฮอล 

C mg/l 1.5, 3.0, 6.0, 10.0 1.5, 3.0, 6.0, 10.0 5, 15, 30, 60 5, 15, 30, 60 

X mg/l 70, 140, 280, 500 70, 140, 280, 500 50, 100, 150,200 50, 100, 200, 300 

   kmax 1/day 1.30   (a) 1.89    (b)  0.126 0.042 4.00 (a) 20.60 (c) 1.545 0.515 
Kg mg/l 6.40 (a) 1.314  (b)  0.165 0.495 2.70 (a) 13.80 (c) 2.645 7.935 
Tc mg-

TCE/mg-
cells 

            0.035          (a)             0.030      (a) - - 

Y mg-cells 
/mg-

Substrate 
- -  0.62  (a) 1.28  (d)             0.53         (a) 

b 1/day 0.10            (d) 0.10        (d) 0.10          (d) 0.10          (d) 
  
 a. Kelly et al. (2000)  ; b. Sun  et al. (1996) ; c.  Reardon et al. (2000)  d. Metcalf & Eddy (2003)  

 
  การวิเคราะหผลดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร AQUASIM 2.1b ทําใหสามารถประมาณ
ผลการทดลองคราว ๆ  ไดแก  ความเขมขนเริ่มตนของเซลล ความเขมขนเริ่มตนของไตรคลอโรเอทธิลีน   
และซับสเตรต  รวมทั้งระยะเวลาที่จุลินทรียใชในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน  ซึ่งสามารถนํา
คาเหลานี้ไปประยุกตใชในการทดลองได และเมื่อทําการทดลองแลวก็สามารถใชแบบจําลอง
คอมพิวเตอร AQUASIM  2.1b คํานวณหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร และตรวจสอบขอมูลที่ไดจาก
การทดลองจริงกับแบบจําลองโดยกระบวนการทางทฤษฎีได  
 
 
 
 
 
 



 

 
 

55

 
3.3  วิธกีารวิเคราะหตัวอยาง  

 
       ตารางที ่ 3.4   วิธีการวเิคราะห  และเครื่องมือที่ใชวเิคราะหพารามิเตอรตาง ๆ 
 

พารามิเตอร วิธีที่ใชวิเคราะห เครื่องมือที่ใชวิเคราะห 
Trichloroethylene , Toluene EPA Method number 1671A 

Volatile Organic Compound by 
GC-FID 

GC-FID 

Benzyl Alcohol EPA Method number 0532 
Benzyl Alcohol compounds in 

DW by SPE & HPLC/UV 

HPLC 

Total Suspend Solids (TSS) Standard Method - 2540D 
Total Suspend Solids Dried at 

103 – 105 °c 

- 

Optical Density (OD550) - Spectrophotometer 
 
  หมายเหต ุ  OD550  คือ   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 
             

 
 



บทที่  4 
 

ผลการทดลองและการวิจารณ 
 

4.1 การเลี้ยงเชื้อจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน 
 
 งานวิจัยนี้ตองการใชเบนซิลแอลกอฮอลซึ่งเปนสารที่ไมมีพิษเปนซับสเตรตในการรวมยอย
สลายไตรคลอโรเอทธิลีนแทนโทลูอีนที่เปนสารมีพิษ  โดยทําการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียดวยโทลูอีนกอน  
แลวจึงนําเชื้อจุลินทรียนั้นมาเลี้ยงดวยเบนซิลแอลกอฮอล  
 เมื่อเร่ิมตนการทดลองไดเลี้ยงเชื้อจุลินทรียใหคุนเคยกับการใชโทลูอีนเปนซับสเตรต  
วิธีการเลี้ยงไดกลาวไวในขั้นตอนที่ 3.2.1 โดยใชหัวเชื้อจุลินทรีย (Seed) จากโรงบาํบดัน้าํเสยีสีพ่ระ
ยา ตําแหนงที่เก็บเชื้อจุลินทรียมาใช คือ น้ําเสียในถังเติมอากาศ เล้ียงโดยใหโทลูอีนเปนซับสเตรต
อยางเดียว 
 ความขุนในชวง 2 เดือนแรกของการเลี้ยงเชื้อไมมีการเปลี่ยนแปลง คาดวาเกิดจากการ
ปรับตัวของจุลินทรีย เพื่อใชโทลูอีนเปนซับสเตรต เมื่อเขาสูเดือนที่ 3 เร่ิมสังเกตเห็นการ
เจริญเติบโตบนโทลูอีน โดยสังเกตไดจากสีของน้ําที่เลี้ยงเปลี่ยนสีจากสีใสเปนสีน้ําตาลสมขุน ดัง
รูปที่ 4.1 จากนั้นจึงทําการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียตอไปจนกระทั่งวัดคา Optical Density (OD550) ได
เทากับ 1  แลวจึงนําไปใชในการทดลองตอไป 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.1 การเปลี่ยนแปลงสขีองเชื้อจุลินทรียที่โตบนโทลอีูนได 
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4.2 การทดสอบการเจริญเติบโตของเชือ้จุลินทรยีที่โตบนโทลูอีน 
 
 นําเชื้อจุลินทรียจากขั้นตอนที่ 4.1 มาทดสอบการเจริญเติบโตตามขั้นตอนที่ 3.2.2 เพื่อให
แนใจวา เชื้อจุลินทรียที่เลี้ยงไดนั้นเปนเชื้อจุลินทรียที่สามารถโตบนโทลูอีน  
 ชุดทดสอบที่ใชมีทั้งหมด 9 ชุด ๆ ละ 3  ซ้ํา โดย ชุดทดสอบที่ 1 ถึง 4 เปนชุดควบคุม ชุด
ทดสอบที่ 1 เปน Media control  ซึ่งไมมีทั้งเซลลจุลินทรียและโทลูอีน ชุดทดสอบที่ 2 เปน 
Substrate control มีโทลูอีนแตไมมีเซลลจุลินทรีย ชุดทดสอบที่ 3 เปน Nonbiotic control เปนชุด
ที่มีทั้งโทลูอีนและเซลลจุลินทรียแตทําการฆาเซลลจุลินทรียดวยเมอคิวริกคลอไรด ชุดทดสอบที่ 4 
เปน Seed control คือเปนชุดที่มีเซลลจุลินทรียแตไมมีโทลูอีน  สวนชุดทดสอบที่ 5 ถึง 9 เปนชุด
ทดสอบที่บรรจโุทลูอีนความเขมขนแตกตางกันดังนี้ 10,  50,  100,   300   และ 500 มิลลิกรัมตอ
ลิตรตามลําดับ  ดังแสดงตามตารางที่ 3.2 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.2 คา OD550 ของชุดทดสอบหลงัจากทาํการทดลอง 3 วัน 
                    (      , ขวดทดสอบที่ 1 ;      ,ขวดทดสอบที ่2 ;     ,ขวดทดสอบที่ 3)  
 
ผลการทดสอบพบวา เมื่อเริ่มทําการทดสอบคา OD550  ของชุดทดสอบทั้งหมดมีคา

ใกลเคียงกันเฉลี่ยประมาณ 0.009 ± 0.004 หลังจากทําการทดสอบ 3 วัน พบวาคา OD550  ของน้ํา
ในชุดทดสอบที่บรรจุโทลูอีนความเขมขนแตกตางกัน จะมีการเจริญเติบโตแตกตางกันตามไปดวย
ดังรูปที่ 4.2 รายละเอียดผลการทดลองแสดงในตารางที่ ก-1 ในภาคผนวก ก. โดยน้ําในชุดทดสอบ
ที่เชื้อจุลินทรียไดรับโทลูอีนเปนซับสเตรตที่ความเขมขนสูงมีคา OD550 สูงกวาเชื้อจุลินทรียที่ไดรับ
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โทลูอีนเปนซับสเตรตที่ความเขมขนต่ํา   ในขณะที่ชุดทดสอบที่ 1 – 4   ซึ่งเปนชุดควบคุม วัดคา 
OD550 ไดใกลเคียงกับคาเริ่มตน เนื่องจากชุดทดสอบทั้งสี่ขาดองคประกอบที่ทําใหเชื้อจุลินทรีย
เจริญเติบโตได ชุดทดสอบทั้งสี่จึงไมมีการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียเกิดขึ้น ดังนั้นผลที่ไดจาก
การทดสอบสามารถสรุปไดวา เชื้อจุลินทรียที่เล้ียงไดนั้นสามารถโตบนโทลูอีนได  และสามารถนํา
เชื้อจุลินทรียไปใชไดในการทดสอบขั้นตอไปได 

 
4.3 การศึกษาคายิลดของแตละซับสเตรต (Growth Yield ; Y) 
 
 คายิลด หรือคาสัมประสิทธิ์การเจริญเติบโต (Y) แสดงความสัมพันธทางปริมาณระหวาง
มวลของเซลลจุลินทรียที่ผลิตขึ้น ตอปริมาณซับสเตรตที่ถูกใชไป  สําหรับงานวิจัยในขั้นตอนนี้เปน
การศึกษาหาคายิลดของซับสเตรต 2 ชนิด ไดแก โทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอล โดยแบงการ
ทดลองออกเปน 2 ชุด ดังนี้  
 
 4.3.1   การศึกษาคายิลดของเซลลจุลนิทรียที่โตบนโทลูอีน  
 
  การทดลองชุดนี้ประกอบดวยขวดซีรัม 4 ขวด โดยมขีวดซีรัม 3 ขวดสําหรับการ
ทดลอง 3 ซ้ํา และขวดซีรัม 1 ขวดที่ฆาเซลลจุลินทรียดวยเมอคิวริกคลอไรด (HgCl2) เพื่อเปนชุด
ควบคุม (Control)  โดยใชโทลูอีนเปนซับสเตรตที่ความเขมขนเริ่มตนประมาณ 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
และความเขมขนเริ่มตนของเซลลจุลินทรียประมาณ 3 มิลลิกรัมตอลิตร  นําขวดซรัีมทั้งหมดใสลง
ในเครื่องเขยาตั้งความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองประมาณ 25 องศาเซลเซยีส 
ตลอดระยะเวลาการทดลอง ทําการเติมโทลูอีนและเกบ็ตัวอยางเรื่อย ๆ จนกระทัง่คาวัดคา OD550  
ไดเทากับ 1  
  ผลการศึกษาพบวา  เซลลจุลินทรียใชเวลาในการยอยสลายโทลูอีนในครั้งแรก
นานกวา  24  ชั่วโมง สาเหตุนาจะเปนเพราะความเขมขนของเซลลจุลินทรียมีนอย และเซลล         
จุลินทรียมีการปรับตัวใหคุนเคยกับสภาวะใหม แตเมื่อเติมโทลูอีนครั้งตอ ๆ ไป เซลลจุลินทรีย
สามารถยอยสลายโทลูอีนไดอยางรวดเร็ว  และมีแนวโนมเร็วขึ้นเรื่อย ๆ ตามปริมาณความเขมขน
ของเซลลจุลินทรียที่เพิ่มข้ึนดังรูปที่ 4.3  และรูปที่ 4.4  คา OD550 ที่เพิ่มข้ึนแสดงใหเห็นถึงการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย จนกระทั่งวัดคา OD550 มีคาประมาณ 1 จึงนําเซลลจุลินทรียในขวดซีรัม
มาวิเคราะหคาของแข็งแขวนลอย (TSS) เพื่อหาปริมาณมวลของเซลลจุลินทรียที่เกิดขึ้น 
รายละเอียดผลการทดลองแสดงในตารางที่ ข-1 และ ข-2  ในภาคผนวก ข. 

 



 59

0
10
20
30
40
50
60
70

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Time(hours)

To
lue

ne
 Co

nc
en

tra
tio

n (
mg

/l)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Time(hours)

OD
55

0

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.3 ความเขมขนของโทลูอีนที่เปลี่ยนแปลงกับระยะเวลาการทดลอง 

(□ , ขวดที่ 1 ; ◊, ขวดที่ 2 ; ∆ , ขวดที่ 3 ;  x , ขวดควบคุม ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
     รูปที่ 4.4 คา OD550 ที่เพิ่มข้ึนของเซลลจลิุนทรียที่โตบนโทลูอีนกับระยะเวลาการทดลอง           
     (□ , ขวดที่ 1 ; ◊, ขวดที่ 2 ; ∆ , ขวดที่ 3 ;  x , ขวดควบคุม ) 

 
  คา TSS ที่วัดไดมีคาเฉลี่ยเทากับ 20.68 ± 1.89 มิลลิกรัม และมวลของโทลูอีนที่
เติมทั้งหมดมีคาเฉลี่ยเทากับ 27.81 ± 1.54 มิลลิกรัม  ดังนั้นคายิลดของจุลินทรียที่ใชโทลูอีนเปน        
ซับสเตรตมีคาเฉลี่ยเทากับ  0.742  ±  0.028   มิลลิกรัมมวลเซลลตอมิลลิกรัมโทลูอีน  แสดงวา
เซลลจุลินทรีย  1  มิลลิกรัม ใชปริมาณของโทลูอีน  1.347  มิลลิกรัมในการเจริญเติบโต  ซึ่งผลการ  
ทดลองคายิลดที่ไดมีคาใกลเคียงกับคายิลดที่ศึกษาโดย McCarty และคณะ(1998)  Kelly และ
คณะ(2000)  และ  Oh และคณะ(1994)  คือ  0.77,  0.62  และ 0.64 มิลลิกรัมเซลลตอมิลลิกรัม
โทลูอีน   
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 4.3.2  การศึกษาคายิลดของเซลลจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล  
 
  การศึกษาคายิลดของเซลลจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล ทาํการทดลองเชน 
เดียวกับการทดลองการศึกษาคายิลดของเซลลจุลนิทรยีที่โตบนโทลูอีน โดยใชความเขมขนเริ่มตน
ของเบนซิลแอลกอฮอลประมาณ 50 มิลลิกรัมตอลิตร และความเขมขนเริ่มตนของเซลลจุลินทรยี
ประมาณ 3  มิลลิกรัมตอลิตรเชนกัน   

 เซลลจุลินทรียใชเวลาในการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอลคร้ังแรกนานกวา 24  
ชั่วโมง เนื่องจากความเขมขนของเซลลจุลินทรียนอย และการปรับตัวใหคุนเคยกับสภาวะใหม แต
เมื่อเติมเบนซิลแอลกอฮอลในครั้งตอ ๆ ไป เซลลจุลินทรียสามารถยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอลได
อยางรวดเร็ว  และมีแนวโนมเร็วขึ้นเรื่อย ๆ ตามปริมาณความเขมขนของเซลลจลุินทรียที่เพิ่มข้ึนดัง
รูปที่ 4.5   และรูปที่ 4.6  คา OD550 ที่เพิ่มข้ึนแสดงใหเห็นถึงการเจริญเติบโตของจุลินทรีย 
จนกระทั่งวัดคา OD550 มีคาประมาณ 1 จึงนําเซลลจุลินทรียในขวดซีรัมมาวิเคราะหคาของแข็ง
แขวนลอย (TSS) เพื่อหาปริมาณมวลของเซลลจุลินทรียที่เกิดขึ้น รายละเอียดผลการทดลองแสดง
ในตารางที่ ข-3 และ ข-4  ในภาคผนวก ข. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 4.5 ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลที่เปลี่ยนแปลงกับระยะเวลาการทดลอง 
(□ , ขวดที่ 1 ; ◊, ขวดที่ 2 ; ∆ , ขวดที่ 3 ;  x , ขวดควบคุม ) 
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รูปที่ 4.6  คา OD550 ที่เพิ่มข้ึนของเซลลจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอลกับ

ระยะเวลาการทดลอง 
(□ , ขวดที่ 1 ; ◊, ขวดที่ 2 ; ∆ , ขวดที่ 3 ;  x , ขวดควบคุม ) 

 
  คา TSS ที่วัดไดมีคาเฉลี่ยเทากับ 21.68 ± 2.47 มิลลิกรัม และมวลของเบนซิล
แอลกอฮอลที่เติมทั้งหมดมีคาเฉลี่ยเทากับ 35.96 ± 1.00 มิลลิกรัม  ดังนั้นคายิลดของจุลินทรียทีใ่ช
เบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตมีคาเฉลี่ยเทากับ  0.603  ± 0.070   มิลลิกรัมเซลลตอมิลลิกรัม
เบนซิลแอลกอฮอล  แสดงวาเซลลจุลินทรีย  1  มิลลิกรัม ใชปริมาณของเบนซิลแอลกอฮอล 1.658  
มิลลิกรัม ในการเจริญเติบโต  โดยใชปริมาณมากกวาการใชโทลูอีนเปนซับสเตรตเมื่อเทียบกับการ
เจริญเติบโตของเซลลจุลินทรีย  1 มิลลิกรัม รวมทั้งระยะเวลาในการยอยสลายนานกวาดวย 
เนื่องจากเซลลมีความคุนเคยกับการใชโทลูอีนเปนซับสเตรตมากกวาเบนซิลแอลกอฮอล  ซึ่งผล
การทดลองคายิลดที่ไดมีคาใกลเคียงกับคายิลดที่ศึกษาโดย Tejasen (2003)  คือ  0.53 มิลลิกรัม
เซลลตอมิลลิกรัมเบนซิลแอลกอฮอล 
 
4.4 การศึกษาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายของโทลูอีนและเบนซิล

แอลกอฮอลแบบใชอากาศ 
 
 งานวิจัยนี้ศึกษาหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรในกระบวนการยอยสลายแบบใชอากาศ
ของซับสเตรต  2 ชนิด ไดแก โทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอล โดยแบงการศึกษา การรายงานผล
และการวิเคราะหผล ออกเปน 3 ข้ันตอน ตามลําดับ ดังนี้ 
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4.4.1 การศึกษาการยอยสลายของโทลูอีนแบบใชอากาศ 
 

  การทดลองชุดนี้ประกอบดวยขวดซีรัม 13 ขวด โดยใชขวดซีรัม 3 ขวดตอหนึ่ง
ความเขมขนของโทลูอีน แตละขวดมีสารละลาย BSM  50 มิลลิลิตรและผานการฆาเชื้อแลว  โดย
ใชความเขมขนเริ่มตนของโทลูอีนประมาณ 5, 15, 30 และ 60 มิลลิกรัมตอลิตร และความเขมขน
เร่ิมตนของเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนประมาณ  50, 100, 150 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร 
สําหรับชุดควบคุม (Control) ใชขวดซีรัม 1 ขวดที่ฆาเซลลจุลินทรียดวยเมอคิวริกคลอไรด (HgCl2)
ทําการทดลองที่ความเขมขนประมาณ 60  มิลลิกรัมตอลิตร  หลังจากนั้นนําขวดซีรัมทั้งหมดใสลง
ในเครื่องเขยาตั้งความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาทีตลอดการทดลอง ที่อุณหภูมิหองประมาณ 25 
องศาเซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางจนกระทั่งความเขมขนของโทลูอีนหมด ระหวางการทดลองมี
การฉีดออกซิเจนใหมีปริมาณมากพอเพื่อใชในการยอยสลายโทลูอีน 

 ผลการศึกษาพบวา คาความเขมขนของโทลูอีนลดลงอยางรวดเร็วดังรูปที่ 4.7 
เนื่องจากใชเชื้อจุลินทรียเปนปริมาณมาก และมีความคุนเคยกับการใชโทลูอีนเปนแหลงพลังงาน 
และคารบอนในสภาวะแบบใชอากาศ   ซึ่งจุลินทรียจะสามารถยอยสลายโทลูอีนจนหมด โดยชุดท่ี
มีความเขมขนของโทลูอีนต่ําจะหมดกอนชุดทีมีความเขมขนสูง และทุกความเขมขนใชเวลาในการ
ยอยสลายทั้งหมดภายในเวลาประมาณ  12  ชั่วโมง   รายละเอียดผลการศึกษาแสดงในภาคผนวก   
ค.-1 ในภาคผนวก ค    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  รูปที ่4.7 ความสัมพันธระหวางการเปลีย่นแปลงความเขมขนของโทลูอีนกบัระยะเวลาการทดลอง  
     (□,5 มก.ตอลิตร ; ◊,15มก.ตอลิตร ; ∆ ,30 มก.ตอลิตร ;  O,60 มก.ตอลิตร ;  x ,ชุดควบคุม) 
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4.4.2 การศึกษาการยอยสลายของเบนซิลแอลกอฮอลแบบใชอากาศ 
 

  การทดลองชุดนี้ ทําการทดลองเชนเดียวกับการทดลองศึกษากระบวนการยอย
สลายของโทลูอีนแบบใชอากาศ  โดยใชความเขมขนเริ่มตนของเบนซิลแอลกอฮอลประมาณ       
5, 15, 30 และ 60 มิลลิกรัมตอลิตร และคาความเขมขนของเซลลจุลินทรียประมาณ  50, 100, 
200 และ 300 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการเก็บตัวอยางจนกระทั่งความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอล
หมดเชนกัน  

 ผลการศึกษาพบวา คาความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลลดลงอยางรวดเร็วดัง
รูปที่ 4.8 เนื่องจากใชเชื้อจุลินทรียเปนปริมาณมาก และมีความคุนเคยกับการใชเบนซิล
แอลกอฮอลเปนซับสเตรต   โดยที่ชุดที่มีความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลต่ํา จะหมดกอนชุดที่มี
ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลสูง ซึ่งจะใชเวลาในการยอยสลายใกลเคียงกับการยอยสลาย
ของโทลูอีน รายละเอียดผลการศึกษาแสดงในภาคผนวก ค.-2 ในภาคผนวก ค   
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        รูปที ่4.8 ความสัมพนัธระหวางการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลกับ             

ระยะเวลาการทดลอง 
      (□,5 มก.ตอลิตร ; ◊,15มก.ตอลิตร ; ∆ ,30 มก.ตอลิตร ;  O,60 มก.ตอลิตร ;  x ,ชุดควบคุม) 
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4.4.3 การศึกษาหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายของโทลูอีน
และเบนซิลแอลกอฮอลแบบใชอากาศโดยใชแบบจําลองคอมพิวเตอร  

 
  งานวิจัยนี้ใชแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM2.1b วิเคราะหการยอยสลาย
ของโทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอลแบบใชอากาศ  โดยนําคาความเขมขน และคายิลดของแตละ
ซับสเตรต (Y) ที่ไดจากการทดลองที่ 4.3.1 และ 4.3.2 ปอนเขาไปในแบบจําลองคอมพิวเตอรแลว
ทําการหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรที่เหมาะสม (Fitting of model) ทั้งหมด 2 ตัว คือ ตัวคงที่
อัตราการยอยสลายจําเพาะสูงสุด (maximum specific degradation rate ; kmax)  และ คาคงที่
การอิ่มตัว (half saturation contant ; Ks)  โดยใชสมการทางจลนพลศาสตร ไดแก สมการที่  3.6,  
3.7, 3.9  และ 3.10  ดังแสดงรายละเอียดในบทที่ 3  

 จากการประมาณคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรที่เหมาะสมโดยใชแบบจําลองได
ดังตารางที่ 4.1 คาเฉลี่ยของ  kmax และ  KS ของการยอยสลายโทลูอีนแบบใชอากาศ คือ 1.472 ± 
0.268  มิลลิกรัมโทลูอีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวันและ 8.236 ± 4.438 มิลลิกรัมตอลิตร สวนคา 
เฉลี่ยของ kmax และ  KS ของการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอลแบบใชอากาศ คือ 0.870 ± 0.172  
มิลลิกรัมเบนซิลแอลกอฮอลตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  และ 6.738 ± 2.212  มิลลิกรัมตอลิตร 
กราฟที่แสดงผลการทดลองและกราฟที่ไดจากแบบจําลองคอมพิวเตอรแสดงดังรูปที่ 4.9 ถึง 4.10  

 
ตารางที่ 4.1  ผลจากการประมาณคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายโทลูอีน และ
        เบนซิลแอลกอฮอลแบบใชอากาศ  โดยใชแบบจําลองคอมพวิเตอร AQUASIM2.1b 

ซับสเตรต ความเขมขนซบัสเตรต 
(mg/l) 

kmax 
(mg-Subs./mg-Cell /day) 

KS 
(mg/l) SEE 

4.800 ± 0.155 1.659  3.390  0.212 
14.742 ± 0.208 1.727  6.740  0.301 
27.312 ± 0.426 1.155  8.834  0.962 
62.316 ± 1.304 1.349  13.982  2.287 

โทลูอีน 

คาเฉลี่ย 1.472 ± 0.268 8.236 ± 4.438 - 
5.754 ± 0.133 0.915  3.422  0.066 

15.910 ± 0.216 1.077  7.749  0.134 
33.230 ± 0.674 0.823  7.921  0.982 
63.212 ± 0.812 0.667  7.861  2.036 

เบนซิล
แอลกอฮอล 

คาเฉลี่ย 0.870 ± 0.172 6.738 ± 2.212 - 
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รูปที่ 4.9  แบบจําลองคอมพิวเตอรของการยอยสลายโทลูอีนแบบใชอากาศ 
(□, ◊, ∆ , O, ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลจากการทดลอง ;        เสนกราฟประมาณ 

จากแบบจําลอง ;  x ,ชุดควบคุม ) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.10 แบบจําลองคอมพิวเตอรของการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอลแบบใชอากาศ 
(□, ◊, ∆ , O, ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลจากการทดลอง ;        เสนกราฟประมาณ 

จากแบบจําลอง ;  x ,ชุดควบคุม ) 
 



 66

      เมื่อพิจารณาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของกระบวนการยอยสลายของโทลูอีน 
และเบนซิลแอลกอฮอล จากตารางที่ 4.2 พบวา คา KS ของการยอยทั้งสองซับสเตรตมีคาแตกตาง
กันและสามารถแบงคาไดเปน  3  กลุม คือ กลุมคา KS  ต่ํา (< 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร)  กลุมคา KS 

ปานกลาง (0.1 – 1 มิลลิกรัมตอลิตร)  และกลุมคา KS  สูง ( >1 มิลลิกรัมตอลิตร)  สวนใหญมีคา 
KS  อยูในกลุมสูง  ซึ่งคาของ KS แสดงถึงความสัมพันธของความเขมขนและอัตราการยอยสลาย
ของซับสเตรต คือ  กลุมที่มีคา KS  ต่ําบงบอกวา  อัตราการยอยสลายสามารถเกิดขึ้นไดเร็วที่ความ
เขมขนต่ํา  สําหรับคาของ KS ของการทดลองนี้จัดอยูในกลุมคา KS สูง  เชนเดียวกับคาของ  Choi 
และคณะ (1992)  Mirpuri และคณะ (1997) คือ  6.0 และ 3.98  มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ใน
การยอยสลายโทลูอีน และ Tejasen (2003)  คือ  5.29 มิลลิกรัมตอลิตรในการยอยสลายเบนซิล
แอลกอฮอล  
  สวนคา kmax ของการยอยสลายซับสเตรตสามารถแบงคาไดเปน 3 กลุม คือ กลุม
คา kmax  ต่ํา (< 2.0 มิลลิกรัมซับสเตรตตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน)  กลุมคา kmax ปานกลาง (2.0 
– 10.0 มิลลิกรัมซับสเตรตตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวนั)  และกลุมคา kmax สูง (>10.0 มิลลิกรัม
ซับสเตรตตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน) สวนใหญมีคา kmax อยูในกลุมสูง สําหรับคาของ kmax ของ
การยอยสลายโทลูอีนที่ได จัดอยูในกลุมคา kmax ต่ํา เชนเดียวกับคาของ McCarty และคณะ
(1998) คือ 1.50 มิลลิกรัมโทลูอีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน ซึง่ใชจุลินทรียพนัธุผสมเหมือนกนั  
คาของ kmax ของการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอล จัดอยูในกลุมคา kmax ต่ํา และมีคาใกลเคียงกับ
คาของ Tejasen (2003) คือ 0.53 มิลลิกรัมเบนซิลแอลกอฮอลตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน   
ขณะที่คา  KS ของทั้งสองซบัสเตรตจาการทดลองนี้ใกลเคียงกนั ซึ่งแสดงถึงกลุมจลิุนทรียเดยีวกนั
ที่สามารถใชทัง้โทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรต  แตคา kmax ของการยอยสลายโทลูอีน
มีคามากกวาของการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอล อาจเนื่องจากเชื้อจุลินทรียไดโตบนโทลูอีนกอน  
จึงมีความคุนเคยในการใชโทลูอีนเปนซับสเตรตมากกวาเบนซิลแอลกอฮอล แสดงวาอัตราการยอย
สลายของโทลอีูนสูงกวาอัตราการยอยสลายของเบนซิลแอลกอฮอล  
   สําหรับคาความผิดพลาดมาตรฐาน (SEE) ของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรที่ได   
พบวา  ในความเขมขนสูงมีคาความผิดพลาดมาตรฐานสงู       แตในความเขมขนต่ํามีคาความผิด 
พลาดมาตรฐานต่ํา ความเขมขนในการทดลองมีผลตอคาความผิดพลาดมาตรฐาน    และคาความ 
ผิดพลาดมาตรฐานทั้งหมดมีคาไมเกนิรอยละ 10  ของความเขมขนเริ่มตน   สําหรบัผลกระทบของ
ตัวแปรเหลานีต้อแบบจําลองคอมพวิเตอรไดแสดงรายละเอียดในหัวขอที่ 4.6 



  

ตารางที่ 4.2  เปรียบเทียบคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของกระบวนการยอยสลายของแตละซับสเตรตที่ไดจากการประมาณ 
                                                    ดวยแบบจําลองคอมพิวเตอร  AQUASIM2.1b กับงานวิจัยทีผ่านมา 
 

Microorganism Growth 
Substrate 

Conc. 
(mg/L) 

kmax 
 (1/day) 

KS 
(mg/l) 

Y 
(mg-cells/mg-substrate) 

Reference 

Pseudomonas putida B2 Toluene 1-50 4.0 2.7 0.62 Kelly และคณะ (2000) 
Pseudomonas putida ATCC 23973 Toluene 1-30 10.49 6.0 0.37 Choi และคณะ (1992) 

Burkholderia cepacia G4 Toluene - 8.68 0.074 - Newman และคณะ (1995) 
Pseudomonas cepacia G4 Toluene - 9.27 2.30 - Landa  และคณะ (1994) 

Pseudomonas B1 Toluene 5-20 13.03 1.96 1.22 Chang และคณะ (1993) 
Pseudomonas X1 Toluene 5-20 10.84 1.88 0.99 Chang และคณะ (1993) 

Pseudomonas putida F1 Toluene 1-43 20.60 13.8 1.28 Reardon และคณะ (2000) 
Pseudomonas putida R1 Toluene 4 12.10 0.1 1.20 Pedersen และคณะ (1997) 
Pseudomonas putida 54G Toluene 1-50 10.08 3.98 0.90 Mirpuri และคณะ (1997) 
Pseudomonas putida O1 Toluene 5-70 17.28 15.07 0.64 Oh และคณะ (1994) 

Mixed culture Toluene 1-30 0.44 1.02 0.29 Chang และ Alvarez-Cohen (1995b) 
Mixed culture Toluene 7-15 1.5 1.0 0.77 McCarty และคณะ (1998) 
Mixed culture Toluene 5-60 1.47 8.24 0.74 This study 
Mixed culture Benzyl alcohol 1-60 1.06 5.29 0.53 Tejasen (2003) 
Mixed culture Benzyl alcohol 5-60 0.87 6.74 0.60 This study 

67 
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4.5 การศึกษาหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการรวมยอยสลายของไตรคลอโร-   
เอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอล 

 
 งานวิจัยนี้ศึกษาหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรในกระบวนการรวมไตรคลอโรเอทธิลีน
แบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอล   โดยแบงการศึกษาการ
รายงานผลและการวิเคราะหผล ออกเปน 3 ข้ันตอน ตามลําดับ ดังนี้ 
 

4.5.1 การศึกษาการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดย 
  จุลินทรียที่โตบนโทลูอีน 
 
             การทดลองชุดนี้ประกอบดวยขวดซีรัม 13 ขวด โดยใชขวดซีรัม 3 ขวดตอหนึ่ง

ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีน แตละขวดมีสารละลาย BSM  50 มิลลิลิตรและผานการฆา
เชื้อแลว  ความเขมขนเริ่มตนของไตรคลอโรเอทธิลีนประมาณ 1.5, 3.0, 6.0 และ 10.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร และความเขมขนเริ่มตนของเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนประมาณ  70, 140, 280 และ 500 
มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับชุดควบคุม (Control) ใชขวดซีรัม 1 ขวดที่ฆาเซลลจุลินทรียดวยเมอคิวริก
คลอไรด (HgCl2) ที่ความเขมขนประมาณ 10.0 มิลลิกรัมตอลิตรนําขวดซีรัมทั้งหมดใสลงในเครื่อง
เขยาตั้งความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาทีตลอดการทดลอง ที่อุณหภูมิหองประมาณ 25 องศา
เซลเซียส  เก็บตัวอยางจนกระทั่งความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนมีคาคอนขางคงที่ระหวางการ
ทดลองฉีดออกซิเจนใหมีปริมาณมากพอเพื่อใชในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน 

 ผลการศึกษาพบวา ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนลดลงจนกระทั่งคงที่ 
ภายในระยะเวลาประมาณ 2 วัน ดังรูปที่ 4.11  รายละเอียดผลการศึกษาแสดงในภาคผนวก ง.-1  
ในภาคผนวก ง  และสามารถยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนที่ความเขมขน 1.5, 3.0,  6.0  และ 
10.0มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขนลดลงรอยละ 62,  58,  57 และ 55 ตามลําดับ  การที่การยอย
สลายไตรคลอโรเอทธิลีนหยุดลง จนทําใหความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนคงที่ นาจะเกิดจาก
ผลิตผล (TCE Epoxide) ของการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ซึ่งมีความเปนพิษตอจุลินทรีย 
ทําลายเอนไซมและทําใหจุลินทรียหมดประสิทธิภาพในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ซึ่งมีการ
รายงานโดย  Wackett และ Gibson (1988) นอกจากนี้  Wackett และ Householder (1989) 
และ Heald และ Jenkins (1994) พบวาพิษจาก TCE epoxide ทําใหจุลินทรีย Pseudomonas 
putida F1 ที่ใชโทลูอีนเปนซับสเตรตนั้นสามารถยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนไดลดลง  Bielefeldt 
และคณะ (1995) พบวายิ่งไตรคลอโรเอทธิลีนถูกยอยสลายไดมาก   ความสามารถในการยอย
สลายไตร-คลอโรเอทธิลีนของจุลินทรียจะลดลงและจุลินทรียจะหมดความสามารถในที่สุด  สงผล
ใหอัตราการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนลดลง  และความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนคงที่   
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รูปที่ 4.11 การรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลนีโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน 

(□,1.5 มก.ตอลิตร ; ◊,3.0 มก.ตอลิตร ; ∆ ,6.0 มก.ตอลิตร ;  O,10 มก.ตอลิตร ;  x ,ชุดควบคุม) 
 
4.5.2 การศึกษาการศึกษาการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใช
 อากาศโดยจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล 

 
  การทดลองชุดนี้ ทําการทดลองเชนเดียวกับการทดลองศึกษากระบวนการรวม
ยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล  โดยใช
ความเขมขนเริ่มตนของเบนซิลแอลกอฮอลประมาณ 1.5, 3.0, 6.0 และ 10.0 มิลลิกรัมตอลิตร 
และคาความเขมขนของเซลลจุลินทรียประมาณ  70, 140, 280 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการ
เก็บตัวอยางจนกระทั่งความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนมีคาคอนขางคงที่เชนกัน  

 ผลการศึกษาพบวา คาความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนลดลงจนกระทั่งคงที่
ภายในระยะเวลาประมาณ  2.5  วัน ซึ่งใชเวลานานกวาเชื้อจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน  ดังรูปที่ 4.12  
รายละเอียดผลการศึกษาแสดงในภาคผนวก ง.-2  ในภาคผนวก ง  และสามารถยอยสลายไตร-
คลอโรเอทธิลีนที่ความเขมขน 1.5, 3.0,  6.0  และ10.0 ความเขมขนลดลงรอยละ 56,  51,  48 
และ 45 ตามลําดับ  โดยจะสามารถยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนไดนอยกวาการใชเซลลจุลินทรีย
ที่โตบนโทลูอีน และการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนหยุดลง จนทําใหไตรคลอโรเอทธิลีนคงที่ 
นาจะเกิดจากผลิตผล (TCE Epoxide) ของการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ซึ่งมีความเปนพิษตอ       
จุลินทรียทําลายเอนไซมและทําใหจุลินทรียหมดประสิทธิภาพในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน 
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รูปที่ 4.12   การรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียทีโ่ตบนเบนซิลแอลกอฮอล   

  (□,1.5 มก.ตอลิตร ; ◊,3.0 มก.ตอลิตร ; ∆ ,6.0 มก.ตอลิตร ;  O,10 มก.ตอลิตร ;  x ,ชุดควบคุม) 
 
4.5.3 การศึกษาหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรในการรวมยอยสลายไตรคลอ-
 โรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดยใชแบบจําลองคอมพิวเตอร  

 
  งานวิจยันี้ใชแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM2.1b วิเคราะหการรวมยอย
สลายไตรคลอโรเอทธิลนีแบบใชอากาศโดยจุลินทรียทีโ่ตบนโทลูอีน   และโตบนเบนซลิแอลกอฮอล   
โดยการนําขอมูลที่ไดจากการทดลองมาปอนในแบบจําลองคอมพิวเตอร และทําการหาคาตัวแปร
ทางจลนพลศาสตรที่เหมาะสมทั้งหมด 3 ตัว คือ ตัวคงที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุด 
(maximum specific degradation rate ; kmax)   คาคงที่การอิ่มตัว (half saturation contant ; Ks)  
และคา  Transformation capacity (Tc)  โดยใชสมการที่  3.6 และ 3.8  ดังแสดงในบทที่ 3  
         จากการประมาณคาตวัแปรทางจลนพลศาสตรที่เหมาะสม โดยใชแบบจําลองไดดัง
ตารางที่ 4.3  คาเฉลี่ยของ  kmax,  KS และ Tc ของจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน คือ  0.283 ± 0.0172  
มิลลิกรัมโทลอีูนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน, 10.59 ± 2.508 มิลลิกรัมตอลิตร และ 0.0410 ± 
0.0045  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลนีตอมิลลิกรัมมวลเซลล ตามลาํดับ  และของจุลินทรียที่โตบน
เบนซิลแอลกอฮอล คือ 0.0548 ± 0.0159  มิลลิกรัมโทลูอีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน 0.5938 ± 
0.3989  มิลลิกรัมตอลิตร และ 0.0337 ± 0.0042 มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวล
เซลล ตามลําดับ กราฟที่แสดงผลการทดลองและกราฟที่ไดจากแบบจําลองคอมพิวเตอรแสดงดัง
รูปที่ 4.13 กับ 4.14 
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ตารางที่ 4.3   ผลจากการประมาณคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการรวมยอยสลายไตรคลอโร
          เอทธิลีนโดยใชแบบจาํลองคอมพิวเตอร AQUASIM2.1b 

  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

      รูปที ่4.13  แบบจําลองคอมพิวเตอรของการรวมยอยสลาย TCE โดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน  
(□, ◊, ∆ , O, ความเขมขนของโทลูอีนจากการทดลอง ;        เสนกราฟประมาณจากแบบจําลอง 

; x ,ชุดควบคมุ ) 

ซับสเตรต 
ความเขมขนของ 

TCE   
(mg/l) 

kmax 
(mg-TCE/mg-

Cell /day) 

KS 
(mg/l) 

Tc 
(mg-TCE/mg-

Cell) 

SEE 

1.661 ± 0.059 0.517  9.040  0.0469 0.042 
3.148 ± 0.145 0.307 10.017  0.0364  0.101 
6.646 ± 0.199 0.137  9.017 0.0415 0.840 

12.231 ± 0.208 0.171 14.286  0.0391  1.795 
โทลูอีน 

คาเฉลี่ย 0.283±0.0172 10.59±2.508 0.0410±0.0045  - 
1.711 ±  0.020 0.0777  0.446 0.0347 0.055 
3.403 ± 0.088 0.0527  0.516 0.0353 0.151 
6.520 ± 0.109 0.0468  0.246 0.0276 0.225 

12.178 ± 0.123 0.0421  1.167 0.0373 1.294 

เบนซิล
แอลกอฮอล 

คาเฉลี่ย 0.0548±0.0159 0.5938±0.3989 0.0337±0.0042  - 
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รูปที่ 4.14   แบบจําลองคอมพิวเตอรของการรวมยอยสลาย TCE โดยจุลินทรียที่โตบนเบนซิล 
      แอลกอฮอล  (□, ◊, ∆ , O, ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลจากการทดลอง ;        
              เสนกราฟประมาณจากแบบจําลอง ;  x ,ชุดควบคุม )  
 

 เมื่อพิจารณาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการของการรวมยอยสลายไตร
คลอโรเอทธิลีนแบบใชออกซิเจนโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน และโตบนเบนซิลแอลกอฮอล 
เปรียบเทียบกับคาที่มีการศึกษามา ดังตารางที่ 4.4  พบวาสามารถแบงคา KS ไดเปน 3 กลุม
เชนกัน คือ กลุมที่มีคา KS  ต่ํา (< 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร)  กลุมปานกลาง (1.0 – 2.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร)  และกลุมสูง ( >2.0 มิลลิกรัมตอลิตร)  สวนใหญมีคาอยูในกลุมสูง  สําหรับคา KS ของการ
ของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชออกซิเจนโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนที่ไดจาก
การศึกษานี้  จัดอยูในกลุมที่มีคา KS สูง เชนเดียวกับของ  Mccarty และคณะ (1998)  และ 
Chang และ Alvarez-Cohen (1995b)  ในจุลินทรียพันธุผสม (mixed culture)  คือ  10.0 และ 
8.64 มิลลิกรัมตอลิตร สวนของจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอลจัดอยูในกลุมที่มีคา KS ต่ําและ
มีคาใกลเคียงกับ Tejasen (2003) ในจุลินทรียพันธุผสม  คือ 0.30 มิลลิกรัมตอลิตร  

 สวนคาของ kmax ของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนสวนใหญแบงคาได
เปน 3 กลุมเชนกัน คือ กลุมคา kmax ต่ํา (< 0.1 มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล
ตอวัน)  กลุมคา kmax ปานกลาง (0.1 – 1.0 มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอ
วัน)  และกลุมคา kmax สูง ( >1.0  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน) สวน
ใหญมีคาอยูในกลุมคา kmax ปานกลาง ยกเวน Burkholderia cepacia G4  ซึ่งมีคามากกวาชวงที่
กําหนดมาก  คาของ kmax ของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนของจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนที่
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ไดจากการศึกษานี้  จัดอยูในกลุมที่มีคา kmax ปานกลาง  ใกลเคียงกับคาที่ศึกษาโดย  Park และ
คณะ (2002) และ Chang และ Alvarez-Cohen (1995b)  คือ  0.37 และ 0.17  มิลลิกรัมไตร-
คลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวันและจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอลจัดอยูในกลุม
คา kmax  ต่ํา ใกลเคียงกับคาที่ศึกษาโดย  Tejasen (2003)  คือ  0.084 มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีน
ตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน 
  สําหรับคา   Transformation  capacity (Tc)  แสดงถึงความสามารถในการรวม
ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนมีคาเทากับ  0.0410 ± 0.0045  มิลลิกรัม
ไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล  ใกลเคียงกับของจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล ที่มี
คาเทากับ  0.0337 ± 0.0042  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล  ประมาณไดวา
ในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน 1 มิลลิกรัม ใชเซลลจุลินทรียประมาณ 24 และ 30 มิลลิกรัม 
สําหรับการใชโทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรต ตามลําดับ แสดงวาจุลินทรียที่โตบน  
โทลูอีนมีประสิทธิภาพในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ดีกวาจุลินทรียที่โตบนเบนซิล-
แอลกอฮอล ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองหาคา Tc ของ Tejasen (2003) รายงานวา จุลินทรียที่
โตบนฟนอลแตไมโตบนโทลูอีนมีประสิทธิภาพในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนดีกวา        
จุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอลแสดงใหเห็นวาเชื้อจุลินทรียพันธุผสม (mixed culture) มี
คุณสมบัติแตกตางจากการทดลองนี้ แตจุลินทรียทั้งสองยังสามารถใชเบนซิลแอลกอฮอลแทนได
และมีประสิทธิภาพใกลเคียงกัน  ซึ่งทั้งฟนอลและโทลูอีนตางเปนสารอะโรมาติกที่นิยมใชเปน  
ซับสเตรตในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศ  

 การประมาณคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรโดยใชแบบจําลองคอมพิวเตอร 
AQUASIM2.1b พบวา คา  KS ของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชออกซิเจนโดย     
จุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอลมีคาแตกตางกันมาก สําหรับคา  
kmax ที่ลดลงเมื่อความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนสูงขึ้น  สาเหตุอาจมาจากความเปนพิษของ
ไตรคลอโรเอทธิลีนที่ความเขมขนสูง สอดคลองกับรายงานของ Futamata และคณะ (2001a, b) 
ศึกษาพบวา จุลินทรีย Pseudomonas putida P35X  ที่โตบนฟนอลสามารถรวมยอยสลายไตร-
คลอโรเอทธิลีนที่ความเขมขนต่ํา (65 มิลลิกรัมตอลติร) และมีคา kmax (0.053 มิลลิกรัมไตรคลอโร- 
เอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน) มากกวา คา kmax (0.010  มิลลิกรัมตอลิตร)  เมื่อความ
เขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนสูง ( 200 มิลลิกรัมตอลิตร)  และ Tejasen (2003) ศึกษาพบวา การ
ใชจุลินทรียพันธุผสมที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอลรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศ  
เมื่อความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนสูง (15 มิลลิกรัมตอลิตร) จะมีคา kmax (0.025 มิลลิกรัม 
ไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน) นอยกวาคา kmax (0.060  มิลลิกรัมตอลิตร) ที่
ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนต่ํา ( 2.5 มิลลิกรัมตอลิตร) ซึ่งไดใชสมการ Haldane kinetics  
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ในการอธิบายผลของคา  kmax ที่ลดลงเมื่อความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนสูงขึ้น แตสําหรับ
งานวิจัยนี้เนื่องจากไมมีขอมูลเพียงพอในการวิเคราะหผล จึงไมสามารถใชสมการ Haldane 
kinetics ได  

 สําหรับคา  TC มีคาคอนขางคงที่ ถึงแมคา  KS และ kmax  จะแตกตางกัน ซึ่ง
สอดคลองกับรายงานของ  Chang และ Alvarez-Cohen (1995b)   พบวา เมื่อเปลี่ยนแปลงความ
เขมขนเร่ิมตนของไตรคลอโรเอทธิลีนและมวลเซลลแลว ไมสงผลตอการเปลี่ยนแปลงของคา   TC 
แสดงวาคา  KS และ kmax ถึงจะมีคาแตกตางกันมาก แตเชื้อจุลินทรียทั้งสองจากการทดลองยังมี
ประสิทธิภาพในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศได และมีประสิทธิภาพ
ใกลเคียงกัน (จากคา TC) 
  สําหรับคาความผิดพลาดมาตรฐาน (SEE) ของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรที่ได   
พบวา  ในความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีนสูงมีคาความผิดพลาดมาตรฐานสูง และในความเขมขน
ไตรคลอโรเอทธิลีนต่ํามีคาความผิดพลาดมาตรฐานต่ํา แสดงวา ความเขมขนในการทดลองมผีล
ตอคาความผดิพลาดมาตรฐาน  โดยแตละความเขมขนจะมีคาความผิด พลาดมาตรฐานประมาณ
รอยละ 10 ของความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีนเริ่มตน สาํหรับผลกระทบของตัวแปรเหลานี้ตอแบบ 
จําลองคอมพวิเตอร ไดแสดงรายละเอียดในหวัขอที่ 4.6 

 ดวยคุณสมบัติของเบนซิลแอลกอฮอลที่เปนของเหลว  ไมเปนพิษ ละลายน้ําไดดี 
ไมลุกติดไฟ และยังไมมีกฏหมายควบคุมการใช จึงมีความเปนไปไดที่จะใชเบนซิลแอลกอฮอลเปน
ทางเลือกหนึ่งในการใชเปนซับสเตรตแทนโทลูอีนในการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนในงานภาคสนาม 



  ตารางที่ 4.4     เปรียบเทียบคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนที่ไดจากการประมาณ 
                                               ดวยแบบจาํลองคอมพิวเตอร  AQUASIM2.1b กับงานวิจยัที่ผานมา 
 

Microorganism Growth 
Substrate 

Conc.TCE 
(mg/L) 

kmax 
(1/day) 

KS 
(mg/l) 

Tc 
(mg-TCE/mg-Cell) 

Reference 

Pseudomonas putida B2 Toluene 0-10 1.3 6.4 0.035 Kelly และคณะ (2000)       
Burkholderia cepacia G4  Toluene - 3.50 1.577 - Newman และคณะ (1995)   

Pseudomonas cepacia G4 Toluene - 0.95 0.80 - Landa และคณะ (1994)     
Pseudomonas cepacia G4 Toluene 0.65-9.85 1.706 3.81 - Sun และคณะ (1996) 

Pseudomonas cepacia  KR1 Toluene 0.65-9.85 1.89 1.314 - Sun และคณะ (1996) 
Pseudomonas putida F1 Toluene 0.65-9.85 0.75 0.66 - Sun และคณะ (1996) 
Pseudomonas putida F1 Toluene 1.32-13.14 0.49 10.12 0.0052 Heald และ Jenkins (1994) 
Ralstonia pickettii PKO1 Toluene 0-50 0.37 9.80 - Park และคณะ (2002) 

Mixed culture Toluene 1-30 0.17 8.64 0.0073 Chang และ Alvarez-Cohen (1995b)    
Mixed culture Toluene 0.5-1.5 0.70 10 - Mccarty และคณะ (1998)            
Mixed culture Toluene 1.5-10.0 0.283  10.59  0.0410  This study 
Mixed culture Benzyl  alcohol 0.13-2.0 0.084 0.33 0.0300 Tejasen (2003) 
Mixed culture Benzyl  alcohol 1.5-10.0 0.055  0.594  0.0337  This study 
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4.6 การทดสอบความถูกตองของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร  
  
 จากการประมาณคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรในกระบวนการยอยสลายของโทลูอีนและ
เบนซิลแอลกอฮอล  และการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบน
โทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอลโดยใชแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM2.1b  พบวา การ
เปลี่ยนแปลงคาของ kmax  KS และ Tc  มีผลตอแบบจําลองแตกตางกัน  จึงจําเปนตองมีการทดสอบ
ความถูกตองของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร เพื่อใหทราบถึงผลกระทบและขอบเขตของตัวแปร
เหลานี้ตอแบบจําลองคอมพิวเตอร 
 

4.6.1 ผลกระทบของคา  kmax  และ KS  ตอการยอยสลายโทลูอีน และเบนซิล   
                 แอลกอฮอล 
 
  เมื่อพิจารณาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายของโทลูอีนและเบน
ซิลแอลกอฮอลที่ไดจากการประมาณโดยแบบจําลองคอมพิวเตอร  สามารถกําหนดขอบเขตคาตัว
แปรทางจลนพลศาสตร ใหครอบคลุมกับผลการทดลองที่ไดดังตารางที่  4.5  โดยใชคา KS    
เปลี่ยนแปลงคา kmax ดังรูปที่  4.15  และใชคา kmax  เปลี่ยนแปลงคา  KS ดังรูปที่ 4.16   
 
       ตารางที่ 4.5   ขอบเขตของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายของโทลูอีนและ
     เบนซิลแอลกอฮอล 

 

ซับสเตรต ความเขมขนซบัสเตรต 
(mg/l) 

kmax 
(mg-Substrate/mg-Cell /day) 

KS 
(mg/l) 

4.800 ± 0.155 1.4 – 1.9 2.0 – 4.5 
14.742 ± 0.208 1.5 – 2.0 5.0 – 8.5 
27.312 ± 0.426 1.0 – 1.3 6.5 – 12.0 

โทลูอีน 

62.316 ± 1.304 1.1 – 1.5 5.0 – 15.0 
5.754 ± 0.133 0.8 – 1.1 2.5 – 4.5 

15.910 ± 0.216 0.9 – 1.3 5.5 – 10.0 
33.230 ± 0.674 0.7 – 0.95 5.0 – 12.0 

เบนซิล
แอลกอฮอล 

63.212 ± 0.812 0.55 – 0.75 4.5 – 15.0 
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รูปที่ 4.15   ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงคา kmax ในการยอยสลายโทลูอีน 
(O, ความเขมขนของโทลูอีนจากการทดลอง ;         คา kmax เทากับ 1.47 ตอวัน ;          คา kmax 

เทากับ  1.50 ตอวัน ;        คา kmax เทากับ 1.10 ตอวัน ) 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.16  ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงคา KS ในการยอยสลายโทลอีูน 
(O, ความเขมขนของโทลูอีนจากการทดลอง ;         คา  KS เทากับ 8.24 มก./ล. ;          คา  KS  

เทากับ  5.0 มก./ล. ;        คา  KS เทากับ 15.0 มก./ล.) 

Time(days) 

Time(days) 



 78

ขอบเขตของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายของโทลูอีน และเบนซิล
แอลกอฮอลโดยใชแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM2.1b  สรุปไดวา ขอบเขตของคา  kmax ใน
การยอยสลายโทลูอีนมีคาตั้งแต 1.0 ถึง 1.9  มิลลิกรัมโทลูอีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  ในขณะ
ที่ขอบเขตของคา  KS มีคาตั้งแต 2.0 ถึง 15.0 มิลลิกรัมตอลิตร  และในการยอยสลายเบนซิล
แอลกอฮอล ขอบเขตของคา  kmax มีคาตั้งแต 0.55 ถึง 1.3  มิลลิกรัมเบนซิลแอลกอฮอลตอ
มิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  ในขณะที่ขอบเขตของคา  KS มีคาตั้งแต 2.5 ถึง 15.0 มิลลิกรัมตอลิตร  
ซึ่งขอบเขตทั้งสองนี้สามารถครอบคลุมผลการทดลองสวนมากไวได (รอยละ 80 ถึง 90 ของขอมูล) 
โดยขอบเขตของคา  kmax  จะแคบกวาขอบเขตของคา  KS มาก แสดงใหเห็นวาการเปลี่ยนแปลงคา 
kmax จะสงผลตออัตราการยอยสลายของซับสเตรตมากกวาการเปลี่ยนแปลงคา KS   ดังนั้นคา kmax 
จึงนาจะมีความถูกตองมากกวาคา KS 

 
4.6.2  ผลกระทบของคา kmax KS และ Tc ตอการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน     

            แบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอล 
 
  เมื่อพิจารณาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการการรวมยอยสลายไตรคลอโร-
เอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอลที่ได จาก
แบบจําลอง สามารถกําหนดขอบเขตคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรใหครอบคลุมกับผลการทดลอง
ที่ไดดังตารางที่  4.6  โดยใชคา KS และ Tc    เปลี่ยนแปลงคา kmax ดังรูปที่  4.17   ใชคา kmaxและ 
Tc เปลี่ยนแปลงคา  KS  ดังรูปที่ 4.18  และใชคา kmaxและ KS เปลี่ยนแปลงคา  Tc  ดังรูปที่ 4.19  
 
ตารางที่ 4.6   ขอบเขตของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน 

ซับสเตรต ความเขมขนของ 
TCE  (mg/l) 

kmax 
(mg-TCE/mg-Cell /day) 

KS 
(mg/l) 

Tc 
(mg-TCE/mg-Cell) 

1.661 ± 0.059 0.30 - 0.60 5.0 - 15.0 0.030 - 0.060 
3.148 ± 0.145 0.20 - 0.50 5.0 - 15.0 0.030 - 0.050 
6.646 ± 0.199 0.08 - 0.20 5.0 - 15.0 0.030 - 0.060 

โทลูอีน 

12.231 ± 0.208 0.10 - 0.25 5.0 - 25.0 0.030 - 0.050 
1.711 ±  0.020 0.05 - 0.12 0.10 – 1.50 0.030 - 0.045 
3.403 ± 0.088 0.04 - 0.08 0.10 – 1.50 0.030 - 0.045 
6.520 ± 0.109 0.03 - 0.08 0.05 – 1.50 0.020 - 0.035 

เบนซิล
แอลกอฮอล 

12.178 ± 0.123 0.03 - 0.06 0.10 – 5.00 0.025 - 0.050 
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รูปที่ 4.17   ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงคา kmax ในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน  
(O, ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนจากการทดลอง ;         คา  kmax เทากับ 0.28 ตอวัน ;          

คา  kmax  เทากับ  0.25 ตอวนั ;         คา  kmax เทากับ 0.10 ตอวัน) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.18   ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงคา KS ในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน  
(O, ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนจากการทดลอง ;         คา  KS  เทากับ 10.6 มก./ล.;          

คา  KS  เทากบั  5.0  มก./ล.;         คา  KS เทากับ  25.0  มก./ล.) 
 
 

Time(days) 

Time(days) 
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รูปที่ 4.19   ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงคา  Tc  ในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน  

(O, ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนจากการทดลอง ;          คา  Tc  เทากับ  0.034 
มก.TCE/มก.เซลล ;          คา  Tc  เทากับ  0.050  มก.TCE/มก.เซลล ;         คา  Tc เทากับ   

0.030  มก.TCE/มก.เซลล) 
 

ขอบเขตของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบ
ใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอล    โดยใชแบบจําลอง
คอมพิวเตอร  AQUASIM2.1b    สรุปไดวา  ขอบเขตของคา  kmax ในการรวมยอยสลายไตรคลอโร-
เอทธิลีนโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนมีคาตั้งแต  0.08 ถึง 0.60  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอ
มิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  ในขณะที่ขอบเขตของคา  KS มีคาตั้งแต 5.0 ถึง 25.0 มิลลิกรัมตอลิตร  
สวนขอบเขตของคา  Tc มีคาตั้งแต  0.030 ถึง 0.060  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวล
เซลล  และในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล 
ขอบเขตของคา  kmax มีคาตั้งแต  0.03 ถึง 0.12  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล
ตอวัน  ในขณะที่ขอบเขตของคา  KS มีคาตั้งแต  0.05  ถึง  5.00 มิลลิกรัมตอลิตร  สวนขอบเขต
ของคา   Tc มีคาตั้งแต  0.020 ถึง 0.050  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล  ซึ่ง
ขอบเขตทั้งสามสามารถครอบคลุมผลการทดลองสวนมากไวได (รอยละ 70 ถึง 90 ของขอมลู) โดย
ขอบเขตของคา  Tc จะแคบกวาขอบเขตของคา   kmax และ KS มาก แสดงใหเห็นวาการ
เปลี่ยนแปลงคา  Tc  จะสงผลตออัตราการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศ
มากกวาการเปลี่ยนแปลงคา kmax และ KS   ดังนั้นคา Tc  จึงนาจะมีความถูกตองมากกวาคา kmax 
และ KS 

Time(days) 
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ประโยชนของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรที่ใชในการเติบโต ปริมาณออกซิเจนที่ใชใน
ปฏิกิริยา และระยะเวลาที่  จุลินทรียใชในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ซึ่งคาตาง ๆ เหลานี้จะ
สงผลตอของวิธีการบําบัด คาใชจายในการบําบัด ระยะเวลา  และลักษณะของระบบได อยางไรก็
ตามการนําคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรเหลานี้ไปใชจะตองประยุกตใชดวยความระมัดระวังโดย
ตองทําความเขาใจหลักการและกลไกของกระบวนการรวมทั้งที่มาที่ไปของขอมูลใหดีเสียกอน หาก
สามารถวิจัยและทดลองหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรขึ้นมาเองสําหรับงานนั้น ๆ โดยเฉพาะก็
สมควรทําเปนอยางยิ่งเพราะจะทําใหงานที่ไดมีความถูกตองแมนยํา และความนาเชื่อถือมากขึ้น 
 ในการนําขอมูลนี้ไปใชออกแบบการทดลองแบบคอลัมนหรือนําขอมูลไปประยุกตใชบําบัด
การปนเปอนของไตรคลอโรเอทธิลีนในภาคสนาม  ถือไดวาขอมูลนี้เปนคาที่ตองมีการตรวจสอบ
ดวยการทดลองที่มีสภาพใกลเคียงกับการนําไปใชจริง และในการนําไปใชงานในภาคสนามจริง
คาตัวแปรทางจลนพลศาสตรเหลานี้มีโอกาสเปลี่ยนแปลงไดอีก จึงควรจะมีการติดตามตรวจผลอยู
เสมอ ๆ 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 
 จากการวิจัยในเรื่องการหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการรวมยอยสลายไตรคลอโร-
เอทธิลนีแบบใชอากาศโดยจลิุนทรียที่โตบนโทลูอีน หรือโตบนเบนซิลแอลกอฮอล ในครั้งนี้สามารถ
สรุปผลงานวิจยั และมีขอเสนอแนะในการที่จะทําการศึกษา และวิจัยตอไปดังนี ้
 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 
 จากการทดลองการใชโทลูอีน และเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตในการบําบัดไตรคลอ-
โรเอทธิลีน สามารถสรุปไดดังตอไปนี้ 
 

1. จุลินทรียที่โตบนโทลูอีนสามารถใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตแทนโทลูอีนในการ
บําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนได โดยมีประสิทธิภาพ (TC) ใกลเคียงกัน  

2. คายิลด (Yield) ของเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและใชโทลูอีนเปนซับสเตรต และของ
เซลลจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอลและใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตมีคาเทากับ 
0.742  ± 0.028   มิลลิกรัมมวลเซลลตอมิลลิกรัมโทลูอีน  และ  0.603  ± 0.070   มิลลิกรัมเซลล
ตอมิลลิกรัมเบนซิลแอลกอฮอล  ตามลําดับ  
 3. เมื่อทําการประมาณคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร พบวา คาเฉลี่ยของ  kmax และ  KS 
ของการยอยสลายโทลูอีนแบบใชอากาศ คือ 1.435 ± 0.299  มิลลิกรัมโทลูอีนตอมิลลิกรัมมวล
เซลลตอวัน  และ 7.026 ± 2.649 มิลลิกรัมตอลิตร  และคาเฉลี่ยของ kmax และ  KS ของการยอย
สลายเบนซิลแอลกอฮอลแบบใชอากาศ คือ 0.870 ± 0.172  มิลลิกรัมเบนซิลแอลกอฮอลตอ
มิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  และ 6.738 ± 2.212  มิลลิกรัมตอลิตร และของการรวมยอยสลาย     
ไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน คาเฉลี่ยของ  kmax  และ  KS คือ  
0.283 ± 0.0172  มิลลิกรัมโทลูอีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวันและ 10.59 ± 2.508 มิลลิกรัมตอ
ลิตร และของจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล คือ 0.0548 ± 0.0159  มิลลิกรัมเบนซิล-
แอลกอฮอลตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน, 0.5938 ± 0.3989  มิลลิกรัมตอลิตร ผลการคํานวณคา 
Transformation Capacity ของการใชโทลูอีน และเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตในการยอย
สลายไตรคลอโรเอทธิลีนมีคาเทากับ 0.0410 ± 0.0045  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัม
มวลเซลลและ 0.0337 ± 0.0042   มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล  
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 4.  ขอบเขตของคา kmax ในการยอยสลายโทลูอีนมีคาตั้งแต 1.0 ถึง 1.9 มิลลิกรัมโทลูอีน 
ตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  ขณะที่ขอบเขตของคา  KS มีคาตั้งแต  2.0 ถึง 15.0 มิลลิกรัมตอลิตร  
และในการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอล ขอบเขตของคา  kmax มีคาตั้งแต 0.55 ถึง 1.3  มิลลิกรัม
เบนซิลแอลกอฮอลตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  ขณะที่ขอบเขตของคา  KS มีคาตั้งแต 2.5 ถึง 15.0 
มิลลิกรัมตอลิตร  สําหรับในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนขอบ
เขตของคา  kmax มีคาตั้งแต  0.08 ถึง 0.60  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอ
วัน  ขณะที่ขอบเขตของคา  KS มีคาตั้งแต 5.0 ถึง 25.0 มิลลิกรัมตอลิตร  สวนขอบเขตของคา  Tc 
มีคาตั้งแต  0.030 ถึง 0.060  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล  และในการรวม
ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล ขอบเขตของคา  kmax มีคา
ตั้งแต  0.03 ถึง 0.12  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  ขณะที่ขอบเขต
ของคา  KS มีคาตั้งแต  0.05  ถึง  5.00 มิลลิกรัมตอลิตร  สวนขอบเขตของคา   Tc มีคาตั้งแต  
0.020 ถึง 0.050  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล   

 
5.2 ความสําคัญทางดานวิศวกรรมและการนาํไปใช 
 
 จากงานวิจยันิส้ามารถนําไปประยุกตไดดังนี ้
 
 1. เบนซิลแอลกอฮอลมีสถานะเปนของเหลวที่ไมเปนพษิ ซึง่งายตอการนํามาใช ทัง้ละลาย 
น้ําไดดี ไมลุกติดไฟ และยังไมมกีฎหมายควบคุมการใช จงึมีความเปนไปไดที่จะใชเบนซิล
แอลกอฮอลเปนซับสเตรตแทนโทลูอีนในการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนในงานภาคสนาม 
 2. คาตวัแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายของโทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอล การ
รวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลนิทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอลแบบใช
อากาศเปนขอมูลเบื้องตน และตัวแปรสําคัญในการออกแบบระบบในภาคสนาม 
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5.3  ขอเสนอแนะ 
 
 งานวิจยันี้ไดพบขอที่นาสนใจอีกหลายประการ เพื่อเปนแนวทางในการทําวิจยัตอไปดังนี ้
 
 1.  ศึกษาการหาคาตวัแปรทางจลนพลศาสตรในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดย
จุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอล โดยใชจุลินทรียพันธุบริสุทธิ ์(pure culture) 
แทนจุลินทรียพันธุผสม (mixed culture) ในการทดลองครั้งนี้ เพื่อนาํมาเปรียบเทียบกับคาตัวแปร
ทางจลนพลศาสตรที่ได  

2.  ศึกษาการหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรแบบคอลัมน  และสามารถนําขอมูลไป
ประยุกตใชบําบัดการปนเปอนของไตรคลอโรเอทธิลีนในภาคสนาม 

3.  ศึกษาความสามารถของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียที่โตบน  
โทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอลในระยะยาว  

4. ศึกษาการใชสมการ Haldane kinetics ในการอธิบายผลของอัตราการยอยสลายที่
ลดลงเมื่อความเขมขนสูงขึน้  

5.  ศึกษาความสามารถของจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอลในของ
การรวมยอยสลายสาร CAHs ชนิดอื่น ๆ เชน เตตระคลอโรเอทธิลีน (PCE),  1,1-ไดคลอโรเอทธิลีน 
(1,1-DCE),   ทรานส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลีน (trans-DCE),  ซิส-1,2–ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-DCE),  
ไวนิลคลอไรด (VC)  และ  1,1 ไดคลอโรอีเทน (1,1-DCA)  เปนตน  

6.  ศึกษาการใชแกสไซลีนหรือ BTEX ( Benzene-Toluene-Ethylbenzene-Xylene) เปน
ซับสเตรตในการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีน เนื่องจากอาจมีการรั่วไหลของแกสไซลีนและ ไตรคลอโร-
เอทธิลีนปนเปอนในน้ําใตดินพรอมกัน ทําใหเปนผลพลอยไดในการใชแกสไซลีน หรือ BTEX เปน
ซับสเตรตในการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีน 

7. ศึกษาการใชสารชนิดอื่นที่ไมเปนพิษมาใชเปนซบัสเตรตในการรวมยอยสลายไตรคลอ-
โรเอทธิลนีทางชีวภาพ เชน กลูโคส ฟลกุโตส แลกเตส เทอรปน เปนตน 

8. ศึกษาการใชโปรแกรม AQUASIM2.1b ในการประมาณการเคลื่อนที่ของน้ําใตดินที่ม ี      
ไตรคลอโรเอทธิลีนปนเปอนอยู เพื่อใหไดขอมูลที่สมบูรณแบบมากขึน้ สามารถนําไปใชงานในพืน้ที่
จริงไดอยางมปีระสิทธิภาพมากขึ้น 
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ภาคผนวก ก. 
ผลการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลล 

จุลินทรียทีส่ามารถโตบนโทลูอีน  
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       ตารางที่ ก-1  คา OD550 ที่เปลี่ยนแปลงในการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลล 
                         จลุินทรียที่สามารถโตบนโทลูอีน  
  

ชุดที ่ ขวดทดสอบที ่1  ขวดทดสอบที ่2 ขวดทดสอบที ่3 หมายเหต ุ
1 0.009 0.007 0.009 Media control 
2 0.011 0.012 0.004 Substrate control 
3 0.033 0.029 0.030 Nonbiotic control 
4 0.029 0.025 0.029 Seed control 
5 0.035 0.038 0.034 - 
6 0.055 0.049 0.044 - 
7 0.105 0.101 0.086 - 
8 0.263 0.206 0.228 - 
9 0.415 0.407 0.403 - 
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ภาคผนวก ข. 
ผลการศึกษาคายิลดของแตละซับสเตรต  

(Growth Yield ; Y) 
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ตารางที ่ข-1 ความเขมขนของโทลูอีนทีเ่ปลี่ยนแปลงในการศึกษาหาคายลิด 
 

ความเขมขนของโทลูอีน (มลิลิกรัมตอลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

0 55.221 56.088 50.449 52.016 
3 53.249 44.891 50.218 54.473 
12 42.468 43.437 41.494 53.869 
24 0.037 0.000 0.021 52.159 
26 0.000 0.000 0.000 55.746 
27 51.805 48.513 47.339 55.547 
35 0.752 0.000 0.000 51.751 
36 0.000 0.000 0.000 49.342 
37 44.168 52.461 51.188 49.092 
44 0.000 0.000 0.000 54.360 
45 41.772 40.877 40.281 52.103 
51 0.042 0.152 0.104 51.861 
52 0.000 0.000 0.000 50.051 
53 44.782 46.726 47.053 49.111 
59 0.000 0.000 0.000 54.570 
60 45.748 51.886 50.271 50.309 
68 0.000 0.000 0.000 48.677 
69 41.871 47.413 42.684 51.115 
76 0.000 0.000 0.000 47.238 
77 52.330 50.594 54.246 49.629 
82 0.000 0.000 0.000 48.227 
83 58.592 0.000 0.000 47.211 
90 0.000 0.000 0.000 48.018 
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ตารางที่ ข-2 คา OD550 ที่เพิ่มขึ้นจากผลการศึกษาหาคายิลดโดยใชโทลูอีนเปนซับสเตรต  
 

เวลา คา  OD550 
(ชั่วโมง) ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

0 0 0 0 0.000 
24 0.156 0.159 0.167 0.012 
35 0.293 0.367 0.346 0.015 
44 0.381 0.457 0.479 0.014 
51 0.515 0.596 0.616 0.016 
59 0.666 0.753 0.798 0.020 
68 0.834 0.868 0.876 0.016 
76 0.924 0.979 1.024 0.019 
82 0.935 1.024 1.038 0.021 
90 1.036 1.029 1.039 0.020 

 
ตารางที่ ข-3 ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลที่เปลี่ยนแปลงในการศึกษาหาคายิลด  
 

ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอล(มิลลิกรัมตอลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

0 44.287 45.501 43.288 45.678 
3 40.825 42.895 42.049 45.935 
12 42.351 44.641 24.383 46.948 
24 39.902 37.329 19.457 46.687 
26 31.236 29.568 12.056 44.331 
35 0.000 0.000 0.000 45.982 
36 16.728 30.614 28.107 42.379 
45 0.000 0.000 0.000 44.661 
47 22.421 23.753 21.682 46.858 
53 0.000 0.000 0.000 42.852 
58 14.943 15.799 18.269 43.618 
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ตารางที ่ข-3(ตอ)  ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลที่เปลี่ยนแปลงในการศึกษาหา 
      คายิลด 

ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอล (มิลลิกรัมตอลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

67 0.000 0.000 0.000 45.545 
68 36.652 32.455 39.591 47.821 
75 0.000 0.000 0.000 46.023 
76 28.520 27.176 55.836 45.778 
81 0.000 0.000 0.000 45.195 
82 41.660 42.627 58.057 46.256 
90 0.000 0.000 0.000 43.457 
91 41.181 41.360 44.318 44.169 
97 0.000 0.000 0.000 42.895 
98 43.419 45.732 44.564 41.297 

104 0.000 0.000 0.000 44.457 
105 47.283 45.127 47.301 41.478 
114 0.000 0.000 0.000 46.397 
115 40.520 37.500 38.680 42.427 
121 0.000 0.000 0.000 41.869 
122 40.749 40.380 46.873 40.765 
128 0.000 0.000 0.000 42.708 
129 46.874 47.667 43.588 40.581 
138 0.000 0.000 0.000 41.871 
139 43.414 45.266 42.458 44.407 
145 0.000 0.000 0.000 40.862 
146 50.439 50.048 32.485 39.650 
152 0.000 0.000 0.000 43.486 
153 46.434 47.209 42.532 44.638 
162 0.000 0.000 0.000 40.907 
163 44.256 42.037 42.630 42.196 
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ตารางที ่ข-3(ตอ)  ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลที่เปลี่ยนแปลงในการศึกษาหา 
      คายิลด 

ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอล (มิลลิกรัมตอลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

169 0.000 0.000 0.000 39.023 
170 51.616 54.994 50.463 41.375 
175 0.000 0.000 0.000 39.165 

 
ตารางที่ ข-4  คา OD550 ที่เพิ่มขึ้นจากผลการศึกษาหาคายิลดโดยใชเบนซิลแอลกอฮอล

เปนซับสเตรต  
เวลา  คา  OD550 

(ชั่วโมง) ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 
0 0.000 0.000 0.000 0.000 
35 0.138 0.133 0.121 0.011 
45 0.221 0.222 0.232 0.016 
53 0.275 0.262 0.256 0.014 
67 0.281 0.278 0.301 0.015 
81 0.321 0.303 0.327 0.018 
90 0.365 0.345 0.345 0.016 
97 0.392 0.378 0.383 0.017 

104 0.417 0.422 0.431 0.021 
114 0.459 0.486 0.493 0.024 
121 0.519 0.533 0.523 0.025 
128 0.561 0.621 0.609 0.022 
138 0.625 0.684 0.635 0.023 
145 0.741 0.782 0.758 0.025 
152 0.817 0.801 0.833 0.024 
162 0.852 0.857 0.887 0.025 
169 0.901 0.923 0.981 0.023 
175 1.024 0.982 1.021 0.021 
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ภาคผนวก ค. 
ผลการศึกษาการยอยสลายของโทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอล 

แบบใชอากาศ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที ่ค-1 ผลการศึกษาการยอยสลายของโทลูอีนแบบใชอากาศ 
 

ความเขมขนโทลูอีน  
5 มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนโทลูอีน           
15  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนโทลูอีน            
30  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนโทลูอีน                     
60  มิลลิกรัมตอลิตร เวลา

(วัน) 
ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 

เวลา
(วัน) 

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 
0.00 4.9751 4.7432 4.6806 14.5784 14.9769 14.6717 0.00 27.0565 27.8037 27.0770 62.4012 63.5449 61.0029 61.7697 
0.08 3.3249 3.1078 2.9530 8.6775 9.3079 10.0925 0.08 17.7537 18.5470 16.8828 44.0716 42.2401 40.4244 62.0506 
0.17 1.6377 1.5004 1.3708 5.8531 5.2543 5.0786 0.17 12.3588 13.3651 11.4505 31.1167 32.2138 28.5339 61.9005 
0.21 1.1506 0.8892 0.7847 2.6523 2.5740 2.1970 0.25 7.8516 8.0241 6.7652 18.7002 22.8011 20.2632 59.5119 
0.25 0.3388 0.2404 0.2109 0.9492 0.7143 0.5214 0.33 3.4151 4.0113 3.0275 9.0898 11.1286 12.1808 60.2972 
0.29 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.42 0.8477 1.1002 0.7346 4.9757 5.2462 6.3520 58.6215 
0.33 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.46 0.0000 0.0000 0.0000 1.7840 2.6811 2.0797 60.1153 
0.58 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.50 0.0000 0.0000 0.0000 0.2581 0.6014 0.3133 58.4521 
0.75 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.54 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 59.2494 

       0.58 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 60.1439 
       0.75 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 58.7051 
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ตารางที ่ค-2 ผลการศึกษาการยอยสลายของเบนซลิแอลกอฮอลแบบใชอากาศ 
 

ความเขมขนเบนซิลแอลกอฮอล  
5 มิลลิกรัมตอลิตร  

ความเขมขนเบนซิลแอลกอฮอล 
15  มิลลิกรัมตอลิตร  

ความเขมขนเบนซิลแอลกอฮอล   
30  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนเบนซิลแอลกอฮอล            
60  มิลลิกรัมตอลิตร  เวลา

(วัน) 
ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 

เวลา
(วัน) 

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 
0.00 5.6079 5.8675 5.7873 16.1565 15.8204 15.7535 0.00 32.4667 33.4803 33.7422 63.3030 62.9302 63.4028 61.8209 
0.08 3.5693 3.6237 3.3439 9.8167 10.1815 10.4659 0.08 20.1402 21.2574 20.2123 46.0064 45.7854 43.7727 62.1864 
0.17 1.9377 1.8407 1.7723 5.7969 5.6169 5.4196 0.17 11.5427 12.0921 12.7046 31.2549 33.1270 30.4713 61.0269 
0.25 0.8634 0.7926 0.6722 2.6327 2.4321 2.1424 0.25 5.4277 6.1413 6.4343 19.0435 20.0285 18.4561 63.4836 
0.33 0.2318 0.3075 0.2547 1.0624 0.9377 0.7431 0.33 1.9086 2.5271 2.3033 11.0521 13.0983 12.0177 60.4731 
0.42 0.0000 0.0000 0.0000 0.2081 0.3472 0.1813 0.42 0.5130 0.6175 0.4947 3.1783 4.4348 5.0211 64.0478 
0.50 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.50 0.0000 0.0000 0.0000 1.1164 2.0613 1.8560 60.2185 
0.58 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.58 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 62.0870 
0.67 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.67 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 62.7156 

       0.75 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 60.2140 
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ภาคผนวก ง. 
ผลการศึกษาการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศ         

โดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน และโตบนเบนซิลแอลกอฮอล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที ่ง-1 ผลการศึกษาการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจลุินทรยีที่โตบนโทลูอีน 
 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
1.5  มิลลิกรัมตอลิตร  

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
3.0  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
6.0  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
10.0  มิลลิกรัมตอลิตร เวลา

(วัน) 
ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

0.00 1.7171 1.6667 1.5928 3.3046 3.1213 3.0178 6.8429 6.4656 6.6503 12.0428 12.2582 12.3929 12.0840 
0.13 1.5256 1.4594 1.3808 3.1284 2.8079 2.7846 6.4007 5.9305 6.2651 10.1584 10.8735 11.2857 11.8586 
0.25 1.1804 1.3848 1.2923 2.6837 2.4038 2.2476 5.8201 5.5465 5.1212 8.8310 9.3275 9.7327 12.2923 
0.38 1.2307 1.0010 1.1247 2.4377 2.2821 1.9701 5.2816 4.8058 4.5049 7.7293 8.4528 9.0529 11.6257 
0.50 0.9614 1.1109 0.8762 2.1161 1.7186 1.6504 4.5814 4.0169 4.8383 7.2935 8.0114 8.5018 11.2470 
0.63 0.8042 0.9313 1.0148 1.7153 1.9261 1.5282 4.0216 3.8029 4.4019 7.7021 6.8391 7.4187 11.5734 
0.75 0.8793 0.7591 0.7095 1.6419 1.4769 1.7663 4.3201 3.5074 3.8567 6.4052 5.7972 6.9280 11.0815 
0.88 0.7671 0.8537 0.6508 1.7648 1.6172 1.4087 4.0120 3.7465 3.2432 6.0311 6.4702 5.2697 10.8306 
1.00 0.8126 0.7436 0.7136 1.7442 1.4205 1.3018 3.7004 3.2634 3.0918 5.0785 5.9728 5.5694 11.1041 
1.13 0.7096 0.6512 0.5420 1.6109 1.5136 1.3205 3.0556 3.4116 2.7808 4.8453 5.8296 5.1386 11.5359 
1.25 0.7732 0.6026 0.6752 1.5063 1.3214 1.2514 3.4471 3.1639 2.8834 5.3119 5.6565 5.0124 11.0724 
1.38 0.7278 0.6198 0.5654 1.5473 1.4158 1.2825 3.1268 2.7699 2.6142 4.8203 5.2223 5.4645 11.1924 
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ตารางที ่ง-1 (ตอ) ผลการศึกษาการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธลิีนแบบใชอากาศโดยจุลนิทรียที่โตบนโทลูอีน 
 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
1.5  มิลลิกรัมตอลิตร  

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
3.0  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
6.0  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
10.0  มิลลิกรัมตอลิตร เวลา

(วัน) 
ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

1.63 0.7541 0.6229 0.5421 1.5214 1.3412 1.2531 3.3130 3.0824 2.8237 5.0878 5.5782 4.7249 10.9087 
1.88 0.6912 0.5847 0.4805 1.4784 1.3570 1.2412 2.6382 2.9072 2.4871 5.2059 5.7461 4.8147 11.1096 
2.29 0.6563 0.5213 0.4913 1.3982 1.2901 1.2538 2.9151 3.1132 2.7328 5.3162 5.5042 5.0386 10.7960 

 
ตารางที ่ง-2 ผลการศึกษาการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจลุินทรยีที่โตบนเบนซินแอลกอฮอล 

 
ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  

1.5  มิลลิกรัมตอลิตร  
ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  

3.0  มิลลิกรัมตอลิตร  
ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  

6.0  มิลลิกรัมตอลิตร 
ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  

10.0  มิลลิกรัมตอลิตร เวลา
(วัน) 

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 
0.000 1.6920 1.7112 1.7322 3.3203 3.4962 3.3934 6.6213 6.5130 6.4047 11.8198 12.4727 12.2404 12.2871 
0.125 1.5140 1.6092 1.6732 2.9334 3.2390 3.0902 6.1459 5.7381 5.3937 11.2420 11.6715 10.7937 12.0937 
0.250 1.4969 1.5251 1.4260 2.9572 3.1262 2.7940 5.5548 5.2168 5.0684 10.8304 9.8288 10.4822 11.8564 
0.375 1.2561 1.2390 1.1067 2.5848 2.6584 2.4353 5.1418 5.4319 4.7102 10.2913 9.2345 9.7025 11.6502 
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ตารางที ่ง-2 (ตอ) ผลการศึกษาการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธลิีนแบบใชอากาศโดยจุลนิทรียที่โตบนเบนซนิแอลกอฮอล 
 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
1.5  มิลลิกรัมตอลิตร  

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
3.0  มิลลิกรัมตอลิตร  

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
6.0  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
10.0  มิลลิกรัมตอลิตร เวลา

(วัน) 
ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

0.500 1.0096 1.1471 1.1611 2.6562 2.2810 2.5369 5.2146 4.7341 4.2683 9.2041 8.7007 8.9351 11.9305 
0.625 0.9266 0.9804 1.0834 2.3930 2.4719 2.2096 4.6342 4.3136 4.0418 9.0424 8.0238 8.6460 12.1310 
0.750 0.8684 1.0936 0.9070 1.9543 2.1342 2.3875 4.7568 4.4250 3.9809 8.2906 8.4580 7.8051 11.7346 
0.875 0.9042 1.0227 0.9610 2.2648 1.8493 1.9957 4.4022 3.8601 4.2847 8.6236 7.3517 8.1428 11.5049 
1.000 0.8386 0.8935 0.7289 2.1252 1.9590 2.0761 4.3131 4.0727 3.7346 7.6450 7.8922 7.2854 11.8691 
1.125 0.8660 0.8796 0.8114 2.0818 1.9149 1.7346 3.9476 3.7046 3.4570 7.9776 7.3603 6.6820 12.1039 
1.250 0.7673 0.8474 0.9135 1.7623 1.6560 2.0902 3.7637 3.3084 3.5178 7.2901 6.4841 6.0176 11.2093 
1.375 0.8105 0.7302 0.8856 1.9208 1.5821 1.7687 3.8514 3.1130 3.6007 6.9684 6.2136 5.8675 11.4930 
1.625 0.7239 0.7816 0.8713 1.7069 1.5034 1.8708 3.5170 2.9460 3.7521 6.5173 5.9320 5.5767 11.7494 
1.875 0.6787 0.7016 0.7847 1.5937 1.5121 1.7560 3.6022 3.2601 3.8685 6.3213 5.5348 6.0414 10.8140 
2.292 0.7166 0.7631 0.8272 1.6303 1.5395 1.7819 3.3864 3.0343 3.6178 6.4015 5.4069 5.8486 11.1637 
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ภาคผนวก จ. 
สภาวะการทํางานของเครื่อง Gas Chromatography 
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หลักการทาํงานของเครื่อง Gas Chromatography 
 

Gas Chromatography (GC) เปนเทคนิคชนิดหนึ่งที่ใชในการแยกสารผสมกันออกจาก
กันโดยสารนั้นตองสามารถเปลี่ยนเปนแกสเฟสไดที่อุณหภูมิหนึ่ง  ถาสารใดเปลี่ยนเปนแกสเฟสได
ยากก็อาจใชเทคนิคอื่น ๆ บางอยางเขาชวย เชนอาศัยปฏิกิริยาเคมีเปลี่ยนใหเปนอนุพันธอ่ืน ๆ 
หรืออาจใชหลักการแยกสลายดวยความรอน  และใหสารที่เปลี่ยนเปนแกสเฟสแลวนั้นผานเขาไป
ยังคอลัมน (column) ที่บรรจุดวยเฟสคงที่ (stationary phase) โดยการพาของเฟสเคลื่อนที่ 
(mobile phase) หรือแกสพา (carrier gas)  สารผสมเหลานั้นจะเกิดการแยกเกิดขึ้น  
องคประกอบของเครื่อง Gas Chromatography มีดังนี้ 

 
1. ถังแกสที่ใชบรรจุ แกสพา (carrier gas) เพื่อจะพาไอของสารตัวอยางผานเขาไปยัง

คอลัมน ไดแก ไนโตรเจน ฮีเลียม และอารกอน เปนตน 
2. สวนที่ใชควบคุมการไหลของแกสตาง ๆ (flow controller) ไดแก ไฮโดรเจน อากาศ 

และไนโตรเจน เปนตน 
3. สวนที่จะฉีดสารตัวอยางเขาไป (injection port) 
4. คอลัมน (column) ซึ่งเปนสวนที่สําคัญที่สุดที่ใชสําหรับแยกสาร 
5. ดีเทคเตอร (detector) เปนสวนที่ใชสําหรับตรวจวัดสารแตละชนิดที่ถูกแยกออกมา

จากคอลัมน 
6. สวนที่ใชควบคุมอุณหภูมิ (temperature controller) ใหกับคอลัมน ดีเทคเตอร 

คอนโทรลเลอร 
7. สวนที่ใชประมวลผลและขอมูลตาง ๆ ไดแก อินทิเกรเตอร เครื่องบันทึกโครมาโตร    

แกรม หรือเครื่องคอมพิวเตอร 
 
ในการวิเคราะหสารตัวอยางโดยใชเทคนิคทาง GC นั้น เมื่อเลือกสภาวะตาง ๆ ของการ

วิเคราะหและจัดสภาวะของเครื่อง GC (method) ใหเรียบรอยแลว จึงนําสารตัวอยางไปฉีดเขาที่ 
sample injector port สารจะกลายเปนไอ แลวถูกพาเขาไปในคอลัมนดวยแกสพา (carrier gas) 
อยางชา สารผสมจะถูกแยกออกเปนสวน ๆ ที่คอลัมนนี้   แลวออกไปสูดีเทคเตอร (detector) จะ
ทําใหไดสัญญาณเกิดขึ้น ซึ่งสามารถเขียนออกมาเปนโครมาโตรแกรมดวยเครื่องคอมพิวเตอร ก็จะ
ทําใหผูวิเคราะหสามารถทราบองคประกอบของสารตัวอยางได 
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สภาวะการทาํงานของเครือ่ง Gas Chromatography รุน HP6890 
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สภาวะการทาํงานของเครือ่ง Gas Chromatography รุน HP6890 (ตอ) 
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กราฟมาตรฐานของไตรคลอโรเอทธลินี 
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กราฟมาตรฐานของไตรคลอโรเอทธลินี (ตอ) 
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ตัวอยางโครมาโตแกรมของไตรคลอโรเอทธิลนี 
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กราฟมาตรฐานของโทลูอีน 
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กราฟมาตรฐานของโทลูอีน (ตอ) 
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ตัวอยางโครมาโตแกรมของโทลูอีน 
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ภาคผนวก ฉ. 
สภาวะการทํางานของเครื่อง High Performance Liquid Chromatography 
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หลักการทาํงานของเครื่อง High Performance Liquid Chromatography 
 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) เปนวิธีการหนึ่งของการแยกทาง
โครมาโตรกราฟ ที่ใชเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) เปนของเหลวพาสารละลายตัวอยางไหลผาน
เฟสอยูกับที่ (stationary phase) ที่เปนอนุภาคขนาดเล็ก ซึ่งบรรจุอัดแนนในทอ Stainless ที่
เรียกวาคอลัมน (column) ทําใหเกิดการแยกสารประกอบจากสารละลายตัวอยางเขาสูเครื่อง
ตรวจวัดสัญญาณ (detector) การไหลของเฟสเคลื่อนที่นี้ตองอาศัยแรงดันมากพอควร จึงจะ
สามารถสงผานไปทั้งระบบได สวนที่เปนหลักในการสรางแรงดันคือปม (pump) นั่นเอง ชุด
เครื่องมือ HPLC มีสวนประกอบคือ 
 

1. ภาชนะบรรจุเฟสเคลื่อนที่ (Mobile phase reservoirs) ควรเปนขวดแกวเพื่อจะไม
เกิดปฏิกิริยาทางเคมกีับเฟสเคลื่อนที ่ 

2. ระบบปม (Pumping station) ทําหนาที่สบูดันเฟสเคลื่อนที่เขาคอลัมนในอัตราเร็วที่
กําหนดไดอยางแมนยํา 

3. หนวยฉีดสารตัวอยาง (Injection unit) การฉีดสารตัวอยางนั้นตองมีความเที่ยงตรง 
และแมนยําสงู โดยมีทัง้แบบ Manual และ Auto 

4. คอลัมน (Column) ลักษณะเปนทอ Stainless บรรจุเฟสอยูกับที ่ เพื่อแยกสาร
ตัวอยางผสมออกจากกัน 

5.  เครื่องตรวจวดัสัญญาณ (Detector) ทําหนาทีว่ัดการเปลี่ยนแปลงของสารตัวอยาง 
6. เครื่องบันทกึขอมูลและประมวลผล (Recorder and data processing) ปจจุบนัการ

บันทกึขอมูล และประมวลผลตาง ๆ สามารถทําไดโดยคอมพิวเตอร ทาํใหผลการ
วิเคราะหมีความถูกตอง และเที่ยงตรงมากขึ้น   
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สภาวะการทาํงานของเครือ่ง High Performance Liquid Chromatography รุน HPLC 1100 
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   สภาวะการทํางานของเครื่อง High Performance Liquid Chromatography รุน HPLC 1100(ตอ) 
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กราฟมาตรฐานของเบนซิลแอลกอฮอล 
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กราฟมาตรฐานของเบนซิลแอลกอฮอล(ตอ) 
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ตัวอยางโครมาโตแกรมของเบนซิลแอลกอฮอล 
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ภาคผนวก ช. 
รูปเครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการวิจัย 
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รูปที่ ช-1 เครื่อง Gas Chromatography รุน HP 6890 

 
 

 
รูปที่ ช-2 เครื่อง High Performance Liquid Chromatography  รุน HPLC 1100 

 



 128

 
รูปที่ ช-3 ขวดซีรัมขนาด 119 มิลลิลิตร (Serum Bottle) ที่ใชในการทดลอง 

 

 
รูปที่ ช-4 ขวดไวอัล (Vial)ขนาด 15 มิลลิลิตร และอุปกรณปดฝาที่ใชสําหรับเครื่อง GC 

 
รูปที่ ช-5 ขวดไวอัล (Vial)ขนาด 2 มิลลิลติร และอุปกรณปดฝาที่ใชสําหรับเครื่อง  

      High Performance Liquid Chromatography 
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รูปที่ ช-6 ไซริง (GasTight Syringes) ขนาด 1 มิลลิลิตร ใชสําหรับการเก็บตัวอยางมาวิเคราะห 

 

 
 

รูปที่ ช-7 ไซริง (Gas Tight Syringes) ขนาด 10 ไมโครลิตร ใชสําหรับฉีดโทลูอีนลงในขวดซีรัม 
 

 
รูปที่ ช-8 ไซริง (Glass Syringes) ขนาด 20 มิลลิลิตร ใชสําหรับการเติมออกซิเจน 
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           รูปที่ ช-10 เครื่องเขยา (Shaker) ทีท่ําการเขยาขวดซีรัมตลอดเวลาการทดลอง 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ ช-11 เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer) สําหรับวดัคา OD550 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ ช-12  เครื่องนึ่งฆาเชื้อโรค (Autoclave) 



 131

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                          รูปที่ ช-13  ตูปลอดเชื้อ (Laminar Flow)      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                รูปที่ ช-14  เครื่องปนเหวีย่ง (Refrigerated Centrifuge) 
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