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Ninety-eight isolates of purple non-sulfur bacteria (PNSB) have been isolated 
from activated sludge from wastewater treatment by enrichment method under light 
microaerophilic photoheterotrophic condition.  PNBS strain AS85 could degrade 1% 
diesel under chemoheterotrophic condition 88.28 ± 1.53% within 14 days whereas 
control diesel was reduced only 21.87 ± 4.04%. Bacterial cell number started from 8 
log CFU/ml and remained 9 log CFU/ml until the end of experiment. AS85 could not 
utilize diesel under photoheterotrophic condition but could degrade 2, 3 and 5% 
diesel for 51.96 ± 1.05%,  43.59 ± 2.41% and 30.28 ± 4.17%, respectively. AS85 
together with indigenous mcroorganisms could reduce 1% diesel in freshwater from 
Rungsit canal for 79.68 ± 1.58 % as well as BOD COD to 44.23% and 87.78%, 
respectively within 14 days.  AS85 grown under chemoheterotroph or 
photoheterotroph contained pufM gene and could be detected by PCR.  16S rDNA 
sequence analysis revealed that AS85 showed the highest similarity (99%) to 
Rhodopseudomonas  palustris  ATCC 17003.  
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1  ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 ดีเซลเป็นเชื้อเพลิงส าหรับเครื่องยนต์ที่ใช้กันอย่างแพร่หลายโดยเฉพาะอย่างยิ่งในโรงงาน
อุตสาหกรรม  ดังนั้นการพัฒนาอุตสาหกรรมและการคมนาคมขนส่ง  จึงส่งผลให้ดีเซลกลายเป็นหนึ่ง
ในมลพิษอินทรีย์ที่พบมากที่สุดในสภาพแวดล้อม  (Baldawi  และคณะ,  2013)  โดยทั่วไปดีเซลมี
ความเป็นพิษสูงกว่าน้ ามันดิบ  เนื่องด้วยความเข้มข้นของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนซึ่งเป็น
องค์ประกอบหลักสูงกว่าน้ ามันดิบ  ไฮโดรคาร์บอนในดีเซลประกอบด้วยอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน  
(aliphatic  hydrocarbons)  และอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน  (aromatic  hydrocarbons)  (Lohi  
และคณะ,  2008)    ด้วยองค์ประกอบดังกล่าวท าให้การปนเปื้อนดีเซลในสิ่งแวดล้อม  รวมไปถึงการ
เผาไหม้ที่ไม่สมบูรณ์ของดีเซลเองก่อให้เกิดความเป็นพิษต่ออากาศ  ดิน  และแหล่งน้ า  ส่งผลกระทบ
ต่อห่วงโซ่อาหารของสิ่งมีชีวิต  และสุขภาพของมนุษย์  เช่น  เป็นพิษต่อระบบทางเดินหายใจ  ปอด  
และเม่ือสัมผัสเป็นเวลานานอาจเพ่ิมความเสี่ยงของโรคมะเร็ง  (Chilcott  และ  Hq,  2011) 
 ปัจจุบันปัญหามลพิษทางแหล่งน้ าเนื่องจากการปนเปื้อนของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน  
(petroleum  hydrocarbon)  จัดเป็นปัญหาที่ส าคัญอย่างมากในหลายพ้ืนที่ทั่วโลก  เนื่องจากสมบัติ
ความไม่ชอบน้ าของดีเซลก่อให้เกิดการสะสมในสิ่งแวดล้อมทั้งบนบกและในน้ า  (Mahalingam  และ  
Sampath,  2014,  Nwinyi  และคณะ,  2014)  ท าให้เกิดผลกระทบต่อความหลากหลายของ
ทรัพยากรธรรมชาติ  ระบบนิเวศทั้งในน้ าเเละบนบก  ตลอดจนเศรษฐกิจของประเทศตามมา  ดังนั้น
การปนเปื้อนมลพิษในแหล่งน้ าจึงกลายเป็นปัญหาที่รุนแรงในหลายๆ  ประเทศ  (Moreira  และคณะ,  
2011)    การปนเปื้อนของดีเซลสู่สิ่งแวดล้อมมักเกิดขึ้นในระหว่างการขนส่ง  อุบัติเหตุจากการ
คมนาคมขนส่งรวมทั้งการปนเปื้อนจากอุตสาหกรรม  (Moreira  และคณะ,  2011,  Nwinyi  และ
คณะ,  2014)   ประเทศไทยเป็นอีกหนึ่งประเทศที่ประสบกับปัญหาการปนเปื้อนดีเซลในแหล่งน้ า
เนื่องจากอัตราการขยายตัวอย่างรวดเร็วของอุตสาหกรรมและการคมนาคม  โดยเฉพาะอย่างยิ่ง  การ
คมนาคมขนส่งทางน้ า  อาทิ  การเดินเรือ  การขนถ่ายสินค้า  การถ่ายเทน้ ามันไปยังโรงกลั่น  หรือ
แม้แต่การทิ้งน้ ามัน  ส่งผลให้บริเวณปากแม่น้ าของประเทศไทยมีการปนเปื้อนของน้ ามันในบริเวณ
กว้าง  เช่น  บริเวณปากน้ าเจ้าพระยา  เกาะสีชังอ าเภอศรีราชา  จังหวัดชลบุรี  ท่าเรือแหลมฉบัง  
และมาบตาพุด  จังหวัดระยอง  (Wattayakorn,  2012) 
 ในปัจจุบันกระบวนการบ าบัดดีเซลที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมที่มีประสิทธิภาพดี  คือ  
กระบวนการทางกายภาพ  กระบวนการทางเคมี  และกระบวนการทางชีวภาพ    โดยกระบวนการ
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ย่อยสลายทางชีวภาพ  (Bioremediation)  เป็นกระบวนการที่นิยมใช้ที่สุด  Bioremediation  ใช้
ประโยชน์จากกิจกรรมของจุลินทรีย์หรือพืชเพ่ือลดปริมาณการปนเปื้อนของสารพิษในสิ่งแวดล้อม  
โดยที่สารพิษนั้นๆ  ถูกใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์  
(Mahalingam  และ  Sampath,  2014,  Prathiba  และคณะ,  2014)  การบ าบัดทางชีวภาพ
จัดเป็นกระบวนการที่ปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม  ต้นทุนต่ า  และไม่ก่อให้เกิดของเสียภายหลัง
กระบวนการบ าบัด  (secondary waste)  จึงเป็นกระบวนการที่นิยมใช้ในการบ าบัดมลพิษจากดีเซล  
(Peixoto  และคณะ,  2011,  Yu  และคณะ,  2011,  Sharma  และคณะ,  2014) 
 ปัจจุบันมีรายงานเกี่ยวกับการบ าบัดมลพิษจากดี เซลที่ปนเปื้อนในสิ่ งแวดล้อมด้วย
กระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพอยู่จ านวนไม่น้อย  ดังเช่น  Chan  (2011)  ได้ศึกษาการย่อยสลาย
น้ ามันปิโตรเลียมที่ปนเปื้อนในแหล่งน้ าโดยใช้แบคทีเรียสายพันธุ์  Bacillus  sp.  ร่วมกับไส้เดือนดิน  
(nematodes)  พบว่า  ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน  (Total  Petroleum  Hydrocarbons,  TPH)  
ลดลงจาก  15,900  มิลลิกรัมต่อลิตร  เหลือเพียง  10  มิลลิกรัมต่อลิตร  ภายหลังจากผ่าน
กระบวนการบ าบัดทางชีวภาพที่มีการเติมอากาศเป็นเวลา  64  วัน    Dussán  และ  Numpaque  
(2012)  คัดแยกแบคทีเรียจากบริเวณเหมืองถ่านหินที่มีการใช้  Ammonium  Nitrate  Fuel  Oil  
(ANFO)  ได้สองสายพันธุ์   ได้แก่   Pseudomonas  sp.  และ  Pseudomonas  stutzeri  ซึ่ ง
แบคทีเรียดังกล่าวมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายดีเซลความเข้มข้น  10  เปอร์เซ็นต์  ได้  10-95  
เปอร์เซ็นต์  เมื่อเพาะเลี้ยงในรูปแบบเชื้อเดี่ยว  และย่อยสลายดีเซลได้ถึง  96  เปอร์เซ็นต์  เมื่อ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้งสองในรูปแบบเชื้อรวม  และ    Prathiba  และคณะ  (2014)  รายงานว่า  
Pseudomonas  aeruginosa  สายพันธุ์  KEB24  ที่แยกได้จากตัวอย่างดินที่จอดรถมีประสิทธิภาพ
ในการย่อยสลายดีเซลสูงสุดถึง  95  เปอร์เซ็นต์ 
 แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสมก ามะถัน  (Purple  non-sulfur  bacteria,  
PNSB)  เป็นกลุ่มของแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  (Photosynthetic  Bacteria,  PSB)  มีลักษณะ
โคโลนีสี  ส้ม  แดง  จนถึงน้ าตาล  (Madigan  และ  Jung,  2009)     PNSB  สามารถเจริญได้ทั้งใน
สภาวะมีแสงไม่มีอากาศหรือโฟโตออโตโทรป  (Photoautotroph)  หรือสภาวะที่ไม่มีแสงแต่มีอากาศ
แบบคีโมเฮเทโรโทรป  (Chemoheterotroph)    จากสมบัติดังกล่าวท าให้สามารถพบแบคทีเรีย
สังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสมก ามะถันได้ทั่วไปในสิ่งแวดล้อม  ทั้งแหล่งน้ าธรรมซาติต่างๆ 
แหล่งน้ าจืด  แหล่งน้ าเค็ม  ตะกอนดินที่ชื้น  ทุ่งนา  หรือแม้แต่แหล่งน้ าสกปรก  รวมทั้งตะกอนเร่ง
จากระบบบ าบัดน้ าเสีย  (Bianchi  และคณะ,  2010,  Madukasi  และคณะ,  2010,  Madukasi  
และคณะ,  2011)  ภายใต้สภาวะมีอากาศ  PNSB  สามารถใช้สารอินทรีย์ต่างๆ  หลายชนิดเป็น
แหล่งคาร์บอนส าหรับการเจริญเติบโตได้  (Kornochalert  และคณะ,  2014)    ดังนั้น  PNSB  จึง
เป็นแบคทีเรียหลักกลุ่มหนึ่งที่ถูกน ามาใช้ในการบ าบัดน้ าเสีย    ตั้งแต่  ปี  1960  ได้มีการรายงาน
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ความสามารถในการบ าบัดน้ าเสียของ  PNSB  เช่น  การบ าบัดน้ าเสียที่ปนเปื้อนน้ ามันมะกอก  น้ ามัน
ถั่วเหลือง  น้ ามันปาล์ม  แคดเมียม  และ  ฟาร์มกุ้ง  ผลการศึกษาพบว่ามีประสิทธิภาพสูงในการ
ก าจัด  COD  (Chemical  Oxygen  Demand)  ฟอสเฟต  ไนเตรต  และไฮโดรเจนซัลไฟด์  (Wu  
และคณะ,  2012,  Lu  และคณะ,  2013,  Hulsen  และคณะ,  2014)    และมีรายงานการใช้  
PNSB  เพ่ือบ าบัดน้ าเสียอย่างต่อเนื่องเช่น  Madukasi  และคณะ  (2010)  ได้คัดแยกแบคทีเรีย
สังเคราะห์แสง  PNSB  Rhodobacter  sphaeroides  สายพันธุ์  Z08  จากดินซึ่งสามารถลดค่า  
COD  ของน้ าเสียจากบริษัทยาได้ถึง  80  เปอร์เซ็นต์  จากค่า  COD  เริ่มต้น  9,450  มิลลิกรัมต่อ
ลิตร  ภายใต้สภาวะไร้อากาศ  ที่อุณหภูมิ  20-30  อาศาเซลเซียส  ระยะเวลา  5  วัน    Lu  และ
คณะ  (2013)  รายงานความสามารถของ  Rhodobacter  sphaeroides  สายพันธุ์  1.2174  ถึง
ความสามารถในการลดค่า  COD  ของน้ าเสียได้ถึง  99.3  เปอร์เซ็นต์  จากค่า  COD  เริ่มต้น  
8,000-10,000  มิลลิกรัมต่อลิ ตร  ภายในระยะเวลา   48  ชั่ ว โมง  ด้ วยระบบบ าบั ดแบบ  
membrane  bioreactor    Hulsen  และคณะ  (2014)  ศึกษาความสามารถของแบคที เรีย
สังเคราะห์แสง  PNSB  ในการบ าบัดน้ าเสียจากชุมชนในภาวะไร้อากาศ  พบว่าสามารถลดค่า  COD  
ได้ประมาณ  63  เปอร์เซ็นต์  แอมโมเนียมไนโตรเจน  (NH4-N)  99.6  เปอร์เซ็นต์  และฟอสเฟต-
ฟอสฟอรัส  (PO4-P)  88.8  เปอร์เซ็นต์  ภายในระยะเวลา  24  ชั่วโมง  จากค่าตั้งต้นเดิม  526  
มิลลิกรัมต่อลิตร  46 ± 3  มิลลิกรัมต่อลิตร  และ  6.2 ± 0.7  มิลลิกรัมต่อลิตร  ตามล าดับ    
นอกจากนี้แบคทีเรียสังเคราะห์แสงยังถูกน ามาใช้ประโยชน์ด้านอ่ืนอีกมากมาย  เนื่องจากไม่เป็นพิษ  
และไม่ก่อให้เกิดอันตราย  เช่น  ใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิตโปรตีน  (single  cell  protein)  ไบโอ
พอลิเมอร์  (biopolymers)  ยาต้านจุลชีพ  (antimicrobial agents)  สารประกอบในการบ าบัดโรค  
ใช้เป็นอาหารส าหรับอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า  (Wu  และคณะ,  2012)  และช่วยส่งเสริม
ความสามารถในการเผาผลาญอาหารของจุลินทรีย์ในดินส่งผลดีต่อการเจริญเติบโตของพืชได้อีกด้วย  
(Wu  และคณะ,  2013)  
 ระบบบ าบัดน้ าเสียแบบตะกอนเร่ง  (Activated Sludge Process)  เป็นระบบบ าบัดน้ าเสีย
ที่นิยมกันอย่างแพร่หลาย  เนื่องจากเป็นระบบบ าบัดที่ไม่ซับซ้อน  การจัดการระบบเป็นไปได้ง่ายกว่า
ระบบอ่ืน  และสามารถบ าบัดน้ าเสียได้หลากหลายชนิด    หลักการท างานของระบบโดยทั่วไป
ประกอบด้วยสองส่วนคือ  บ่อเติมอากาศ  (Aeration  Tank)  และบ่อตกตะกอน  (Sedimentation  
Tank)  มีหลักการส าคัญคือการน าตะกอนบางส่วนจากบ่อตกตะกอนกลับไปเป็นหัวเชื้อในการบ าบัด
ครั้งต่อไปโดยผ่านจุดที่เรียกว่า  จุดรีเทิร์นสลัดจ์  ส่วนตะกอนอีกส่วนหนึ่งไหลออกจากระบบเพ่ือรอ
การก าจัดต่อไป  (Seviour  และ  Nielsen,  2010)    ตะกอนของระบบบ าบัดแบบตะกอนเร่งหรือ
แอกทิเวเทดสลัดจ์  (Activated  sludge,  AS)  เป็นตะกอนดินที่ประกอบไปด้วยกลุ่มของจุลินทรีย์
หลายชนิด  ทั้งแบคทีเรีย  รา  อาร์เคีย  อาจรวมไปถึงไวรัสด้วย  (Seviour  และ  Nielsen,  2010)  
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โดยแบคทีเรียจัดเป็นจุลินทรีย์ที่มีบทบาทมากที่สุด  (Zhang  และคณะ,  2012)   แบคทีเรีย
สังเคราะห์แสงจัดเป็นแบคทีเรียชนิดหนึ่งที่พบบ่อยในแอกทิเวเทดสลัดจ์และตะกอนของระบบบ าบัด
น้ าเสียชนิดอ่ืน  มีรายงานการคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  จาก  Liang  และคณะ  (2010)  ที่
สามารถคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสมก ามะถันจากแอกทิเวเทดสลัดจ์ได้ถึง  
4  สายพันธุ์   คือ  Rhodopseudomonas  palustris  CC1  CC7  G11  และ  GE1    ต่อมา  
Schott  และคณะ  (2010)  สามารถคัดแยกแบคที เรียสั งเคราะห์แสง  2  สายพันธุ์   คือ  
Thiocapsa  sp.  สายพันธุ์   KS1  และ  Rhodopseudomonas  sp.  สายพันธุ์   LQ17  จาก
ตะกอนของโรงบ าบัดน้ าเสียแบบไร้อากาศจากเมืองคอนสแตนซ์ประเทศเยอรมนี และ  Laocharoen  
และ  Reungsang  (2014)   คัดแยก  Rhodobacter  sphaeroides  สายพันธุ์  KKU-PS5  ได้จาก
ตะกอนสลัดจ์ของระบบบ าบัดน้ าเสียชนิด  Upflow  anaerobic  sludge  blanket  (UASB)  
 จากความสามารถในการย่อยสลายสารมลพิษอินทรีย์ที่มีความเป็นพิษสูงของแบคทีเรีย     
สังเคราะห์แสง  (Lu  และคณะ,  2013)  ส่งผลให้แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสม
ก ามะถันได้รับความสนใจในการศึกษาถึงความสามารถในการบ าบัดน้ าเสียมากขึ้น    อย่างไรก็ตาม
การศึกษาการย่อยสลายน้ ามันดีเซลด้วยแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงนั้นยังไม่มี  งานวิจัยนี้จึง
มุ่งเน้นที่จะคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงที่ไม่สะสมก ามะถันจากแอกทิเวเทดสลัดจ์และ
น าไปประยุกต์ใช้ในการย่อยสลายน้ ามันดีเซลต่อไป 
 
1.2  วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

          เพ่ือคัดแยกและพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสมกัมถันที่
มีความสามารถในการย่อยสลายดีเซลในน้ าจากแอกทิเวเทดสลัดจ์ 
 
1.3  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

          ได้แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสมก ามะถันจากแอกทิเวเทดสลัดจ์ที่มี
ความสามารถในการย่อยสลายดีเซลได้ 
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บทที่ 2 
ปริทัศน์วรรณกรรม  

2.1  ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน 

 น้ ามันดิบ  (crude  oil)  มีลักษณะเป็นของเหลวสีด า  เกิดขึ้นเองตามธรรมซาติจากการ   
ทับถมกันของอินทรีย์สารในชั้นหินทั้งบนบกและในทะเล  มีลักษณะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับแหล่งก าเนิด
นั้นๆ  ประกอบไปด้วยสารประกอบไฮโดรคาร์บอน  ทั้งแบบอะลิฟาติก  และ  อะโรมาติก  และ
สารประกอบอ่ืนๆ  เช่น  ออกซิเจน  ไนโตรเจน  และก ามะถัน  ร่วมด้วย  (Tyagi  และคณะ,  2011)    
เมื่อเข้าสู่กระบวนการกลั่นให้บริสุทธิ์จะได้ผลิตภัณฑ์ปิโตรเลียมชนิดต่างๆ  แบ่งตามจุดเดือดของสาร
นั้นๆ  เช่น  ที่จุดเดือดต่ ากว่า  30  องศาเซลเซียสได้ก๊าซหุงต้มเป็นผลิตภัณฑ์  ที่จุดเดือด  30-36  
องศาเซลเซียสได้น้ ามันเบนซิน  170-250  องศาเซลเซียสได้น้ ามันก๊าด  250-340  องศาเซลเซียสได้
น้ ามันดีเซล  และได้น้ ามันเตาเป็นผลิตภัณฑ์เมื่อจุดเดือดสูงกว่า  500  องศาเซลเซียส  ฯลฯ  โดย
กระบวนการกลั่นน้ ามันอาจแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับคุณภาพของน้ ามันดิบและคุณสมบัติของผลิตภัณฑ์
ที่ต้องการ  (ปิยนุช นาคพงศ์,  2555,  การไฟฟ้าฝ่ายผลิตแห่งประเทศไทย  ฝ่ายจัดการเชื้อเพลิง,  
2559) 
 
2.2  ดีเซล  (Diesel) 

 ดีเซล  คือ  ผลิตภัณฑ์ปิโตรเลียมที่ได้จากการกลั่นล าดับส่วนของน้ ามันดิบ  ประกอบด้วย
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่ซับซ้อนตั้งแต่  C8-C26  (Ameen  และคณะ,  2016)  ในรูปแบบ          
อะลิฟาติกประมาณ  75  เปอร์เซ็นต์  และ  อะโรมาติกประมาณ  25  เปอร์เซ็นต์  มีจุดเดือดอยู่ที่     
160-360  องศาเซลเซียส  เป็นของเหลวไวไฟ  จุดวาบไฟอยู่ระหว่าง  23-61  องศาเซลเซียส           
มีสมบัติเป็นสารก่อมะเร็งชนิดหนึ่ง  (Chilcott  และ  Hq,  2011)   ดีเซลแบ่งออกเป็น  2  ประเภท  
คือ  ดีเซลหมุนเร็ว  (Automotive diesel  oil)  หรือน้ ามันโซล่า  หรือในกิจการเดินเรือเรียกว่า  
มารีนแก๊สออยล์  (Marine  Gas  Oil,  MGO)  เป็นน้ ามันที่ทางรัฐบาลไทยก าหนดให้มีค่าซีเทน    
อย่างต่ า  50  ดีเซลหมุนเร็วถูกน าไปใช้กับเครื่องยนต์ดีเซลหมุนเร็วที่มีความเร็วตั้งแต่  1,000        
รอบต่อนาทีข้ึนไป  ได้แก่  รถยนต์เครื่องยนต์ดีเซล  รถบรรทุก  รถแทรกเตอร์  เครื่องก าเนิดไฟฟ้าใน
เรือเดินสมุทร  เป็นต้น  (กรมธุรกิจพลังงาน,  2556)    และดีเซลหมุนช้า  (Industrial  diesel  oil)  
หรือ  น้ ามันขี้โล้  หรือในกิจการเดินเรือเรียกว่า  มารีนดีเซลออยล์  (Marine  Diesel  Oil,  MDO)  
เป็นน้ ามันที่รัฐบาลไทยก าหนดให้มีค่าซีเทนอย่างต่ า  45  ใช้กับเครื่องยนต์ดีเซลหมุนปานกลางและ    
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หมุนช้า  โดยทั่วไปต่ ากว่า  1,000  รอบต่อนาที  เช่น  เครื่องยนต์ดีเซลขนาดใหญ่ที่ใช้กับเรือประมง  
เรือโดยสาร  และเครื่องก าเนิดไฟฟ้าขนาดใหญ่  เป็นต้น  (กรมธุรกิจพลังงาน,  2556)    ดีเซลที่ใช้ใน
ประเทศไทยจะต้องมีคุณลักษณะตามข้อก าหนดของกรมธุรกิจพลังงาน  แสดงดังตาราง  ที่  2.1  จาก
ข้อมูลข้างต้นท าให้ดีเซลเป็นเชื้อเพลิงที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในชีวิตประจ าวันของมนุษย์และ
อุตสาหกรรม  อย่างไรก็ตาม  ถึงแม้ดีเซลจะเป็นเชื้อเพลิงที่ใช้กันอย่างแพร่หลายตั่งแต่การคมนาคม
ขนส่งจนถึงเครื่องจักรขนาดใหญ่  แต่ก็ปฏิเสธไม่ได้ว่าดีเซลเป็นหนึ่งในมลพิษอินทรีย์ที่พบมากที่สุดใน
สภาพแวดล้อมด้วยเช่นกัน  (Baldawi  และคณะ,  2013,  Jagtap  และคณะ,  2014)    
 โดยทั่วไปดีเซลมีความเป็นพิษสูงกว่าน้ ามันดิบเนื่องจากมีความเข้มข้นของสารไฮโดรคาร์บอน
สูงกว่าน้ ามันดิบ  สารประกอบเหล่านี้มีความสามารถในการละลายน้ าสูงเมื่อเทียบกับไฮโดรคาร์บอน
ชนิดอ่ืนๆ  สามารถปนเปื้อนในแหล่งน้ าใต้ดินได้  (Chan,  2011)  จากคุณสมบัติดังกล่าวท าให้ดีเซล
สามารถปนเปื้อนในห่วงโซ่อาหารระดับต่างๆ  ส่งผลกระทบต่อกระบวนการชีวเคมีหรือสรีรวิทยาของ
สิ่งมีชีวิต  อาจก่อให้เกิดการกลายพันธุ์หรือมะเร็งได้  (Prathiba  และคณะ,  2014)    เมื่อดีเซลเข้าสู่
ร่างกายมนุษย์โดยการสัมผัส  สูดดม  หรือบริโภคอาหารที่ปนเปื้อนดีเซลจะท าให้ เกิดอาการ        
เวียนศีรษะ  คลื่นไส้อาเจียน  ระบบทางเดินหายใจระคายเคือง  และรุนแรงถึงขั้นปอดอักเสบหากมี
การสูดดมในปริมาณมาก  และหากสัมผัสเป็นเวลานานอาจเพ่ิมความเสี่ยงของการเกิดมะเร็งผิวหนัง
ได้  (Chilcott  และ  Hq,  2011)   นอกจากนี้ไอระเหยของดีเซลยังมีผลต่อกล้ามเนื้อหัวใจท าให้
ความสามารถในการละลายลิ่มเลือดหยุดชะงักเลือดจับตัวเป็นก้อนไม่สามารถไปเลี้ยงกล้ามเนื้อหัวใจ
ได้    ยิ่งไปกว่านั้นการเผาไหม้ไม่สมบูรณ์ของซัลเฟอร์  (ก ามะถัน)  ในดีเซลยังก่อให้เกิดแก๊สซัลเฟอร์
ไดออกไซด์  (SO2)  ออกสู่ชั้นบรรยากาศ  (Bhatia  และ  Sharma,  2010)  ท าปฏิกิริยากับไอน้ า
หรือความชื้นกลายเป็นกรดก ามะถัน  ก่อให้เกิดมลพิษทางอากาศและน้ า  เช่น  ฝนกรด    ปัจจุบันใน
ประเทศไทยได้ก าหนดให้ดีเซลมีส่วนประกอบของซัลเฟอร์น้อยกว่าหรือเท่ากับร้อยละ  0.005  โดย
น้ าหนักส าหรับดีเซลหมุนเร็ว  และน้อยกว่าหรือเท่ากับร้อยละ  1.5  โดยน้ าหนักส าหรับดีเซลหมุนช้า  
(กรมธุรกิจพลังงาน,  2556) 
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ตารางท่ี 2.1  แสดงลักษณะและคุณภาพของดีเซลตามประกาศกรมธุรกิจพลังงาน  เรื่อง  ก าหนด
ลักษณะและคุณภาพของดีเซล  พ.ศ.2556 

ข้อก ำหนด             ชนิดน  ำมันดีเซล 

  ดีเซลหมุนเร็ว ดีเซลหมุนช้ำ 
ค่าความถ่วงจ าเพาะ (ที่ 15.6 องศาเซลเซียส) 0.81-0.87 ≤ 0.920 

ค่าซีเทน หรือดัชนีซีเทน  ≥50 ≥ 45 

ค่าความหนืด (cSt)     

     - ที่ อุณหภูมิ 40 ºC 1.8-4.1 ≤ 8.0 

     - ที่ อุณหภูมิ 50 ºC - ≤ 6.0 

จุดไหลเท )องศาเซลเซียส (   ≤10 ≤ 16 

ก ามะถัน %)โดยน้ าหนัก(   ≤0.005 ≤ 1.5 

การกัดกร่อนแผ่นทองแดง  ≤หมายเลข 
1 

- 

Oxidation Stability (g/m3) ≤ 25 - 

กากถ่าน %)โดยน้ าหนัก(   ≤0.05 - 

น้ าและตะกอน %)โดยปริมาตร(   ≤0.05 ≤ 0.3 

เถ้า %)โดยน้ าหนัก(   ≤0.01 ≤ 0.02 

จุดวาบไฟ )องศาเซลเซียส(   ≥52 ≥ 52 

การกลั่น )องศาเซลเซียส(      

      -อุณหภูมิของส่วนที่กลั่นได้โดยปริมาตรในอัตราร้อยละเก้า
สิบ 

 ≤357 - 

สารประกอบ PAHs (%โดยน้ าหนัก)  ≤11 - 

สี*     

     -ชนิดของสี เหลือง น้ าตาล 

     -ความเข้มของสี  ≥4.0 4.5-7.5 

ปริมาณไบโอดีเซลชนิดเมทิลเอสเทอร์ ของกรดไขมัน   

(%โดยปริมาตร) 4.5-5 - 

*  ดูรายละเอยีดเพิ่มเติมได้ในประกาศกรมธุรกิจพลังงาน  เร่ืองก าหนดลักษณะและคุณภาพของดีเซล พ.ศ.2556 

-  ไม่ระบุขอ้ก าหนด  
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2.3  การปนเปื้อนของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนและดีเซล 

 หากกล่าวถึงเชื้อเพลิงคงหลีกเลี่ยงไม่ได้ว่าเชื้อเพลิงที่ส าคัญที่สุดก็คือ  ปิโตรเลียมหรือน้ ามัน
นั่นเอง  ปัจจุบันปิโตรเลียมถูกใช้เป็นเชื้อเพลิงหลักไม่ว่าจะในภาคอุตสาหกรรมหรือแม้แต่การด าเนิน
ชีวิตของมนุษย์  (Alrumman  และคณะ,  2015)    เมื่อถูกน าไปใช้ในวงกว้างท าให้ปัญหาการ
ปนเปื้อนปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในสิ่งแวดล้อมเป็นปัญหามลพิษที่ส าคัญมากในหลายพ้ืนที่ทั่วโลก  
ก่อให้ เกิดผลกระทบทางด้านสิ่งแวดล้อมทั้งทางบกและในน้ าส่งผลต่อความหลากหลายของ
ทรัพยากรธรรมชาติ  และกระทบต่อเศรษฐกิจ  (Moreira  และคณะ,  2011)    ในทุกปีทั่วโลกจะเกิด
การปนเปื้อนดีเซลลงสู่ดินและน้ าประมาณ  1.7  และ  8.8  ล้านตัน  ตามล าดับ  ซึ่ง  90  เปอร์เซ็นต์  
เกี่ยวข้องโดยตรงกับอุบัติเหตุและกิจกรรมของมนุษย์  เช่น  การระเบิดของท่อขุดเจาะน้ ามัน  หรือ
การ รั่วไหลจากโรงงานอุตสาหกรรม  ได้แก่  โรงกลั่นน้ ามัน  อู่ต่อเรือ  รวมไปถึงการก าจัดของเสียโดย
เจตนา  และในการปนเปื้อนดังกล่าวเป็นการปนเปื้อนในแหล่งน้ าจืด  30  เปอร์เซ็นต์  การปนเปื้อน
มลพิษในแหล่งน้ ากลายเป็นปัญหาที่รุนแรงในหลายๆ  พ้ืนที่ทั่วโลก  (Chan,  2011,  Dadrasnia  
และ  Agamuthu,  2013)   ดังเช่น  วันที่  20  เมษายน  ถึง  15  กรกฎาคม  ค.ศ.  2010  เกิดการ
ระเบิดของแท่นขุดเจาะดีฟวอเทอร์ฮอไรชัน  ของบริษัท  British  Petroleum  (BP)  กลางทะเลห่าง
จากชายฝั่งเมืองพอร์ตออฟเวนิซ  รัฐหลุยเซียนาก่อให้เกิดน้ ามันดิบรั่วไหลลงอ่าวแม็กซิโกถึง  4.9  
ล้านบาเรล  (Goldstein  และคณะ,  2011)  เหตุการณ์ในครั้งนั้นนับว่าเป็นหายนะต่อสิ่งแวดล้อม
ครั้งใหญ่ครั้งหนึ่งของโลก  ในปี  ค.ศ.  2011  Liu  และคณะ  รายงานการปนเปื้อนของดีเซลทั้งในน้ า
และดินตะกอนจากหวงฟู  แม่น้ าแย่งซีเกียง  ซึ่งเป็นแหล่งศูนย์กลางการขนส่งและคมนาคมที่ส าคัญ
ของประเทศจีนซึ่งมีสาเหตุการปนเปื้อนจากน้ าที่ปล่อยออกมาจากเครื่องยนต์  (Liu  และคณะ,  
2011)  ต่อมา  เมื่อวันที่  31  ตุลาคม  2011  Hupp  Post  San  Francisco  รายงานข่าวเรือจมใน
อ่าวที่โรดไอแลนด์  สาเหตุเกิดจากพายุหิมะเป็นผลท าให้ดีเซลปริมาณ  2,400  แกลลอน  ไหลออก
ลอยกระจายบนผิวน้ า  และในวันที่  12  ธันวาคม  2011  พบการรั่วไหลของดีเซลบนผิวน้ าบริเวณ
อ่าวในซานฟรานซิสโกเนื่องจากถังเก็บน้ ามันเชื้อเพลิงรั่ว  เป็นผลท าให้ดี เซลรั่วไหลถึง  1,700  
แกลลอน    ส าหรับประเทศไทยซึ่งมีอัตราการเพ่ิมขึ้นของอุตสาหกรรมบริเวณชายฝั่งและการขนส่ง
ทางน้ าเป็นจ านวนมาก  เช่น  การขนถ่ายสินค้า  การถ่ายเทน้ ามันไปยังโรงกลั่น  และการคมนาคม  
(Wattayakorn,  2012)  มีการรายงานจากกรมเจ้าท่าถึงภาวะการณ์ประสบปัญหาการรั่วไหลของ
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน  ระหว่างปี  พ.ศ.  2516-2558  ประมาณ  239  ครั้ง  เป็นการปนเปื้อนใน
น้ าจืดมากกว่า  100  ครั้ง  ซึ่งในจ านวนการรั่วไหลทั้งหมด  พบ  10  เหตุการณ์ที่มีปริมาณการรั่วไหล
มากกว่า  20,000  ลิตร  สาเหตุหลักของการปนเปื้อนเกิดจากอุบัติเหตุทางเรือ  และกิจกรรมระหว่าง
การขนส่ง  รวมไปถึงการลักลอบปล่อยทิ้งของมนุษย์เอง  หรือแม้แต่การทิ้งน้ ามันจากเรือเดินสมุทร  
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ก่อให้เกิดการรั่วไหลของน้ ามันต่อเนื่องยาวนาน  (Wattayakorn,  2012)    ดีเซล  น้ ามันดิบ  น้ ามัน
เตา  และน้ ามันหล่อลื่นที่ใช้แล้วเป็นชนิดของน้ ามันที่พบมากที่สุด  และจากรายงานดังกล่าวพบว่า
พ้ืนที่ชายฝั่งทะเลด้านตะวันออกบริเวณปากแม่น้ าและชายฝั่งของประเทศไทยมีการปนเปื้อนของ
น้ ามันในบริเวณกว้าง  อาทิ  บริเวณปากน้ าเจ้าพระยา  เกาะสีชัง  อ าเภอศรีราชา  จังหวัดชลบุรี  
ท่าเรือแหลมฉบัง  และมาบตาพุด  จังหวัดระยอง  รวมไปถึงแม่น้ าเจ้าพระยาบริเวณท่าเทียบเรือต่างๆ  
เป็นพื้นที่ท่ีมีการปนเปื้อนมากที่สุด     
 
2.4  การบ าบัดปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนและดีเซลท่ีปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม 

 เนื่องจากดีเซลมีความเป็นพิษต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้อม  ดังนั้นการตกค้างของดีเซลใน
สิ่งแวดล้อมจึงเป็นปัญหาที่ต้องได้รับการแก้ไขเพ่ือรักษาไว้ซึ่งสภาวะแวดล้อมที่ปลอดภัย  วิธีการ
บ าบัดมลพิษจากการปนเปื้อนดีเซลหรือปิโตรเลียมโฮโดรคาร์บอนชนิดอ่ืนในสิ่งแวดล้อมแบ่งออกเป็น  
3  วิธี  คือ  การบ าบัดด้วยกระบวนการทางกายภาพ  (physical  process)  อาจใช้กระบวนการทาง
ธรรมชาติ  เช่น  การสลายตัวด้วยแสงอาทิตย์  (photooxidation)  หรืออาศัยคุณสมบัติของสารที่
ปนเปื้อน  เช่น  การใช้วัสดุดูดซับ  (adsorption)  การแยกของแข็งออกด้วยตะแกรง  (screening)  
การเผาด้วยอุณหภูมิสูงเพ่ือก าจัดสารระเหย  และการชะล้างเป็นต้น  วิธีต่างๆ  สามารถก าจัดสาร
ปนเปื้อนได้บางส่วนเท่านั้นและในบางวิธีอาจก่อให้เกิดสารมลพิษอ่ืน  เช่น  การเผาที่อาจก่อให้เกิด   
ไดออกชินซึ่งเป็นมลพิษในอากาศ  (Das  และ  Chandran,  2010,  อลิสา  วังใน,  2554)  การ
บ าบัดด้วยกระบวนการทางเคมี  (chemical  process)  เป็นการบ าบัดโดยใช้ปฏิกิริยาทางเคมีของ
สารเคมีในการก าจัดหรือแยกสิ่งปนเปื้อน  เป็นวิธีที่เห็นผลเร็วแต่อาจก่อให้เกิดสารมลพิษอ่ืนแทนและ            
ใช้ค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูง    วิธีที่สามคือการบ าบัดด้วยกระบวนการทางชีวภาพ  คือการใช้ประโยชน์
จากกิจกรรมของสิ่งมีชีวิต  ส่วนใหญ่นิยมใช้จุลินทรีย์ในการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได้เป็น
น้ า  และคาร์บอนไดออกไซด์  เพ่ือฟ้ืนฟูสภาพแวดล้อมที่ปนเปื้อนมลพิษ  Tyagi  และคณะ  (2011)  
กล่าวถึงความสามารถของจุลินทรีย์ว่า  สามารถย่อยสลายองค์ประกอบของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน
ได้ตามล าดับ  ดังนี้   อัลเคนสายตรง  (n-alkanes)  >  อัลเคนโซ่กิ่ง  (branched  alkenes)  >  
สารประกอบอะโรมาติกชนิดน้ าหนักโมเลกุลต่ า  (low  molecular-weight  n-alkyl  aromatics)  
>  อัลเคนแบบวง  (cyclic alkanes)  >  พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน  (polycyclic  
aromatic  hydrocarbons,  PAHs)  >  แอสฟัลทีนส์  (asphaltenes)    อย่างไรก็ตาม  วิธีการ
บ าบัดด้วยกระบวนการทางชีวภาพมีข้อจ ากัดบางประการ  เช่น  ใช้ระยะเวลาในการบ าบัดนานเมื่อ
เทียบกับวิธีอ่ืน  ต้องใช้ผู้ช านาญการเฉพาะทางในการเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์  และด้วยขีดจ ากัดทาง
ความสามารถของจุลินทรีย์บางชนิดท าให้บางครั้งจุลินทรีย์ที่ใช้เป็นหัวเชื้อในการบ าบัดอาจท างานได้
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ไม่ดีในบางพ้ืนที่ปนเปื้อน  วิธีการทางชีวภาพจึงเป็นวิธีที่ต้องมีการพัฒนาอยู่เสมอ  (Das  และ  
Chandran,  2010)    จะเห็นว่าทั้งสามวิธีต่างมีข้อดีและข้อจ ากัดด้วยกันทั้งสิ้น  ดังนั้นในบาง
กระบวนการอาจใช้มากกว่าหนึ่งวีธีเพ่ือการบ าบัดที่มีประสิทธิภาพสูงสุด  เช่น  ใช้วิธีทางชีวภาพควบคู่
ไปกับวิธีทางเคมี  เป็นต้น  (Megharaj  และคณะ,  2011)     
 ในปัจจุบันกระบวนการบ าบัดมลพิษที่เกิดจากปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนหรือน้ ามันด้วยวิธี
ทางชีวภาพเป็นที่ยอมรับมากขึ้นเนื่องจากเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงในขณะที่มีค่าใช้จ่ายในการ
ด าเนินงานไม่มากนัก  และไม่ก่อให้เกิดของเสียภายหลังกระบวนการบ าบัด  จึงเป็นวิธีที่ปลอดภัยต่อ
สิ่งแวดล้อม  (Chan,  2011,  Yu  และคณะ,  2011)    วิธีการบ าบัดปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนด้วย
วิธีทางชีวภาพแบ่งออกเป็น  2  วิธี  ได้แก่  การบ าบัดโดยการกระตุ้นทางชีวภาพ  เป็นการกระตุ้นการ
เจริญของจุลินทรีย์  โดยเติมสารอาหารหรือสารตั้งต้นหรือปรับสภาวะที่จ าเป็นต่อการเจริญของ
จุลินทรีย์  เช่น  การเติมออกซิเจน  ไนโตรเจน  และฟอสฟอรัส  หรือสารลดแรงตึงผิว  (surfactant)  
ลงในพ้ืนที่ที่ต้องการบ าบัดเพ่ือส่งเสริมการเจริญและเพ่ิมความสามารถในการใช้น้ ามันที่ปนเปื้อนเป็น
แหล่งคาร์บอนเพ่ือการเจริญของจุลินทรีย์ในพ้ืนที่นั้นๆ  (Tyagi  และคณะ,  2011,  Yu  และคณะ,  
2011)    อีกวิธีหนึ่ง  คือการบ าบัดโดยการเติมจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการย่อยสลายน้ ามันลง
ไปในพ้ืนที่ปนเปื้อน  (bioaugmentation)  จุลินทรีย์ดังกล่าวได้ผ่านการคัดเลือกจากห้องปฎิบัติการ
แล้วว่ามีความสามารถในการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได้ดี  หรือมีสมบัติพิเศษอ่ืนๆ  เช่น  
สามารถเจริญได้ในพ้ืนที่ที่มีความเข้มข้นของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนสูง  โดยในการเติมจุลินทรีย์นั้น
อาจใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์เดี่ยวหรือกลุ่มจุลินทรีย์ก็ได้  วิธีดังกล่าวนิยมใช้กับพ้ืนที่ที่ไม่มีจุลินทรีย์ที่มี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารพิษ  หรือมีในปริมาณน้อย  (Tyagi  และคณะ,  2011) 
 ปัจจุบันมีรายงานเกี่ยวกับการบ าบัดมลพิษจากปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนและดีเซลที่ปนเปื้อน
ในสิ่งแวดล้อมด้วยกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพอยู่จ านวนไม่น้อย  อาทิ 
 Chan  (2011)  ได้ศึกษาการย่อยสลายน้ ามันปิโตรเลียมที่ปนเปื้อนในแหล่งน้ าโดยใช้
แบคทีเรียสายพันธุ์  Bacillus  sp.  ร่วมกับ  nematodes    พบว่าหลังจากผ่านกระบวนการบ าบัด
ทางชีวภาพที่มีการเติมอากาศ  ในเวลา  64  วัน  สามารถลดปริมาณปิโตรเลียมไฮโดคาร์บอนทั้งหมด   
(Total  Petroleum  Hydrocarbons,  TPH)  TPH  15,900  มิลลิกรัมต่อลิตร  เหลือเพียง  10  
มิลลิกรัมต่อลิตร  การลดลงของ  TPH  เป็นสัดส่วนผกผันกับการเพ่ิมขึ้นของจ านวน  Bacillus  sp.  
และ  nematodes  จึงกล่าวได้ว่าจุลินทรีย์ส่งเสริมการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน   
 Yu  และคณะ  (2011)  พบว่ากระบวนการ  biostimulation  โดยการเติมไนโตรเจน  
คาร์บอน  และฟอสฟอรัส  ซึ่งเป็นสารอาหารที่จ าเป็นส าหรับการเจริญเติบโตของกลุ่มจุลินทรีย์ลงใน
ดินบริเวณ  Yellow  River  Delta  ประเทศจีน  ส่งผลให้กลุ่มจุลินทรีย์บริเวณนั้นมีความสามารถใน
การย่อยสลายสารพิษของน้ ามันดิบในพ้ืนที่ดังกล่าว 
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 Dussán  และ  Numpaque  (2012)  พบแบคทีเรีย  2  สายพันธุ์  ได้แก่  Pseudomonas  
sp.  และ  Pseudomonas  stutzeri  ที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายดีเซล  ซึ่งคัดแยกจาก
บริเวณเหมืองถ่านหินที่ใช้  Ammonium  Nitrate  Fuel  Oil  (ANFO)  ซ่ึงมีส่วนประกอบของดีเซล
ที่ใช้ในกระบวนการระเบิด  ในประเทศโคลัมเบีย  โดยเมื่อเลี้ยงแบคทีเรียแต่ละชนิดในรูปแบบเชื้อ
เดี่ยวจะสามารถย่อยสลาย  10%  ดีเซล  ได้ถึง  10-95  เปอร์เซ็นต์  แต่เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียทั้งสอง
ชนิดร่วมกันจะมีอัตราการย่อยสลายดีเซลถึง  96  เปอร์เซ็นต์  
 Mortazavi  และคณะ  (2013)  พบว่า  Hydrocarboniphaga    Pseudomonas  และ
Pseudoxanthomonas  เป็นแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน
ที่พบมากที่สุดในการบ าบัดน้ าเสียที่ปนเปื้อนน้ ามันในอ่าวเม็กซิโก 
 Palanisamy  และคณะ  (2014)  คัดแยกแบคทีเรียในพ้ืนที่ที่มีการปนเปื้อนดีเซล  ซึ่งค้นพบ
ว่าแบคทีเรียสายพันธุ์  Acinetobacter  baumannii  มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายดีเซล 
 Maddela  และคณะ  (2015)  คัดแยกแบคทีเรียจ านวน  2  สายพันธุ์  จากบริเวณพ้ืนที่ที่  
ปนเปื้อน  crude  oil  บริเวณป่าดิบชื้นของอะเมซอน  ได้แก่  Bacillus  cereus  และ  Bacillus  
thuringiensis  และราจ านวน  2  สายพันธุ์  ได้แก่  Geomyces  pannorum  และ  Geomyces  
sp.  จุลินทรีย์ทั้ง  4  สายพันธุ์นั้นมีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย  crude  oil  ซึ่งสามารถน าไปใช้
ประโยชน์ในการบ าบัดการปนเปื้อนของน้ ามันปิโตรเลียมในพ้ืนที่ดังกล่าวได้  
 อย่างไรก็ตามจนถึงปัจจุบันยังไม่มีรายงานการค้นพบแบคทีเรียสังเคราะห์แสงที่ย่อยสลาย
ดีเซล 
 
2.5  แบคทีเรียสังเคราะห์แสง  (Photosynthetic  Bacteria)   

 แบคทีเรียสังเคราะห์แสง  (Photosynthetic  bacteria;  PSB  หรือ  Phototrophs  หรือ 
Phototrophic  bacteria)  เป็นสิ่งมีชีวิตในกลุ่มโปรคาริโอต  (Prokaryotes)  มีความสามารถในการ
สังเคราะห์แสงหรือใช้แสงเป็นแหล่งพลังงานได้  หากใช้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  (CO2)  เป็นแหล่ง
คาร์บอน  เรียกว่า  โฟโตออโตโทรป  (photoautotrophy)  แต่ถ้าใช้สารอินทรีย์เป็นแหล่งคาร์บอน  
เรียกว่า  โฟโตเฮเทโรโทรป  (photoheterotrotrophy)  (Madigan  และคณะ,  2012)    พบทั่วไป
ในสิ่งแวดล้อม  ทั้งในดิน  น้ าจืด  น้ าเค็ม  บริเวณที่มีอุณหภูมิต่ าอย่างทะเลสาบบริเวณขั่วโลก  และ
บริเวณน้ าพุร้อนที่มีอุณหภูมิสูง  หรือแม้แต่ในบริเวณที่มีความเข้มข้นของเกลือสูง  เช่น  ทะเลสาบ
น้ าเค็ม  หรือแม้แต่ในระบบบ าบัดน้ าเสีย  (Madukasi  และคณะ,  2010,  Madukasi  และคณะ,  
2011)    
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 โดยทั่วไปแบคทีเรียสังเคราะห์แสงแบ่งออกเป็น  2  กลุ่ม  ตามความสามารถในการผลิต
ออกซิเจนเป็นผลิตภัณฑ์เมื่อเกิดกระบวนการสังเคราะห์แสง  ดังนี้     
 
 2.5.1  Oxygenic  photosynthetic  bacteria 

  เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่มีกระบวนการสังเคราะห์แสงคล้ายพืชชั้นสูง  คือเมื่อสิ้นสุด
กระบวนการสังเคราะห์แสงได้ออกซิเจนเป็นผลิตภัณฑ์  โดยมีน้ าเป็นตัวให้อิเล็กตรอน  และใช้แสง
เป็นแหล่งพลังงาน  มีรงควัตถุท าหน้าที่สังเคราะห์แสงคือ  คลอโรฟิลล์  (chlorophyll)  คาโรทีนอยด์  
(carotenoid)  และ  ไฟโคบิลินส์  (phycobilins)  แบคทีเรียในกลุ่มนี้ได้แก่  ไซยาโนแบคทีเรีย  
(cyanobacteria)  (White  และคณะ,  2011) 
 
 2.5.2  Anoxygenic  photosynthetic  bacteria 

  เป็นกลุ่มของแบคทีเรียที่สามารถสังเคราะห์แสงได้แต่ไม่ได้ออกซิเจนเป็นผลิตภัณฑ์  
ใช้สารประกอบซัลเฟอร์อนินทรีย์  (H2S,  S,  SO3

2-,  S2O3
2-)  และสารอินทรีย์  เช่น  อะซีเทต  และ

มาเลต  เป็นตัวให้อิเล็กตรอนในการสังเคราะห์แสง  แบคทีรีโอคลอโรฟิลล์  (bacteriochlorophyll)  
เป็นรงควัตถุท าหน้าที่ดูดซับพลังงานแสงเพ่ือสังเคราะห์แสง  แบ่งเป็น  2  กลุ่ม  คือ  แบคทีเรีย
สังเคราะห์แสงสีม่วงแดง  (photosynthetic  purple  bacteria)  และแบคทีเรียสังเคราะห์แสง       
สีเขียว  (photosynthetic  green  bacteria)  (White  และคณะ,  2011) 
 
  ก.  แบคทีเรียสังเคราะห์ด้วยแสงสีม่วงแดง  (photosynthetic  purple 
bacteria) 
   แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดง  (photosynthetic purple bacteria, 
PPB)  เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่มีแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์  a  b  และแคโรทีนอยด์  (carotenoid)      
เป็นรงควัตถุที่ใช้ในการสังเคราะห์แสง  (photosynthetic  pigment)  กระบวนการสังเคราะห์แสง
เกิดที่  Intracytoplasma  membrane  (ICM)  จัดเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่มีความส าคัญมากกลุ่มหนึ่ง  
สามารถพบได้ในสิ่งแวดล้อมทั่วไป  มีความสามารถในการใช้สารพิษเป็นแหล่งคาร์บอน  (Madigan  
และ  Jung,  2009)    จัดจ าแนกเป็น  3  แฟมิลี่  คือ  แฟมิลี่  Rhodospirillaceae  ซึ่งเป็นแฟมีลี่
ชนิดไม่สะสมก ามะถัน  (purple  non-sulfur  bacteria,  PNSB)  และ  แฟมิลี่  Chromatiaceae  
และ  แฟมิลี่  Ectothiorhodospiraceae  เป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดสะสมก ามะถัน  
(purple  sulfur  bacteria,  PSB)    แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงมีลักษณะทางสัณฐานวิทยา
คล้ายคลึงกัน  คือ  เป็นแบคทีเรีย  แกรมลบ  รูปแท่ง  มีลักษณะโคโลนีสี  ส้ม  แดง  จนถึงน้ าตาล  
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Madigan  และ  Jung  (2009)  ได้รายงานถึงการเกิดสีของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงว่า  
ขึ้นอยู่กับการมีออกซิเจนในภาวะการเจริญเติบโตเนื่องจากโมเลกุลของออกซิเจนมีผลในการยับยั้ง
ระบบการสร้างสีของแบคทีเรียดังกล่าว    แบคทีเรียสังเคราะห์สีม่วงแดงชนิดสะสมก ามะถันมีความ
ทนต่อซัลไฟด์ได้ในระดับมิลลิโมลาร์และสามารถออกซิไดซ์ซัลไฟด์ได้ซัลเฟอร์เก็บสะสมไว้ภายในเซลล์  
(sulfur  globules)  ในขณะที่แบคทีเรียสังเคราะห์สีม่วงแดงชนิดไม่สะสมก ามะถัน  มีความทนต่อ
ความเข้นข้นของซัลไฟด์ได้ในปริมาณน้อยมากและไม่มีการเก็บสะสมซัลเฟอร์ไว้ภายในเซลล์แต่จะ
ปล่อยออกนอกเซลล์แทน  (Madigan  และ  Jung,  2009)  แสดงดังรูปที่  2.1  
 
  ข.  แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีเขียว  (photosynthetic  green  bacteria) 
   แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีเขียว  (photosynthetic  green  bacteria)  
แบ่งออกเป็น  2  กลุ่ม  คือ  แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีเขียวชนิดสะสมก ามะถัน  (green  sulfur  
bacteria)  ส่วนใหญ่เจริญแบบ  obligate  anoxic  photolithoautotroph  กล่าวคือ  ต้องมีแสง
ไม่มีอากาศ  และใช้   H2S,  S,  S2O3

2-  หรือ  H2  เป็นตัวให้ อิเล็กตรอนเท่านั้น  และใช้ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์  (CO2)  เป็นแหล่งคาร์บอน    สามารถพบได้ในบริเวณที่มีซัลไฟด์สูง  แบคทีเรีย
ในกลุ่มนี้ได้แก่  Chlorobium    แบคทีเรียสังเคราะห์แสงกลุ่มที่สองคือ  แบคทีเรียสังเคราะห์แสง    
สีเขียวชนิดไม่สะสมก ามะถัน  (green  non-sulfur  bacteria)    เป็นกลุ่มที่สามารถเจริญได้ทั้งแบบ  
โฟโตเฮเทอโรโทรป  (Photoheterotroph)  และแบบโฟโตออโตโทรป  (Photoautotroph)  ภายใต้
สภาวะไม่มีอากาศ  มีแสง  โดยใช้แสงเป็นแหล่งพลังงานมีตัวให้อิเล็กตรอนคือก๊าชไฮโดรเจน  หรือ
สารประกอบซัลเฟอร์อนินทรีย์  แบบคีโมเฮเทโรโทรป  (Chemoheterotroph)  โดยใช้สารอินทรีย์
เป็นแหล่งคาร์บอนภายใต้สภาวะมีอากาศไม่มีแสง  แต่จะเจริญได้ดีที่สุดในสภาวะโฟโตเฮเทอโรโทรป  
(Photoheterotroph)  แบคทีเรียในกลุ่มนี้ได้แก่  Chloroflexus  (White  และคณะ,  2011) 
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รูปที่  2.1  แสดงลักษณะของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดง  (a)  Thermochromatium  
tepidum  เป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดสะสมก ามะถัน  (purple sulfur bacterium)  
คัดแยกจากน้ าพุร้อนใน  New  Mexico  (Silva  และคณะ,  2015)  จุดที่ลูกศรชี้คือ  intracellular  
sulfur  globules    (b)  Rhodobaca  bogoriensis  เป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิด
ไม่สะสมก ามะถัน  (purple  non-sulfur  bacterium)  คัดแยกจาก  Lake  Bogoria  (Kenya)  
(Madigan  และ  Jung,  2009)     
 
2.6  แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสมก ามะถัน  (purple  non-sulfur  
bacteria,  PNSB) 

 แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสมก ามะถัน  (Purple  non-sulfur  bacteria,  
PNSB)   ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีมีสีส้ม  แดง  จนถึงน้ าตาล  โคโลนีกลมนูนขอบเรียบ    
สัณฐานวิทยาของเซลล์มีลักษณะเป็นรูปท่อน  ติดสีแกรมลบ  จัดอยู่ในกลุ่ม  Alphaproteobacteria  
(Madigan  และ  Jung,  2009)  เจริญเติบโตได้ดีในภาวะมีแสงไม่มีอากาศแบบโฟโตลิโธออโตโทรป  
(Photolithoautotroph)  โดยใช้ก๊าซไฮโดนเจน   (H2)  หรือ  ซัลไฟด์ความเข้มข้นต่ าเป็นตัวให้
อิ เล็กตรอน  และคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นแหล่ งคาร์บอน  และแบบโฟโตเฮเทอโรโทรป  
(Photoheterotroph)  โดยใช้แสงเป็นแหล่งพลังงาน  มีตัวให้อิเล็กตรอนและแหล่ งคาร์บอนคือ  
สารประกอบอินทรีย์ เช่น มาเลต ไพรูเวต ซักซิเนต  ฟูมาเรต  เอทานอล  แลคเทต  และโพรไพโอเนต  
(Madigan  และ  Jung,  2009)  นอกจากนี้  PNSB  ยังเจริญได้ดีในภาวะที่ไม่มีแสงแต่มีอากาศ  
หรือ  คีโมเฮเทโรโทรป  (Chemoheterotroph)  แหล่งคาร์บอนคือสารอินทรีย์ต่างๆ  เช่นเดียวกับ
การเจริญแบบโฟโตเฮเทอโรโทรป  (Photoheterotroph)  (Wu  และคณะ,  2012,  Kornochalert  
และคณะ,  2014)  นอกจากนีแ้บคทีเรียสังเคราะห์แสง  PNSB บางสายพันธุ์  เช่น  Rhodospirillum  
fulvum  และ  Rhodopseudomonas  palustris  ยังสามารถใช้สารพิษในกลุ่มสารประกอบ      
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อะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนบางประเภทเป็นแหล่งคาร์บอน  เช่น  เบนโซเอต  (benzoate)  อนุพันธ์
ของเบนโซเอต  และไซโครเฮกเซน  (cyclohexane  carboxylate)  เป็นต้น  และบางสายพันธุ์  เช่น  
Blastochloris  sulfoviridis  สามารถใช้อะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน  เช่น  โทลูอีน  (toluene)  เป็น
แหล่งคาร์บอนส าหรับการเจริญเติบโตได้อีกด้วย  (Madigan  และ  Jung,  2009)     
 จากความสามารถในการเจริญเติบโตได้หลากหลายภาวะท าให้พบ  PNSB  ได้ทั่วไปใน
สภาพแวดล้อมต่างๆ  ทั้งแหล่งน้ าธรรมชาติ  ชั้นน้ าที่มีแสงสว่างส่องถึงและมีสารอินทรีย์  หรืออาจ
พบรวมตัวกันเป็นกลุ่มในแหล่งน้ าที่ไม่มีออกซิเจน  มีแสงเล็กน้อย  ในแหล่งน้ าเค็ม  ในพ้ืนดิน  หรือ
แหล่งน้ าสกปรก  เช่น  บ่อบ าบัดน้ าเสีย  ซึ่งมีปริมาณสารอินทรีย์สูง  (Hulsen  และคณะ,  2014)    
ปัจจุบันพบแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  PNSB  ประมาณ  20  สายพันธุ์  โดยสายพันธุ์ที่มีการค้นพบ
และทดสอบในห้ องปฎิบัติ การมากที่ สุ ดคือ   Rhodobacter  และ  Rhodopseudomonas  
(Madigan  และ  Jung,  2009)   
 
2.7  ยีน  pufM 

 ยีน  pufM  เป็นยีนที่ประมวลรหัสหน่วยย่อย  M  (M  subunit)  ของ  photosynthetic 
reaction  center  ที่พบทั่วไปในแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดง  (Achenbach  และคณะ,  
2001)    ดังนั้น  Achenbach  และคณะ  (2001)  ได้ออกแบบไพร์เมอร์  pufM  ซึ่งสามารถเพ่ิม
จ านวนยีน  pufM  และท าให้สามารถบ่งชี้อย่างจ าเพาะได้ในเบื้องต้นว่าแบคทีเรียนั้นเป็นแบคทีเรีย
สังเคราะห์แสงสีม่วงแดงหรือไม่  ยิ่งไปกว่านั้น  งานวิจัยของ  Achenbach  และคณะ  (2001)  ยังได้
แสดงให้เห็นว่าเมื่อเติมแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงลงในดิน  และสกัดดีเอ็นเอจากดิน  และใช้
เป็นแม่แบบส าหรับปฎิกิริยา  PCR  โดยใช้ไพร์เมอร์  pufM  จะให้ผลเป็นบวก  โดยพบแถบดีเอ็นเอ
ขนาด  229bp  ดังนั้นจึงสามารถใช้ไพร์เมอร์  pufM  ร่วมกับไพร์เมอร์ส าหรับยีน  16S  rDNA  เพ่ือ
ศึกษาแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงทางนิเวศวิทยาได้ 
 
2.8  ประโยชน์ของแบคทีเรียในกลุ่ม  PNSB 

 ด้านการแพทย์ 
 แบคทีเรียในกลุ่ม  PNSB  มีความสามารถในการสังเคราะห์ยูบิควิโนน  (ubiquinone)  หรือ    
โคเอนไซม์คิวเทน  (coenzyme  Q10,  CoQ10)  ซึ่งสามารถใช้เป็นอาหารเสริมให้กับผู้ป่วยโรคหัวใจ
และหลอดเลือด  ใช้เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ  (antioxidant)  และเมื่อไม่นานมานี้  CoQ10  ได้รับ
การใช้อย่างแพร่หลายในเครื่องส าอางและผลิตภัณฑ์อาหารเสริม  (Sasaki  และคณะ,  2005)                 
Kien  และคณะ  (2010)  พบว่าสายพันธุ์กลายพันธุ์ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  Rhodobacter  
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sphaeroides  มีความสามารถในการผลิต  CoQ10  ได้  6.34  มิลลิกรัมต่อน้ าหนักแซลล์แห้งหนึ่ง
กรัม  ในอัตราการให้อากาศ  2  vvm  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส   
 
 ด้านอุตสาหกรรมและพลังงาน 
 แบคทีเรียสังเคราะห์แสง  PNSB  ได้รับความสนใจในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนเพ่ือใช้เป็น
พลังงานทดแทน    เนื่องจาก  PNSB  สามารถใช้สารอินทรีย์ที่หลากหลายเป็นแหล่งคาร์บอน  อาทิ  
กรดอินทรีย์ต่างๆ  ไม่ว่าจะเป็น  มาเลต  แลคเตท  อะซิเตท  โพรพิโอเนต  บิวทาเลต  หรือแม้แต่ 
กรดไขมันระเหยที่ปนเปื้อนในน้ าเสีย  (Assawamongkholsiri  และคณะ,  2016)  รวมถึงวัสดุเหลือ
ใช้ทางการเกษตรเพ่ือผลิตไฮโดรเจน  ท าให้การผลิตก๊าซไฮโดรเจนมีต้นทุนต่ า  (Bianchi  และคณะ,  
2010)     Jamil  และคณะ  (2009)  ศึกษาความสามารถของ  Rhodopseudomonas  palustris  
สายพันธุ์  PBUM001  ซึ่งคัดแยกจากน้ าเสียของกระบวนการผลิตเส้นก๋วยเตี๋ยว  ในการผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจนและบ าบัดน้ าเสียจากโรงงานน้ ามันปาล์ม  ในภาวะ  photoheterotroph  พบว่าสามารถ
ผลิตก๊าซไฮโดรเจนได้  1.05  มิลลิลิตร  H2/ml  และค่า  COD  ของน้ าเสียลดลง  31.71  เปอร์เซ็นต์  
ต่อมา  Bianchi  และคณะ  (2010)  พบว่า  Rhodopseudomonas  palustris  สายพันธุ์  AV33  
คัดแยกจากน้ าและตะกอนดินบริเวณทะเลสาบในประเทศอิตาลี   สามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนได้ถึง            
50.7 ± 2.6  มิลลิลิตร  (H2)L-1h-1  เมื่อใช้แลคเตทเป็นแหล่งคาร์บอน  และยังพบการสะสมของ  
polyhydroxybutyrate  (PHB)  ภายในเซลล์ซึ่ งเป็นอีกหนึ่ งคุณสมบัติที่ส าคัญของแบคที เรีย
สังเคราะห์แสง  PNSB    Wu  และคณะ  (2012)  พบว่า  Rhodopseudomonas  palustris       
สายพันธุ์  WP3-5  สามารถผลิต  PHB  และก๊าซไฮโดรเจน  ได้โดยใช้อะซีเตต  (acetate)  และ       
โพรพิโอเนต  (propionate)  เป็นสารตั้งต้น  โดยแบคทีเรียจะผลิต  PHB  ก่อนแล้วจึงผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจนเมื่อค่าความเป็นกรดด่างในระบบเหมาะสมต่อการผลิต  นอกจากนี้ยังมีการผลิตไฮโดรเจน
ของสายพันธุ์  Rhodobacter  capsulatus  (Silva  และคณะ,  2015)   และการผลิตกรดไขมัน        
ไตรกลีเซอไรด์  (triacylglycerol,  TAG)  ของ  Rhodobacter  sp.  สายพันธุ์  KKU-PS1  โดยมี
กรดมาลิกเป็นสารตั้งต้น  โดยกรดไขมันที่ได้อยู่ในรูปกรดโอเลอิก  (oleic  acid)  ซึ่งมีศักยภาพเพ่ือใช้
เป็นไบโอดีเซลได้  (Assawamongkholsiri  และคณะ,  2016) 
 
 ด้านการเกษตร 
 เซลล์ของแบคที เรียสังเคราะห์แสง  อาทิ เช่น  Rhodopseudomonas  capsulatus           
มีปริมาณโปรตีนสะสมสูงถึงร้อยละ  60-65  โปรตีนเหล่านี้ประกอบด้วยกรดอะมิโนที่จ าเป็นทั้งยังมี
วิตามิน  และแร่ธาตุ  เช่น  วิตามินบี  1  2  6  และ  12  กรดโฟลิค  วิตามินซี  วิตามินดี  และ  
วิตามินอี  เป็นต้น    นอกจากนี้ยังมีรงควัตถุ  เช่น  โคแฟกเตอร์  ได้แก่  ยูบิควิโนน  (Ubiquinone)  
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โคเอนไซม์คิว  (Coenzyme-Q)  เป็นส่วนประกอบ  จึงเหมาะสมที่จะใช้เป็นแหล่งอาหารสัตว์  และ
ปุ๋ยส าหรับพืช  เพราะสามารถช่วยหมุนเวียนและเปลี่ยนแปลงสารอินทรีย์ในดินและเสริมสร้าง
กิจกรรมการเผาผลาญอาหารของจุลินทรีย์ในดินอีกด้วย  (Wu  และคณะ,  2013)   การใช้แบคทีเรีย
สังเคราะห์แสงในการบ าบัดน้ าเสียยังสามารถน ากากตะกอนซึ่งเป็นของเสียจากระบบบ าบัดมาใช้
ประโยชน์ทางการเกษตรได้อีกด้วย  (Tao  และคณะ,  2008,  Lu  และคณะ,  2013)  
 
 ด้านสิ่งแวดล้อม 
 จากความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนได้หลากหลายท าให้แบคทีเรียสังเคราะห์แสง  
PNSB  เป็นแบคทีเรียกลุ่มหนึ่งที่ถูกใช้ในการบ าบัดน้ าเสีย    ตั้งแต่ปี  ค.ศ.  1960  ได้เริ่มมีการ
ประยุกต์ใช้แบคทีเรียสังเคราะห์แสงในการบ าบัดน้ าเสียจากแหล่งต่างๆ  เช่น  น้ าเสียชุมชน  น้ าเสีย
จากโรงงานอุตสาหกรรม  บ าบัดโลหะหนักในน้ าเสียที่ปนเปื้อนสีย้อมผ้า  น้ าเสียจากโรงงานสกัด
น้ ามันมะกอก  น้ ามันถั่วเหลือง  น้ ามันปาล์ม  ฟาร์มสุกร  ฟาร์มกุ้ง  (Lu  และคณะ,  2010)  น้ าเสีย
ที่มีน้ ายางปนเปื้อน  และน้ าเสียจากโรงงานผลิตยา  (Madukasi  และคณะ,  2010)    เทคโนโลยีการ
บ าบัดน้ าเสียด้วย  PNSB  ถูกพัฒนาขึ้นอย่างต่อเนื่อง  (Lu  และคณะ,  2010)  พบว่า  PNSB       
สายพันธุ์  Z08  สามารถลด  COD  ในน้ าเสียจากถั่วเหลืองได้มากกว่า  90  เปอร์เซ็นต์  (จากเดิม  
13,516  มิลลิกรัมต่อลิตร)  ภายในระยะเวลา  72  ชั่วโมง  ภายใต้สภาวะเหมือนธรรมชาติ  การ
ทดลองดังกล่าวยังพบว่า  สามารถลดสารอินทรีย์โมเลกุลใหญ่  (MW > 10,000 Da)  ได้ถึง  75.4  
เปอร์เซ็นต์  (จากเดิม  86  เปอร์เซ็นต์)  ในขณะที่สารอินทรีย์โมเลกุลเล็ก  (MW < 650 Da)  เพ่ิมขึ้น  
79.8  เปอร์เซ็นต์  (จากเดิม  12  เปอร์เซ็นต์)     ข้อดีของเทคโนโลยีบ าบัดน้ าเสียด้วย  PNSB  คือ  
ความสามารถทนต่อความเข้มข้นของสารพิษความเข้มข้นสูงในน้ าเสียได้  และใช้สารมลพิษอินทรีย์
เหล่านั้นเป็นแหล่งคาร์บอนและสร้างพลังงาน  ATP  แบบ  Oxidative  phosphorylation  (Lu  
และคณะ,  2016)  หรือสร้าง  polyhydroxybutyrate  (PHB)  ช่วยให้คุณภาพของ  COD  ในน้ า
เสียดีขึ้น  นอกจากนี้ยังสามารถลดปริมาตรของ  ฟอสเฟต  ไนเตรต  และไฮโดรเจนซัลไฟด์ในน้ าเสีย
ได้อีกด้วย  เพราะสามารถใช้ไนเตรตเป็นแหล่งของไนโตรเจน  และใช้ไฮโดรเจนซัลไฟด์หรือซัลไฟด์
อ่ืนๆ  เป็นตัวให้อิเล็กตรอน  (Lu  และคณะ,  2013,  Hulsen  และคณะ,  2014)    นอกจากนี้      
ชีวมวลของ  PNSB  ที่ได้จากการบ าบัดน้ าเสียสามารถใช้ประโยชน์ต่อไปและไม่สร้างผลผลิตที่เป็น
มลพิษในกระบวนการบ าบัดน้ าเสีย  เช่น  เป็นแหล่งอาหารสัตว์  เป็นปุ๋ย  และใช้เป็นสารตั้งต้น
ส าหรับผลิตสารอ่ืน  เช่น   ใช้ผลิตโปรตีน   (single  cell  protein)  และ  ไบโอพอลิ เมอร์  
(biopolymers)  เป็นต้น  (Wu  และคณะ,  2012,  Lu  และคณะ,  2016) 
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2.9  รายงานการใช้  PNSB  ในการบ าบัดน  าเสีย 

 Tao  และคณะ  (2008) ได้คัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงทนร้อนสายพันธุ์ Rhodobacter  
sphaeroides  และทดสอบประสิทธิภาพในการบ าบัดน้ าเสียเทียมท่ีมี  glucose  peptone  และ
น้ ามันปรุงอาหารเป็นองค์ประกอบ โดยตรึงเซลล์ Rhodobacter sphaeroides ในเม็ดอัลจิเนต  
(alginate-immobilized cell)  ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  พบว่าสามารถบ าบัดน้ ามันปนเปื้อน
ได ้ 76  เปอร์เซ็นต์ และ Chemical Oxygen Demand,  COD ลดลง 80 เปอร์เซ็นต์ ภายหลังการ
บ าบัดเป็นเวลา  96  ชั่วโมง  
 Kantachote  และคณะ  (2010)  ศึกษาความสามารถของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสายพันธุ์ 
Rhodopseudomonas  palustris  (P1)  ในการบ าบัดน้ าเสียจากการผลิตยางแผ่นภายใต้สภาวะ  
microaerobic-light  ระยะเวลา  72  ชั่วโมง  พบว่าสามารถลดค่า  COD  ลงได้  80  เปอร์เซ็นต์  
(ค่าเดิม  1457  มิลลิกรัมต่อลิตร)  และลดปริมาณสารแขวนลอยในน้ าเสียลงได้  82  เปอร์เซ็นต์    
(ค่าเดิม  48  มิลลิกรัมต่อลิตร) 
 Madukasi  และคณ ะ  (2010)  พบว่าแบคที เรียสั งเคราะห์แสง  PNSB  สายพันธุ์  
Rhodobacter  sphaeroides  (Z08)  ที่คัดแยกจากดิน  สามารถลดค่า  COD  ของน้ าเสียทาง    
เภสัชกรรมได้ถึง  80  เปอร์เซ็นต์  (ค่า  COD  เดิมเท่ากับ  9450  มิลลิกรัมต่อลิตร)  ภายใน
ระยะเวลา  5  วัน  อุณหภูมิ  20-30  องศาเซลเซียส  
 Lu  และคณะ  (2013)  ศึกษาการบ าบัดน้ าเสียด้วย  membrane  bioreactor  โดยใช้
แบคทีเรียสังเคราะห์แสง  Rhodobacter  sphaeroides  สายพันธุ์  1.2174  พบว่าสามารถลดค่า  
COD  ได้  99.3  เปอร์เซ็นต์  จาก  COD  เริ่มต้น  8,000-10,000  มิลลิกรัมต่อลิตร  และมีอัตราการ
อยู่รอดของแบคทีเรียถึง  99.5  เปอร์เซ็นต์  ภายในระยะเวลา  48  ชั่วโมง 
 Hulsen  และคณะ  (2014)  ศึกษาความสามารถของ  PNSB  ในการบ าบัดน้ าเสียจาก
ชุมชนในภาวะไร้อากาศพบว่า  สามารถลดค่า  COD  ได้ประมาณ  63  เปอร์เซ็นต์  (ค่าเดิม  526 ± 
99  มิลลิกรัมต่อลิตร)  แอมโมเนียมไนโตรเจน  (NH4-N)  99.6  เปอร์เซ็นต์  (ค่าเดิม  46 ± 3  
มิลลิกรัมต่อลิตร)  และ  ฟอสเฟต-ฟอสฟอรัส  (PO4-P)  88.8  เปอร์เซ็นต์  (ค่าเดิม  6.2 ± 0.7  
มิลลิกรัมต่อลิตร)  ภายในระยะเวลา  24  ชั่วโมง 
 Wang  และคณะ  (2016)  ศึกษาความสามารถของแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  PNSB        
สายพันธุ์  Rhodopseudomonas sp. ต่อการบ าบัด  white  spirit  wastewater  พบว่า  สามารถ
ลดค่า  COD  ที่สูงถึง  9100-25,600  มิลลิกรัมต่อลิตร  ได้ถึง  76.02  เปอร์เซ็นต์  และสามารถ
สร้างชีวมวลได้  400  มิลลิกรัมต่อลิตร  ถึงแม้ว่าในน้ าเสียดังกล่าวจะมีความเข้มข้นของเอทานอล  
0.5-2.0  เปอร์เซ็นต์  (v/v)  จากการศึกษาดังกล่าว  Wang  และคณะยังให้ความสนใจกับการน า    



 

 

19 

ชีวมวลของ  PNSB  ไปใช้ประโยชน์เนื่องจากช่วยลดค่าใช้จ่ายในการก าจัดตะกอนส่วนเกินเหมือน
ระบบบ าบัดอ่ืนๆ 
 
2.10  แอกทิเวเทดสลัดจ์  (Activated  sludge,  AS)  

 มีลักษณะคล้ายดินตะกอน  ประกอบไปด้วยกลุ่มของจุลินทรีย์หลายชนิด  เช่น  โปรโตซัว  
รา  อาร์เคีย  และไวรัส  (Seviour  และ  Nielsen,  2010)   แบคทีเรียจัดเป็นจุลินทรีย์ที่มีบทบาท
มากที่สุด  (Zhang  และคณะ,  2012)    แอกทิเวเทดสลัดจ์เป็นตะกอนของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบ
ตะกอนเร่ง  (Activated  Sludge  Process)  หรือเรียกอีกอย่างว่า  หัวเชื้อส าหรับบ าบัดน้ าเสียของ
ระบบบ าบัดแบบตะกอนเร่ง    ระบบบ าบัดแบบตะกอนเร่งเป็นอีกหนึ่งกระบวนการทางชีวภาพในการ
ย่อยสลายสารอินทรีย์ในน้ าที่นิยมกันอย่างแพร่หลาย  เนื่องจากสามารถบ าบัดน้ าเสียได้หลากหลาย
ประเภททั้งน้ าเสียจากชุมชนและจากโรงงานอุตสาหกรรม  หลักการท างานของระบบโดยทั่วไป
ประกอบด้วย  2  ส่วนคือ  บ่อเติมอากาศ  (Aeration  Tank)  เป็นขั้นตอนแรกที่รับน้ าเสียเข้าสู่
ระบบ  ในบ่อนี้จะมีการเติมอากาศและมีตะกอนสลัดจ์ช่วยในการบ าบัด  จากนั้นน้ าจะไหลไปยังส่วนที่
สอง  คือ  บ่อตกตะกอน  (Sedimentation  Tank)  ในส่วนนี้จะท าหน้าที่ตกตะกอนเพ่ือแยกส่วนใส
ออก  โดยน้ าส่วนใสจะไหลออกสู่ระบบอ่ืน  หรืออาจออกสู่ธรรมชาติต่อไป  ส่วนตะกอนสลัดจ์จะถูก
แบ่งเป็นสองส่วน  ส่วนหนึ่งไหลกลับไปยังบ่อเติมอากาศโดยผ่านจุดรีเทิร์นสลัดจ์  อีกส่วนหนึ่งไหล
ออกจากระบบเพ่ือรอการก าจัดต่อไป  (Seviour  และ  Nielsen,  2010) 
 ด้วยความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนที่หลากหลายรวมไปถึงสารพิษต่ าง ๆ  เพ่ือการ
เจริญเติบโต  ท าให้  PNSB  พบได้ในน้ าเสีย    ในปี  1978  Siefert  และคณะ  ได้คัดแยกแบคทีเรีย
สังเคราะห์แสงสีม่วงแดงจากตะกอนบ าบัดน้ าเสียของระบบบ าบัดน้ าเสีย  Göttingen  ประเทศ
เยอรมนี  พบจ านวนแบคทีเรียสังเคราะห์แสงอยู่ระหว่าง  105-106  เซลล์ต่อมิลลิลิตร  และ          
พบ  PNSB  ประมาณ  103  เซลล์ต่อมิลลิลิตร  จากการศึกษาด้วยเทคนิคการนับเซลล์ที่มีชีวิตใน    
จานเพาะเชื้อ    PNSB  หลากหลายสายพันธุ์ที่พบจากระบบบ าบัดน้ าเสียส่วนใหญ่อยู่ร่วมกับ
แบคทีเรียเฮโทโรโทรปชนิดอ่ืนๆ  ในสภาวะมีอากาศไม่มีแสง  เช่น  Rhodobacter  sphaeroides    
Rhodobacter  capsulatus    Rhodopseudomonas  palustris    Blastochloris  viridis    
Rubrivivax  gelatinosus    Rhodocyclus  tenuis  และ  Rhodospirillum  photometricum  
เป็นต้น  (Madigan  และ  Jung,  2009)  
 มีรายงานการคัดแยก  PNSB  จากแอกทิเวเทดสลัดจ์  เช่น  Liang  และคณะ  (2010) 
สามารถคัดแยก  PNSB  จากแอกทิเวเทดสลัดจ์ได้  4  สายพันธุ์  คือ  Rhodopseudomonas  
palustris  CC1,  CC7,  G11,  และ  GE1  
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 Schott  และคณะ  (2010)  สามารถคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงในภาวะไร้อากาศจาก
แอกทิเวเทดสลัดจ์ของโรงบ าบัดน้ าเสียจากเมืองคอนสแตนซ์  ประเทศเยอรมนี  พบ  2  สายพันธุ์  
คือ  Thiocapsa  sp.  สายพันธุ์  KS1  และ  Rhodopseudomonas  sp.  สายพันธุ์  LQ17  
 Laocharoen  แ ล ะ   Reungsang  (2014)  คั ด แ ย ก แ บ ค ที เ รี ย สั ง เค ร า ะ ห์ แ ส ง  
Rhodobacter  sphaeroides  สายพันธุ์   KKU-PS5  ได้จากตะกอนสลัดจ์ของระบบบ าบัดน้ าเสีย
ชนิด  Upflow  anaerobic  sludge  blanket  (UASB)  
 จากรายงานข้างต้นพบว่า  PNSB  ได้รับความสนใจในการศึกษาถึงความสามารถในการ
บ าบัดน้ าเสียเป็นอย่างมาก  เนื่องจากความสามารถในการย่อยสลายสารมลพิษอินทรีย์ในน้ าเสียที่มี
ความเป็นพิษสูงจัดเป็นข้อดีของกระบวนการบ าบัดน้ าเสียโดยใช้แบคทีเรียสังเคราะห์แสง  (Lu  และ
คณะ,  2013)    แต่ยังไม่พบการศึกษาการย่อยสลายน้ ามันดีเซลโดย  PNSB    งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นที่
จะคัดแยก  PNSB  จากแอกทิเวเทดสลัดจ์และน าไปประยุกต์ใช้ในการย่อยสลายน้ ามันดีเซล  
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บทที่ 3 
อุปกรณ์และวิธีด าเนินงานวิจัย 

อุปกรณ์ 
1.  กล่องสูญญากาศ  (AnaeroPack  Rectangular  Jar)  ขนาด  7  ลิตร   
    ของบริษัท  Mitsubishi  Gas  Chemical  Company  lnc.,  Japan. 
2.  กล้องจุลทรรศน์ชนิดสองตา  (Binocular  compound  microscope)            

รุ่น  Olympus  ของบริษัท  รุ่น  BH-2  ของบริษัท  Olympus,  japan. 
3.  เข็มฉีดยาพลาสติกขนาด  1  มิลลิลิตร  ของบริษัท  Nissho  Nipro,  Japan. 
4.  ขวดแก้วฝาเกลียว  ขนาด  8  12  และ  22  มิลลิลิตร  (Screw  cap  with 

Teflon  liner)  ของบริษัท  Lap  System,  Thailand. 
5.  เครื่องชั่งหยาบรุ่น  AG285  PG2002-S  และ  PB3002  ของบริษัท  METTLER -

TOLEDO, Switzerland. 
6.  เครื่องชั่งละเอียด  รุ่น  AG285  ของบริษัท  Mettler  Toledo,  Switzerland. 
7.  เครื่องก าเนิดเสียงความถี่สูง  (Ultrasonicator)  ชนิดอ่าง  รุ่น  FS4000   
     ของบริษัท  Decan  Ultrasonics,  England. 
8.  เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง  (pH  meter)  รุ่น  240  ของบริษัท  Corning,  USA. 
9.  เครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อ  (autoclave)  ของบริษัท  Kakusan,  Japan. 
10. เครื่องเขย่า  รุ่น  Innova  2300  ของบริษัท  New  Brunswick  Scientific,  

USA. 
11. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง  (Spectrophotometer)  รุ่น  Spectronic  20  

Genesys  ของบริษัท  Thermo  Spectronic,  USA. 
12. เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบตั้งโต๊ะ  (Superspeed  table-top  centrifuge)  รุ่น   

KUBOTA3700  ของบริษัท  Kubota  Corporation,  Japan.  
13. เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภมิ  (High  speed  refrigerated  centrifuge) 
     รุ่น  Avanti  J-301  ของบริษัท  Beckman  Coulter,  USA 
14. เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม  (Nano  drop)  รุ่น  Nanodrop  2000   
     ของบริษัท  Thermos  Scientific,  USA. 
15. เครื่องปั่นผสม  (Vortex  mixer)  รุ่น  G-560E  ของบริษัท  Scientific  

Industries, USA. 
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16. เครื่องบันทึกภาพจากเจล  (Gel  documentation  system)  รุ่น  Gel  DOC   
2000TM  ของบริษัท  Bio-Rad  Laboratories  Inc.,  USA. 

17. เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  (DNA  Thermal  Cycler)  รุ่น  2400  ของบริษัท  
Perkin  Elmer,  USA.  และรุ่น  MJ  MiniTM  Personal  Thermal  Cycler  
ของบริษัท  Bio-Rad Laboratories  Inc.,  USA. 

18. เครื่องวัดความเข้มแสง  รุ่น  BK  Precision  615  ของบริษัท  BK  Precision  
Electronic  Test  Instruments,  USA. 

19. ตู้ปลอดเชื้อ  (Laminar  flow  cabinet)  รุ่น  25  Manometer  ของบริษัท  
Dwyer  Instrument,  USA. 

20. ตู้นึ่งความดันไอฆ่าเชื้อแบบอัตโนมัติ  (Autoclave)  รุ่น  SS-35  และรุ่น  ES-315   
     ของบริษัท  Tomy  Seiko,  Ltd.,  Japan.    รุ่น  MLS  3020  ของบริษัท  

Sanyo  Co.,  Ltd.,  Japan.   และ  รุ่น  HV-25  ของบริษัท  Hirayama,  Co.,  
Ltd.,  Japan. 

21. ตู้อบแห้ง  (Oven)  ของบริษัท  Contherm  Scientific,  New  Zealand. 
22. ตู้อบฆ่าเชื้อ  (Hot  air  oven)  รุ่น  UE  600  ของบริษัท  Mammert,  

Germany. 
23. ตู้บ่มเชื้อ  (Incubator)  ของบริษัท  Memmert,  Germany. 
24. ตู้แช่เยือกแข็ง  (Deep  freezer)  อุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส  ของบริษัท  

Sanyo  Electric,  Japan. 
25. ไมโครปิเปต  (Micropipette)  ขนาด  100  200  1000  และ  5000  ไมโครลิตร  

ของบริษัท  Gilson,  France. 
26. หลอดเก็บเชื้อแช่แข็ง  (Cryotube)  ของบริษัท  Nalgene  Nunc  International,  

Denmark. 
27. หลอดไฟ  Sylvania  ขนาด  60W  แบบแสงเหลือง  (warm  white)  ของบริษัท  

Havells  Sylvania  (Thailand)  Co.,  Ltd.,  Thailand. 
28. ชุดกรองส าเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเทตขนาดช่อง  0.2  ไมโครเมตร  ของบริษัท  

Sartorius  Biolab  Product,  Germany. 
29. ชุดกรองส าเร็จรูปชนิด  PTFE  (Polytetrafluoroethylene)  ขนาดช่อง  0.2  

ไมโครเมตร  รุ่น  DISMIC-13JP  ของบริษัท  Tokyo  Roshi  Kaisha,  Japan. 
30. ชุดเครื่องมือท าอะกาโรสเจลอิเล็กโทโฟเรซิส  (Agarose  Gel  Electrophoresis  

System)  รุ่น  Minis-150  ของบริษัท  Major  Science,  Taiwan. 
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31. เทอร์โมมิเตอร์  (Thermometer)  ของบริษัท  New  Brunswick  Scientific,  
USA. 

32. ชุดเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี  (Gas  Chromatography,  GC) 
-  เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี  รุ่น  6890N  ของบริษัท  Agilent  Technologies,  

USA. 
-  คอลัมน์  (column)  ชนิด  HP-5  ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  320  ไมโครเมตร        

ความยาว  30  เมตร  ภายในเคลือบด้วยเฟนนิลเมธิลไซโลเซนความเข้มข้น              
5  เปอร์เซ็นต์  หนา  0.25  ไมโครเมตร 

-  เครื่องตรวจวัด  (detector)  ชนิด  Frame  Ionization  Detector  (FID) 
-  เข็มฉีดยาขนาดเล็ก  (microsyrings)  ขนาด  10  ไมโครลิตร 
 

เคมีภัณฑ์ 
1.  น้ ามันดีเซล  (diesel  oil)  ของบริษัท  ปตท.  จ ากัด  (มหาชน) 
2.  แก๊สโซฮอล์  E20  ของบริษัท  ปตท.  จ ากัด  (มหาชน) 
3.  แก๊สโซฮอล์  E85  ของบริษัท  ปตท.  จ ากัด  (มหาชน) 
4.  แก๊สโซฮอล์  G91  ของบริษัท  ปตท.  จ ากัด  (มหาชน) 
5.  แก๊สโซฮอล์  G95  ของบริษัท  ปตท.  จ ากัด  (มหาชน) 
6.  เบนซิน  ULG95  ของบริษัท  ปตท.  จ ากัด  (มหาชน) 
7.  ไบโอดีเซล  B100  ชนิดน้ ามันปาล์ม  ของบริษัท  Witcorp  Products,  Thailand. 
8.  ฟีแนนทรีน  (phenanthrene)  ของบริษัท  Sigma,  USA. 
9.  ไพรีน  (pyrene)  ของบริษัท  Kanto  Chemical,  Japan. 
10. โซเดียมคลอไรด์  (NaCl)  ของบริษัท  Merck,  Germany. 
11. โซเดียมไฮดรอกไซด์  (NaOH)  ของบริษัท  Merck,  Germany. 
12. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส  (Anhydrous  Na2SO4)  ของบริษัท  Merck,  

Germany. 
13. กรดมาลิก  (DL-malic  acid)  ของบริษัท  Merck,  Germany. 
14. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  (K2HPO4)  ของบริษัท  Merck,  Germany. 
15. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  (KH2PO4)  ของบริษัท  AJEX  Chemicals,    
 Australia. 
16. กรดบอริก  (H3BO3)  ของบริษัท  AJEX  Chemicals,  Australia. 
17. ไดโซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต  (Na2MoO4•2H2O)  ของบริษัท  Sigma,  USA. 
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18. ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต  (ZnSO4•7H2O)  ของบริษัท  Sigma,  USA. 
19. แมงกานีส(II)ซัสเฟตเตตระไฮเดรต  (MnSO4•4H2O)  ของบริษัท  M&B,  England. 
20. คอปเปอร์(II)ไนเตรตไตรไฮเดรต  (Cu(NO3)2•3H2O)  ของบริษัท  Sigma,  USA. 
21. แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต  (CaCl2•2H2O)  ของบริษัท  Merck,  Germany. 
22. เอทิลีนไดเอมีนเททราอะซีติกแอติก  (C10H14N2O8Na2•2H2O,  EDTA)   
 ของบริษัท  Sigma,USA. 
23. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพตะไฮเดรต  (MgSO4•7H2O)  ของบริษัท  Merck,  

Germany. 
24. เฟอรัสซัลเฟตเฮพตะไฮเดรต  (FeSO4•7H2O)  ของบริษัท  Sigma,  USA. 
25. วิตามินบีหนึ่ง  (Vitamin  B1)  ของบริษัท  Sigma,  USA. 
26. แอมโมเนียมคลอไรด์  (NH4Cl)  ของบริษัท  Merck,  Germany. 
27. ไบโอติน  (Biotin)  ของบริษัท  Fluka,  Germany. 
28. สารปฎิชีวนะนิสตาติน  ของบริษัท  Bio  Basic  Inc.,  Canada. 
29. นิโคตินาไมด์  (nicotinamide)  ของบริษัท  Sigma,  USA. 
30. โคบอล(II)คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต  (CoCl2•6H2O)  ของบริษัท  Carlo  ERBA,  

France. 
31. ทริปโตน  (tryptone)  ของบริษัท  Difco  Laboratories,  USA. 
32. สารสกัดจากยีสต์  (Yeast  extract)  ของบริษัท Difco  Laboratories,  USA. 
33. อะกาโรส  (Molecular  biology  grade)  ของบริษัท  IUAI,  Japan. 
34. เอทานอล  (C2H5OH)  ของบริษัท  Merck,  Germany. 
35. Anaerocult  A  ของบริษัท  Merck,  Germany. 
36. Dry  anaerobic  indicator  strip  ของบริษัท  BD,  France. 
37. ชุดเอนไซม์  Taq  DNA  polymerase  (Fermentas)   
 ของบริษัท  Theromo  Fisher  Scientific  Inc.,  USA. 
38. โอลิโกนิวคลีโอไทต์ไพร์เมอร์ของบริษัท  1st  BASE  Laboratories,  Malaysia  

หรือ  Integrated  DNA  Technologies,  USA. 
39. ชุดท าบริสุทธิ์ดีเอ็นเอ  (DNA  Gel/PCR  Fragments  Extraction  Kit   
 ของบริษัท  Geneaid,  Taiwan.   
40. ชุดสกัดดีเอ็นเอ  (DNAzol®Direct)  ของบริษัท  Molecular  Research  Center,   
 USA. 
41. 100  bp  DNA  Ladder  ของบริษัท  New  England  Biolabs,  USA.   
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42. 1 Kb  DNA  Ladder  (Fermentas)  ของบริษัท  Theromo  Fisher  Scientific   
 Inc.,  USA. 
43. สารละลาย  dNTP  ได้แก่  dATP  dCTP  dGTP  และdTTP  (Fermentas)   
 ของบริษัท  Theromo Fisher  Scientific  Inc.,  USA. 
44. นอร์มัลเฮกเซน  (C6H14)  ของบริษัท  J.T.  Baker,  USA. 
45. สีบรอมฟีนอลบลู  (Bromphenolblue)  ของบริษัท  Fluka,  Germany. 
46. ทริส  (ไฮดรอกซีเมทิล)  อะมิโนมีเทน  (Trizma  base)  (C4H11NO3)   
 ของบริษัท  Sigma,  USA. 
47. เซทิลไทรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมต์  (CTAB)  ((C16H33)N(CH3)3Br)   
 ของบริษัท  Sigma,  USA. 
48. เอธิเดียมโบรไมด์  ของบริษัท  Bio-Rad  Laboratories  Inc.,  USA. 

 
ตารางท่ี 3.1  โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ  pufM  (229bp) 

 
วิธีการด าเนินงานวิจัย 
 
3.1  การคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสมก ามะถัน  (PNSB)                       
จากแอกทิเวทเทตสลัดจ์   

 3.1.1  การเก็บตัวอย่าง   

  เก็บตัวอย่างแอกทิเวเทดสลัดจ์  (Activated  Sludge)  บริเวณบ่อเติมอากาศและ
จุดรีเทิร์นสลัดจ์  จากน้ าเสียสามแห่ง  วัดค่าความเป็นกรดด่างของตัวอย่าง  ภายหลังจากเก็บตัวอย่าง
แล้วควรวิเคราะห์ทันที  หรือเก็บตัวอย่างไว้ที่  4  องศาเซลเซียส  จนกว่าจะทดลอง 
 
   

โอลิโกนิวคลีโอไพรเมอร์             ล ำดับนิวคลโีอไทด์                             เอกสำรอ้ำงอิง 
pufM_557                  5 ’-CGC ACC TGG ACT GGA C-3’      Achenbach และคณะ, 2001 
pufM_750R           5’-CCC ATG GTC CAC CGC CAG AA-3’  Achenbach และคณะ, 2001 
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 3.1.2  การคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสมก ามะถัน  (PNSB)    

  คัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงโดยใส่ตัวอย่างตะกอน  200  ไมโครลิตร  ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว  RCVB  ที่มีกรดมาลิกเป็นแหล่งคาร์บอน  (Tao  และคณะ,  2008)  (ภาคผนวก  ก.)  
ปริมาตร  8  มิลลิลิตร  ซึ่งเติมนิสตาติน ความเข้มข้น  200  มิลลิกรัมเพ่ือยับยั้งราและยีสต์  ปรับค่า  
pH  เท่ากับ  6.8-7.0  บรรจุอยู่ในหลอดแก้วก้นแบนขนาดบรรจุ  9  มิลลิลิตร  จากนั้นเติมอาหารจน
เต็มหลอดหรือให้มีพ้ืนที่เหลือน้อยที่สุดปิดฝาให้สนิท    เพาะเลี้ยงเชื้อในภาวะ  photoheterotroph  
ภายใต้ความเข้มแสงประมาณ  3,000-3,500  ลักซ์  (ใช้หลอดไฟทังสเตนก าลังไฟ  60  วัตต์  เป็น
แหล่งก าเนิดแสง)  อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  2-7  วัน  หรือจนกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อจะ
เปลี่ยนเป็นสีส้ม  ชมพูแดง  แดงเข้มจนถึงน้ าตาลแดง 
  เมื่อสีของอาหารเปลี่ยนจากไม่มีสีเป็นสีส้ม  ชมพูแดง  แดงเข้มจนถึงน้ าตาลแดง    
ให้คัดแยกเชื้อโดยเทคนิค  spread  plate  บนอาหารแข็ง  RCVB  (ภาคผนวก  ก.)  เพาะเลี้ยงเชื้อ
ในภาวะ  photoheterotroph  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  ในสภาวะไร้อากาศภายในกล่อง
สูญญากาศ  (anaerobic  box)  ที่บรรจุ  Anaerocult  A  (Merck,  Germany)  ภายใต้ความเข้ม
แสงประมาณ  3,000-3,500  ลักซ์  เป็นเวลา  2-7  วัน    เลือกโคโลนีเดี่ยวที่มีลักษณะแตกต่างกัน  
สีแดง  น้ าตาลแดง  ส้ม  และสีชมพู  จ านวน  3  โคโลนีต่อ  plate  มาขีดเชื้อ  (streak)  ซ้ าบน
อาหารแข็ง  RCVB  จนได้โคโลนีเดี่ยว  
 
3.2  การเพาะเลี ยงและการเก็บรักษาแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสมก ามะถัน  
(PNSB) 

 เพาะเลี้ยงและเก็บรักษาแบคทีเรียสังเคราะห์แสงใน  2  ภาวะดังนี้ 
 3.2.1  การเพาะเลี ยงด้วยภาวะ  photoheterotroph   

  ถ่ายโคโลนีเดี่ยวของแต่ละไอโซเลตของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงบนอาหารแข็ง  
RCVB  ลงในอาหารเหลว  RCVB  น าไปบ่มภายใต้ความเข้มแสงประมาณ  3,000 -3,500  ลักซ์  
อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  ระยะเวลา   2-7  วัน    ปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บเซลล์ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ  8,000  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  20  นาที  ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส   ล้างเซลล์  
2  ครั้ง  ด้วยสารละลาย  0.85%   NaCl  เก็บรักษาแบคทีเรียที่อุณหภูมิ  -80  องศาเซลเซียส         
ในอาหารเหลว  RCVB  ที่เติมกลีเซอรอลปลอดเชื้อต่อเชื้อในอัตราส่วน  70  ต่อ  30  
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 3.2.2  การเพาะเลี ยงด้วยภาวะ  chemoheterotroph 

  ถ่ายโคโลนีเดี่ยวของแต่ละไอโซเลตของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงบนอาหารแข็ง  
RCVB  ลงบนอาหารเอียง  TSA  บ่มที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  ระยะเวลา  2-14  วัน  (หรือ
จนกว่าเชื้อจะเจริญ)  เก็บหลอดเชื้อทั้งหมดไว้ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เพ่ือใช้เป็นหลอดเชื้อตั้ง
ต้นส าหรับการทดลองต่อไป 
 
3.3  การคัดกรอง  PNSB  ที่ย่อยสลายดีเซลได้ 

 3.3.1  การคัดกรอง  PNSB  ที่ย่อยสลายดีเซลเบื องต้น 

  เพ่ิมปริมาณเชื้อโดยถ่าย  PNSB  โคโลนีเดี่ยวจ านวน  10  ไอโซเลตที่แตกต่างจาก
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  RCVB  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  LB  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  บ่มในภาวะ  
chemoheterotroph  บนเครื่องเขย่า  200  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  2-7  วัน    จากนั้นเตรียม    
หัวเชื้อโดยถ่ายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  RCVB  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  ที่ไม่เติมกรดมาลิก  
(minimum  RCVB)  (ภาคผนวก ก.)  เติมอาหารแหลว  LB  เป็นแหล่งคาร์บอน  10  เปอร์เซ็นต์  
และเติมดีเซล  0.5  เปอร์เซ็นต์  เพาะเลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขย่า  200  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  2-7  
วัน  ในภาวะ  chemoheterotroph  เพ่ือปรับสภาวะของเชื้อ  PNSB  ก่อนการทดลอง    จากนั้น
ตกตะกอนเซลล์ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ  8,000  รอบต่อนาทีเป็นเวลา  30  นาที  ที่
อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ล้างเซลล์สองครั้งด้วยสารละลาย  0.85%  NaCl  ปลอดเชื้อและ
แขวนลอยด้วยอาหาร  minimum  RCVB  จากนั้นปรับเซลล์แขวนลอยให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น  600  นาโนเมตร  เท่ากับ  1  ซึ่งจะมีจ านวนแบคทีเรียประมาณ  108  CFU/มิลลิลิตร    
หลังจากนั้นทดสอบความสามารถในการย่อยสลายดีเซลของ  PNSB  โดยถ่ายหัวเชื้อข้างต้นปริมาตร  
1  มิลลิลิตร  ลงในอาหารเหลว  minimum  RCVB  ปริมาตร  4  มิลลิลิตร  ที่เติม  1%  ดีเซล  
ภายใต้ภาวะ  chemoheterotroph  บนเครื่องเขย่า  200  รอบต่อนาที   เก็บตัวอย่างในวันที่        
0  และ  14  (ทุกชุดทดลองมี  3  ซ้ า)  เพ่ือสกัดและวิเคราะห์ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ด้วยเครื่อง        
แก๊สโครมาโทกราฟี  ตามวิธีของ  (Luepromchai  และคณะ,  2007)  โดยมีชุดที่ไม่เติมเชื้อเป็นชุด
ควบคุมการลดลงของดีเซลเนื่องจากปัจจัยทางสภาพแวดล้อม 
 
 3.3.2  ทดสอบประสิทธิภาพของ  PNSB  ที่ย่อยสลายดีเซลสายพันธุ์เดี่ยว 

  จากผลการทดลองข้อ  3.3.1  เลือกกลุ่ม  PNSB  ที่ย่อยสลายดีเซลได้ดีที่สุด         
น า  PNSB  สายพันธุ์เดี่ยวแต่ละชนิดจากกลุ่มนั้นมาทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายดีเซลของ
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เชื้อบริสุทธิ์ตามขั้นตอนเดียวกันกับข้อ  3.3.1  เก็บตัวอย่างชุดละ  3  ซ้ าในวันที่  0  และ  14  เพ่ือ
วิเคราะห์ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่โดยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี  เพ่ือคัดเลือก  PNSB  สายพันธุ์เดี่ยวที่
มีความสามารถในการย่อยสลายดีเซลที่ดีที่สุดไปศึกษาต่อไปในขั้นถัดไป   
 
3.4  ประสทิธิภาพของ  PNSB  สายพันธุ์เดี่ยวในการย่อยสลายดีเซล 

 3.4.1  ความสามารถในการย่อยสลาย  1%  ดีเซลในภาวะ  chemoheterotroph 

  ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายดีเซลของ  PNSB  สายพันธุ์เดี่ยว  จากข้อ  
3.3.2  ในภาวะ  chemoheterotroph  เตรียมหัวเชื้อโดยเลี้ยง  PNSB  สายพันธุ์เดี่ยวในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลว  minimum  RCVB  ที่เสริมด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  LB  50  เปอร์เซ็นต์  และ  0.5  
เปอร์เซ็นต์ดีเซลเป็นแหล่งคาร์บอน    บ่มในภาวะ  chemoheterotroph  บนเครื่องเขย่าความเร็ว  
200  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  7  วัน    ถ่ายเชื้อลงในอาหารเหลว  minimum  RCVB  ที่เติมดีเซล
ความเข้มข้น  0.5  เปอร์เซ็นต์  บ่มในสภาวะ  chemoheterotroph  บนเครื่องเขย่าความเร็วรอบ  
200  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  7  วัน    ทั้งสองขั้นตอนส่งเสริมการเจริญของเชื้อ  PNSB  สายพันธุ์
เดี่ยวและปรับสภาวะก่อนการทดลอง    หลังจากนั้นตกตะกอนเซลล์ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ  8,000  รอบต่อนาทีเป็นเวลา  30  นาที  ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ล้างเซลล์สองครั้งด้วย
สารละลาย  0.85%  NaCl  ปลอดเชื้อและแขวนลอยด้วยอาหาร  minimum  RCVB   จากนั้นปรับ
เซลล์แขวนลอยให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  600  นาโนเมตร  เท่ากับ  1  ซึ่งจะมีจ านวน
แบคทีเรียประมาณ  108  CFU/มิลลิลิตร    ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายดีเซลของ  PNSB  
โดยถ่ายหัวเชื้อข้างต้นปริมาตร  1  มิลลิลิตร  หรือประมาณ  108  CFU/มิลลิลิตร  ลงในอาหารเหลว  
minimum  RCVB  ปริมาตร  4  มิลลิลิตร  ที่เติม  1%  ดีเซล  บ่มในภาวะ  chemoheterotroph  
บนเครื่องเขย่าที่มีความเร็ว  200  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  14  วัน  เก็บตัวอย่างชุดละ  3  ซ้ า         
ในวันที่  0  1  3  5  7  10  และ  14  เพ่ือสกัดและวิเคราะห์ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ด้วยเครื่อง         
แก๊สโครมาโทกราฟี  โดยมีชุดที่ไม่เติมเชื้อเป็นชุดควบคุมการลดลงของดีเซลเนื่องจากปัจจัยทาง
สภาพแวดล้อม    และวิเคราะห์การเจริญเติบโตของแบคทีเรียด้วยเทคนิคหยดเชื้อ  (drop plate)  
บนอาหารแข็ง  LB  บ่มในภาวะ  chemoheterotroph  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  ระยะเวลา  
2  วัน  หรือจนกว่าเชื้อเจริญ 
 
 3.4.2  ความสามารถในการย่อยสลาย  1%  ดีเซลในภาวะ  photoheterotroph 

  ทดสอบความสามารถในการย่อยสลาย  1%  ดีเซล  ของสายพันธุ์เดี่ยวในภาวะ  
photoheterotroph    โดยถ่ายเชื้อจากอาหารเหลว  minimum  RCVB  ที่เติมดีเซลความเข้มข้น  
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0.5  เปอร์เซ็นต์  จากข้อ  3.4.1  ลงอาหาร  RCVB  น าไปเพาะเลี้ยงในภาวะ  photoheterotroph  
เป็นเวลา  7  วัน  เพ่ือให้เชื้อกลับมาสังเคราะห์แสงอีกครั้งโดยสังเกตุการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เป็นสีแดง  จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเซลล์ที่  8,000  รอบต่อนาทีเป็นเวลา  30  นาที    
ท าการล้างเซลล์สองครั้งด้วยสารละลาย  0.85%  NaCl  ปลอดเชื้อและแขวนลอยด้วยอาหาร  RCVB   
ปรับเซลล์แขวนลอยให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  660  นาโนเมตร  เท่ากับ  1  ซึ่งจะมี
จ านวนแบคทีเรียประมาณ  107  CFU/มิลลิลิตร    หลังจากนั้นทดสอบความสามารถในการย่อย
สลายดีเซลของ  PNSB  โดยถ่ายหัวเชื้อข้างต้นประมาณ  107  CFU/มิลลิลิตร  ลงใน  minimum  
RCVB  ปริมาตร  8  มิลลิลิตร  ที่เสริมด้วยอาหารเหลว  LB  ปริมาตร  10  เปอร์เซ็นต์  ซึ่งบรรจุอยู่
ในหลอดแก้วก้นแบน  เติม1%  ดีเซล  บ่มในภาวะ  photoheterotroph  ภายใต้ความเข้มแสง
ประมาณ  3,000-3,500  ลักซ์  เก็บตัวอย่างที่  14  และ  21  วัน  (ท า  3  ซ้ า)  วิเคราะห์หาปริมาณ
ดีเซลที่เหลือเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่มีเชื้อด้วยแก๊สโครมาโทกราฟี  (ในระหว่างการทดลองให้เขย่าโดย
การกลับหลอดไม่ให้เซลล์ตกตะกอนทุกวัน  วันละ  10  ครั้ง  ในทุกชุดการทดลอง)     
 
 3.4.3  ประสิทธิภาพการย่อยสลายดีเซลที่ความเข้มข้น  2  3  และ  5  เปอร์เซ็นต์ 

  ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายดี เซลความเข้มข้น  2  3  และ  5  
เปอร์เซ็นต์  ของ  PNSB  สายพันธุ์เดี่ยวในภาวะ  chemoheterotroph  โดยถ่ายเชื้อเริ่มต้นจากข้อ  
3 .4 .1   ล ง ใน อ า ห า ร เห ล ว   minimum  RCVB  ที่ เติ ม   1%  ดี เซ ล   บ่ ม ใน ส ภ า ว ะ  
chemoheterotroph  บนเครื่องเขย่าความเร็ว  200  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  7  วัน  จากนั้น
ตกตะกอนเซลล์ด้วยเครื่อง       ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ  8,000  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  30  นาที  
ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส   ล้างเซลล์สองครั้งด้วยสารละลาย  0.85%   NaCl  ปลอดเชื้อและ
แขวนลอยด้วยอาหาร  minimum  RCVB   จากนั้นปรับเซลล์แขวนลอยให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น  600  นาโนเมตร  เท่ากับ  1  ซึ่งจะมีจ านวนแบคทีเรียประมาณ  108  CFU/มิลลิลิตร  
หลังจากนั้นทดสอบความสามารถในการย่อยสลายดีเซลของ  PNSB  โดยถ่ายหัวเชื้อข้างต้นปริมาตร  
1  มิลลิลิตร  หรือประมาณ  108  CFU/มิลลิลิตร  ลงในอาหารเหลว  minimum  RCVB  ปริมาตร  
4  มิลลิลิตร  เติมดีเซลความเข้มข้น  2  3  และ  5  เปอร์เซ็นต์  เป็นแหล่งคาร์บอน  ท า  3  ซ้ าใน
ทุกชุดการทดลอง  บ่มในภาวะ  chemoheterotroph  บนเครื่องเขย่าที่มีความเร็ว  200  รอบต่อ
นาที  เป็นเวลา  14  วัน     วิเคราะห์หาปริมาณดีเซลที่เหลือเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่มีเชื้อด้วยแก๊ส
โครมาโทกราฟี    และวิเคราะห์การเจริญเติบโตของแบคทีเรียด้วยเทคนิคหยดเชื้อ  (drop  plate)  
บนอาหารแข็ง  LB  (ทุกชุดทดลองมี  3  ซ้ า)  บ่มในภาวะ  chemoheterotroph  ที่อุณหภูมิ  30  
องศาเซลเซียส  ระยะเวลา  2-14  วัน  หรือจนกว่าเชื้อเจริญ 
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 3.4.4  ประสิทธิภาพการย่อยสลายน  ามันชนิดต่างๆ  ความเข้มข้น  1  เปอร์เซ็นต์ 

  ทดสอบความสามารถการย่อยสลายน้ ามันชนิดต่างๆ  ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสง
สายพันธุ์เดี่ยวในภาวะ  chemoheterotroph  โดยเตรียมหัวเชื้อเริ่มต้นด้วยวิธีเดียวกันกับข้อ  3.4.3  
จากนั้นถ่าย  1  มิลลิลิตรของหัวเชื้อ  (108  CFU/มิลลิลิตร)  ลงอาหารเหลว  minimum  RCVB  
ปริมาตร  4  มิลลิลิตร  เติมน้ ามันชนิดต่างๆ  ความเข้มข้น  1  เปอร์เซ็นต์  (ไบโอดีเซล (B100)  E20  
E85  G91  G95  หรือ  ULG95)  เป็นแหล่งคาร์บอน  ท า  3  ซ้ าในทุกชุดการทดลอง  บ่มในภาวะ  
chemoheterotroph  บนเครื่องเขย่าความเร็ว  200  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  7  และ  14  วัน  
วิเคราะห์หาปริมาณน้ ามันชนิดต่างๆ  ที่เหลืออยู่เทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่มีเชื้อด้วยแก๊สโครมาโทกราฟี 
 
 3.4.5  ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีแนนทรีนและไพรีนของ  PNSB  สายพันธุ์เดี่ยว   

  ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนและฟีแนนทรีนของ  PNSB  สายพันธุ์
เดี่ยวในภาวะ  chemoheterotroph  โดยใช้วิธีการเตรียมหัวเชื้อเช่นเดียวกันกับข้อ  3.4.3  ก่อน
ถ่าย  1  มิลลิลิตรของหัวเชื้อ  (10 8  CFU/มิลลิลิตร)  ลงในอาหารเหลว  minimum  RCVB  
ปริมาตร  4  มิลลิลิตร  ที่เติมไพรีนและฟีแนนทรีน  ความเข้มข้น  0.1  กรัมต่อลิตร  ท า  3  ซ้ าในทุก
ชุดการทดลอง  เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่า  200  รอบต่อนาที  ที่ อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส           
เก็บตัวอย่างวัน  7  และ  14  เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณไพรีนและฟีแนนทรีนที่ เหลืออยู่ด้วยเครื่อง   
แก๊สโครมาโทกราฟีเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่มีเชื้อ 
 
  3.4.5.1  การวิเคราะห์ปริมาณ  PAHs  (ไพรีนและฟีแนนทรีน) 

   วิ เคราะห์หาปริมาณ  PAHs  โดยสกัดจากอาหารเลี้ ยงเชื้ อ   RCVB  
ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  รวมกับนอร์มัลเฮกเซน  (C6H14)  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากันเป็น
เวลา  2  นาที  ด้วยเครื่อง  Vortex  mixer  จากนั้นแยกตัวอย่างน้ าออกจากนอร์มัลเฮกเซนโดยการ
ท าให้ตัวอย่างน้ าแข็งตัวที่  -20  องศาเซลเซียส  เป็นเวลาหนึ่งคืน  แยกส่วนใสหรือชั้นนอร์มัลเฮกเซน
ใส่หลอดทดลองใหม่  น าไประเหยที่อุณหภูมิ  220  องศาเซลเซียส  เพ่ือระเหยส่วนของนอร์มัลเฮก
เซนออก  เก็บหลอดตัวอย่างไว้ที่  -20  องศาเซลเซียส  จนกว่าจะวิเคราะห์ด้วยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟี    
การเตรียมตัวอย่างส าหรับวิเคราะห์หา  PAHs  ที่เหลืออยู่  ให้น าหลอดตัวอย่างที่ผ่านการต้มระเหย
สารนอร์มัลเฮกเซนออกแล้วมาเติมนอร์มัลเฮกเซนปริมาตร  1  มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง
ผสมสาร  จากนั้นน าไปกรองผ่านชุดกรองส าเร็จรูป  PTFE  ขนาด  0.2  ไมโครเมตร  และน าไป
วิเคราะห์ปริมาณ  PAHs  ที่เหลืออยู่ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟีต่อไป  
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  3.4.5.2  การวิเคราะห์ปริมาณ  PAHs  (ไพรีนและฟีแนนทรีน)                          
ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี 

   วิเคราะห์ปริมาณ  PAHs  ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟียี่ห้อ  Agilent  
Technologies  รุ่น  6890N  ใช้คอลัมน์ชนิด  capillary  column  HP-5  ภายในเคลือบด้วย       
เฟนนิลเมธิลไซโลเซนความเข้มข้น  5  เปอร์เซ็นต์  หนา  0.25  ไมโครเมตร  เครื่องตรวจจับสัญญาณ
ชนิด  Frame  Ionization  Detector  (FID)  ภายใต้สภาวะดังนี้คือ 
-    อุณหภูมิคอลัมน์เริ่มต้นที่  80  องศาเซลเซียส 
-    ช่วงที่หนึ่งอุณหภูมิข้ึนครั้งละ  25  องศาเซลเซียสต่อนาที  จนถึงอุณหภูมิ  160  องศาเซลเซียส   
     เป็นเวลา  3  นาที 
-    ช่วงที่สองอุณหภูมิข้ึนครั้งละ  3  องศาเซลเซียสต่อนาที  จนถึงอุณหภูมิ  220  องศาเซลเซียส   
     เป็นเวลา  2  นาที 
-    ช่วงที่สามอุณหภูมิข้ึนครั้งละ  40  องศาเซลเซียสต่อนาที  จนถึงอุณหภูมิ  300  องศาเซลเซียส   
     เป็นเวลา  2  นาที 
-    และช่วงสุดท้ายอณุหภูมิคงที่ท่ี  80  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  1  นาที 
 โดยมีแก๊สฮีเลียมอัตราการไหลเท่ากับ  1.7  มิลลิลิตรต่อนาที  ท าหน้าที่เป็นตัวพา  
 
3.5  การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสง 

 3.5.1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

  ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนีรวมทั้งลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์    
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  ลักษณะการติดสีแกรม  และความสามารถในการเคลื่อนที่ของแบคทีเรีย    
สังเคราะห์แสง  ของทั้งสองภาวะคือ  chemoheterotroph  และ  photoheterotroph    ส าหรับ
การศึกษาสมบัติการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  ใช้อาหารทดสอบการเคลื่อนที่ของเชื้อ  
(Motility  test  medium)  โดยใช้เข็มเขี่ยเชื้อ  (needle)  เขี่ยโคโลนีของแบคทีเรียสังเคราะห์แสง
บนอาหารแข็ง  RCVB  ที่เพาะเลี้ยงในภาวะ  photoheterotroph  แทงลงในอาหารเลี้ยงเชื้อตรงๆ  
(stab)  พันฟาราฟินทับจุกส าลีเพ่ือปิดหลอดอาหาร  บ่มในภาวะ  chemoheterotroph  และ  
photoheterotroph  เป็นเวลา  2-7  วัน   
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 3.5.2  พิสูจน์ยืนยันการเป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงโดยการเพิ่มจ านวนยีน  pufM 

  3.5.2.1  สกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ  DNAzol®Direct 

   เพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  RCVB  ภายใต้สภาวะ  
photoheterotroph  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  ความเข้มแสงประมาณ  3,000-3,500  ลักซ์  
เป็นเวลา  2-7  วัน    สกัดดีเอ็นเอโดยใช้  DNAzol®Direct  ตามวิธีการที่ผู้ผลิตระบุไว้  โดยน าเชื้อ
ปริมาตร  1  มิลลิลิตร  ใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ขนาด  1.5  มิลลิลิตร  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ  
10,000  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  1  นาที  เพ่ือตกตะกอนเซลล์และแยกส่วนใสออก    จากนั้นน า
ตะกอนเซลล์ที่ได้มาเติมสารละลาย  DNAzol®Direct  ปริมาตร  100  ไมโครลิตร  กระจายตะกอน
เซลล์ด้วยเครื่องปั่นผสมก่อนน าไปบ่มที่อุณหภูมิ  80  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  15  นาที  จากนั้น
น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ  10,000  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  1 นาที  อีกครั้งเพ่ือแยกส่วนใสออก
เก็บลงในหลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่ที่  -20  องศาเซลเซียส  เพ่ือใช้เป็นแม่แบบในปฏิกิริยาลูกโซ่     
พอลิเมอเรสต่อไป  โดยก่อนการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสให้วัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอของสาร
สกัดดีเอ็นเอนั้นด้วยเครื่องวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอ  (nanodrop  spectrophotometer)  ซี่งเป็น
การวัดค่าการดูดกลืนแสง  (absorbance,  A)  ที่ความยาวคลื่น  260  และ  280  นาโนเมตร  
(A260  และ  A280)  โดยค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่เหมาะสมอยู่ในช่วง  1.8  ถึง  2.0  หากมีค่า
น้อยกว่า  1.8  หมายถึงการมีโปรตีนปนเปื้อนอยู่สูง  แต่หากมีค่ามากกว่า  2.0  แสดงว่ามีอาร์เอ็นเอ
ปนเปื้อนอยู่ในปริมาณมาก  สมการที่เครื่องใช้ในการค านวณความเข้มข้นของดีเอ็นเอคือ  
 

ดีเอ็นเอสายคู่  (นาโนกรัมต่อไมโครลิตร)  =  A260 × 50 × dilution factor 
 

  3.5.2.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน pufM ด้วยปฏิกิริยาลูกโซพ่อลิเมอเรส  
(Polymerase  Chain  Reaction,  PCR) 

   ใช้สารสกัดดีเอ็นเอจากข้อ  3.5.2.1  เป็นแม่แบบส าหรับท าปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรส  เพ่ือเพ่ิมจ านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสโปรตีนบริเวณ  photosynthetic  
reaction  center  โดยใช้ไพร์เมอร์  pufM_557F  และ  pufM_750R  (Achenbach  และคณะ,  
2001)    ผลิตภัณฑ์มีขนาดเท่ากับ  229  คู่เบส  หลังจากนั้นท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสด้วย
เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  (DNA  Thermal  Cycler,  Biorad,  USA)  
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ส่วนผสมของสารในปฏิกิริยา  ดังนี้  (ปริมาตรสุทธิ  25  ไมโครลิตร) 
ไพร์เมอร์  pufM_557F  (ความเข้มข้น  10  มิลลิโมลาร์)  0.25  ไมโครลิตร 
ไพร์เมอร์  pufM_750R  (ความเข้มข้น  10  มิลลิโมลาร์)  0.25  ไมโครลิตร 
แมกนีเซียมคลอไรด์  (ความเข้มข้น  25  มิลลิโมลาร์)  1.5    ไมโครลิตร 
PCR  buffer  10X      2.5    ไมโครลิตร 
สารละลาย  dNTP  (ความเข้มข้น  10  มิลลิโมลาร์)   0.5    ไมโครลิตร 
เอนไซม์  Tag  DNA  polymerase  (ความเข้มข้น  5U/µl)     0.2   ไมโครลิตร 
ดีเอ็นเอแม่แบบ       1      ไมโครลิตร 
น้ าปลอดประจุปลอดเชื้อ      18.8  ไมโครลิตร 

 
เพ่ิมชิ้นส่วนดีเอ็นเอบริเวณ  photosynthetic  reaction  center  ของแบคทีเรีย  ตั้งโปรแกรมดังนี้ 

Initial  denaturation  step อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  เวลา  3  นาที 
Denaturation  step  อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  เวลา  1  นาที                 
Annealing  step  อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  เวลา  1  นาที      30 รอบ 
Extension  step  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เวลา  30  วินาที 
Final  extension  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เวลา  10  วินาที 

 
  3.5.2.3  อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 

   ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ดีเอ็นโดยวิธีอากะโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  ดังนี้ 
เตรียมอะกาโรสเจลเข้มข้น  2  เปอร์เซ็นต์  โดยละลายในบัฟเฟอร์  1X  TAE  อุ่นจนกว่าวุ้นจะ
ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน  จากนั้นเทลงแม่พิมพ์เจลรอจนเจลแข็งตัว  ให้ใส่ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอจากข้อ  
3.5.2.2  ลงในช่องของอะกาโรสเจลโดยมี  100kb  DNA  ladder  เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน  ท าอิเล็ก
โทรโฟเรซิสที่ความต่างศักย์  100  โวลต์  เป็นเวลา  30  นาที  ตรวจดูแถบดีเอ็นเอขนาด  229   bp  
ด้วยเครื่อง  Gel  Documentation  
 
 3.5.3  การพิสูจน์เอกลักษณ์ของ  PNSB  สายพันธุ์เดี่ยวโดยการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์
ของ  16S  rDNA 

  เพาะเลี้ยงแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  PNSB  สายพันธุ์เดี่ยวบนอาหารแข็ง  RCVB  
บ่มในภาวะ  photoheterotroph  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  2-7  วัน  จัดส่งไปยัง
บริษัท  Macrogen  เพ่ือวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ  16S  DNA  หลังจากนั้นบ่งชี้สายพันธุ์
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ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงเบื้องต้นโดยการเชื่อมล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ด้วยโปรแกรม  BioEdit  
version  7.2  และเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวกับฐานข้อมูลของ  National  Center  
for  Biotechnology  Information  (NCBI)  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  ด้วยโปรแกรม  
BLAST  เพ่ือจ าแนกชนิดของจุลินทรีย์ 
 
3.6  ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน  ามันดีเซลของ  PNSB  ในน  าจืด 

 เก็บตัวอย่างน้ าจืดบริเวณผิวน้ า  น าไปกรองผ่านผ้าขาวบางเพ่ือแยกสิ่งสกปรกออก  บันทึก
ลักษณะตัวอย่างเบื้องต้น  จากนั้นเก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เพ่ือใช้ส าหรับการ
ทดลอง  เตรียมหัวเชื้อ  PNSB  สายพันธุ์เดี่ยว  ตามวิธีในข้อ  3.5.3  ก่อนถ่ายหัวเชื้อที่ปรับเซลล์
แขวนลอยให้ได้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  600  นาโนเมตร  เท่ากับ  1  ซึ่งจะมีจ านวน
แบคทีเรียประมาณ  108  CFU/มิลลิลิตร  ลงในชุดทดลองซึ่งแบ่งเป็นสองชุดทดลองคือ  ชุดทดลอง
ปลอดเชื้อและชุดทดลองไม่ปลอดเชื้อ  เพาะเลี้ยงในสภาวะ  chemoheterotroph  บนเครื่องเขย่า
ความเร็ว  200  รอบต่อนาที  ระยะเวลา  14  วัน  เก็บตัวอย่างวันที่  0  และ   14  วิเคราะห์หา
ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่  รวมทั้งวิเคราะห์ค่า  COD  BOD  ไนโตรเจน  และฟอสฟอรัส  ของตัวอย่าง
น้ าก่อนและหลังการทดลองเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่เต็มเชื้อ 
 
3.7  การวิเคราะห์ปริมาณดีเซลและน  ามันชนิดต่างๆ  ด้วยเทคนิดแก๊สโครมาโทกราฟี   

 3.7.1  การสกัดดีเซลและน  ามันชนิดต่างๆจากอาหารเหลว                             
ดัดแปลงจาก  Luepromchai  และคณะ  (2007) 

  สกัดดีเซลจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการทดลอง  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  รวมกับ     
นอร์มัลเฮกเซน  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา  2  นาที  ด้วยเครื่องผสมสาร  
(Vortex  mixer) จากนั้นน าไปแช่แข็งที่  -20  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  20 ชั่วโมง  เพ่ือแยกน้ าออก
จากเฮกเซน  แยกชั้นเฮกเซนออกใส่หลอดทดลองใหม่  ก าจัดน้ าออกจากสารละลายโดยการเติม
โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสที่ผ่านการอบที่อุณหภูมิ  80  องศาเซลเซียส  กรองผ่านชุดกรองส าเร็จรูป  
PTFE  ขนาด  0.2  ไมโครเมตร  น าไปวิเคราะห์ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี  
หรือเก็บไว้ที่  -20  องศาเซลเซียส  จนกว่าจะวิเคราะห์ 
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 3.7.2  การวิเคราะห์ปริมาณดีเซลและน  ามันชนิดต่างๆ  ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟ ี

  วิเคราะห์ปริมาณดีเซลด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟียี่ห้อ  Agilent  Technologies  
รุ่น  6890N  ใช้คอลัมน์ชนิด  capillary  column  HP-5  ภายในเคลือบด้วยเฟนนิลเมธิลไซโลเซน
ความเข้มข้น  5  เปอร์เซ็นต์  หนา  0.25  ไมโครเมตร    เครื่องตรวจจับสัญญาณชนิด  Frame  
Ionization  Detector  (FID)  ภายใต้สภาวะดังนี้คือ 

-  อุณหภูมิคอลัมน์เริ่มต้นที่  80  องศาเซลเซียส 
-  ช่วงที่หนึ่งอุณหภูมิข้ึนครั้งละ  25  องศาเซลเซียสต่อนาที  จนถึงอุณหภูมิ  160        
   องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  3  นาที 
-  ช่วงที่สองอุณหภูมิข้ึนครั้งละ  3  องศาเซลเซียสต่อนาที  จนถึงอุณหภูมิ  240  
   องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  2  นาที 
-  ช่วงที่สามอุณหภูมิข้ึนครั้งละ  40  องศาเซลเซียสต่อนาที  จนถึงอุณหภูมิ  300   
   องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  10  นาที 
-  และช่วงสุดท้ายอุณหภูมิคงที่ท่ี  80  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  1  นาที 
โดยมีแก๊สฮีเลียมอัตราการไหลเท่ากับ  1.7  มิลลิลิตรต่อนาที  ท าหน้าที่เป็นตัวพา  

 
3.8  การค านวณปริมาณดีเซล  ไบโอดีเซล  (B100)  แก๊สโซฮอล์  E20  E85  G91  G95  และ
เบนซีน  ULG95 

 ค านวณปริมาณดีเซลและน้ ามันเชื้อเพลิงชนิดอื่น  โดยค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์ของค่าปริมาณ
น้ ามันทั้งหมดในตัวอย่างจากผลรวมของพ้ืนที่ใต้กราฟทั้งหมด  (ภาคผนวก  ง)  ดังนี้ 
 

เปอร์เซ็นต์ที่เหลืออยู่ =      ผลรวมของพื นที่ใต้กรำฟทั งหมดของตัวอย่ำง        ×  100 
                             ผลรวมของพ้ืนที่ใต้กราฟทั้งหมดของตัวอยา่งวันที่ 0 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1  การคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสมก ามะถัน  (PNSB)                       
จากแอกทิเวเทดสลัดจ์ 

 4.1.1  การเก็บตัวอย่าง 

  เก็บตัวอย่างแอกทิเวเทดสลัดจ์  (Activated  Sludge)  บริเวณบ่อเติมอากาศและ
จุดรีเทิร์นสลัดจ์   จากโรงงานอุตสาหกรรม  3  ประเภท  ในจังหวัดชลบุรี  ได้แก่   โรงงาน
อุตสาหกรรมเครื่องส าอาง  โรงงานอุตสาหกรรมสีย้อม  และโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร  ซึ่งโรงงาน
อุตสาหกรรมสีย้อมพบว่ามีการปนเปื้อนน้ ามันจากเครื่องจักรในโรงงานเข้าสู่ระบบบ าบัดน้ าเสีย 
  แอกทิเวเทดสลัดจ์  เป็นตะกอนของระบบบ าบัดแบบตะกอนเร่งซึ่งจะมีจุดรีเทอร์น  
สลัดจ์ท าหน้าที่ในการรับตะกอนจากบ่อตกตะกอนและน าตะกอนกลับไปยั งบ่อเติมอากาศของระบบ
บัดอีกครั้ง  และเนื่องจากเซลล์ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงมีขนาดเล็กมากคือ  ประมาณ  0.5 -3.0  
ไมโครเมตร  ท าให้มีความต้านทานต่อการตกตะกอนแต่จะกระจายตัวในน้ าเป็นส่วนใหญ่  (Lu  และ
คณะ,  2013)  ดังนั้นส าหรับการเก็บตัวอย่างจึงเลือกเก็บตัวอย่างจากสองจุดของระบบบ าบัด  คือ  
บริเวณบ่อเติมอากาศ  และ  จุดรีเทิร์นสลัดจ์             
  ลักษณะตัวอย่างมีดังนี้  ตัวอย่างที่หนึ่งมีสีน้ าตาลอ่อน  ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ  
5.5  ตัวอย่างที่สองมีสีด า  ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ  6.5  และตัวอย่างที่สามมีสีด า  ค่าความเป็น
กรดด่างเท่ากับ  5.5  แสดงดังตารางที่  4.1   
 
 4.1.2  การคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสมก ามะถัน  (PNSB) 

  คัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงด้วยการเพ่ิมปริมาณเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  
RCVB  ที่มีกรดมาลิกเป็นแหล่งคาร์บอน  (Tao  และคณะ,  2008)  (ภาคผนวก ก.)  ภายใต้ภาวะการ
เพาะเลี้ยงแบบ  photoheterotroph   ที่ความเข้มแสงประมาณ  3,000-3,500  ลักซ์  โดยตั้ง
หลอดไฟห่างจากจุดทดลองประมาณ  20-30  เซนติเมตร  แสดงดังรูปที่  4.1  สังเกตุพบการเปลี่ยนสี
ของอาหารเลี้ยงเชื้อจากไม่มีสีเป็นสีส้ม  ชมพู  แดง  หรือแดงเข้มจนถึงน้ าตาล  แสดงดังรูปที่  4.2  
จากนั้นคัดแยกเชื้อจากหลอดทดลองที่สีของอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนจากไม่มีสีเป็นสีส้ม  ชมพู  แดง  
หรือแดงเข้มจนถึงน้ าตาล  โดยเทคนิค  spread  plate  บนอาหารแข็ง  RCVB  เพาะเลี้ยงเชื้อใน
ภาวะ  photoheterotroph  ภายในกล่องสูญญากาศ  ระยะเวลา  7  วัน  พบการเจริญของ
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แบคทีเรียทั้งโคโลนีที่มีสีขาว  แดง  ส้ม  ชมพู  และสีน้ าตาลปะปนกัน  แสดงดังรูปที่  4.3  เลือก
โคโลนีเดี่ยวที่มีลักษณะแตกต่างกันสีแดง  น้ าตาลแดง  ส้ม  และสีชมพู  จ านวน  3  โคโลนีต่อ  plate  
มาขีดเชื้อ  (streak)  ซ้ าบนอาหารแข็ง  RCVB  จนได้โคโลนีเดี่ยว  แสดงดังรูปที่  4.4  ในขั้นตอนนี้
สามารถแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงได้ทั้งสิ้น  98  ไอโซเลต  จากอุตสาหกรรมเครื่องส าอาง  27    
ไอโซเลต  อุตสาหกรรมสีย้อม  60  ไอโซเลต  และอุตสาหกรรมอาหาร  11  ไอโซเลต  แสดงดัง
ตารางที่  4.1  จากการทดลองพบว่าแอกทิเวเทดสลัดจ์จากระบบบ าบัดของอุตสาหกรรมสีย้อมพบ
แบคทีเรียสังเคราะห์แสงมากท่ีสุด  อาจเนื่องมาจากความสมบูรณ์ของแร่ธาตุจากสีย้อมที่มีอยู่ในน้ าทิ้ง
สนับสนุนการเจริญของจุลินทรีย์ได้อย่างดี   (Türgay  และคณะ ,  2011)    นอกเหนือจาก
สารประกอบอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนโมเลกุลใหญ่จากสีย้อม  (Phalakornkule  และคณะ,  2010)  
 รวบรวมเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกได้ทั้งหมดเก็บเป็นเชื้อตั้งต้นส าหรับใช้ในการทดลองต่อไปตามวิธีจัดเก็บ
แบคทีเรียสังเคราะห์แสงข้อ  3.2   

 
รูปที่ 4.1  แสดงการเพาะเลี้ยง  PNSB  ในสภาวะ  photoheterotroph 

 
รูปที่ 4.2  สีของ  PNSB  ในอาหารเหลว  RCVB  ที่เพาะเลี้ยงในภาวะ  photohetertroph 
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รูปที่ 4.3  ลักษณะโคโลนีของ  PNSB  (สีแดง)  เมื่อคัดแยกด้วยวิธี  Spread  plate 

 
รูปที่ 4.4  แสดงลักษณะโคโลนีของ  PNSB  เมื่อคัดแยกด้วยวิธี  Streak  plate 
 
ตารางท่ี 4.1 แสดงข้อมูลตัวอย่างตะกอนและไอโซเลตที่คัดแยกได้ 
 

ชนิด
อุตสาหกรรม 

สถานที่เก็บ
ตัวอย่าง 

ค่าความเป็นกรด-ด่าง
ของตะกอน 

ลักษณะของ
ตะกอน 

จ านวนไอโซเลต 
ที่แยกได้ 

เครื่องส าอาง บ่อเติมอากาศ 5.5 สีน้ าตาล 14 
เครื่องส าอาง จุดรีเทิร์นสลัดจ์ 5.5 สีน้ าตาล 13 

สีย้อม บ่อเติมอากาศ 6.5 สีด า 23 
สีย้อม จุดรีเทิร์นสลัดจ์ 6.5 สีด า 37 
อาหาร บ่อเติมอากาศ 5.5 สีด า 6 
อาหาร จุดรีเทิร์นสลัดจ์ 5.5 สีด า 5 
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4.2  การคัดกรอง  PNSB  ที่ย่อยสลายดีเซลได้ 

 4.2.1   การคัดกรอง  PNSB  ที่ย่อยสลายดีเซลเบื องต้น 

  เนื่องจากมี  PNSB  ที่คัดแยกได้จ านวนมากและการทดสอบการย่อยสลายดีเซลของ
แต่หลายสายพันธุ์อาจต้องใช้เวลานาน  จึงคัดเลือกโดยการรวม  PNSB  เป็นกลุ่มอย่างน้อย  10     
สายพันธุ์ต่อกลุ่ม  ได้ทั้งสิ้น  7  กลุ่ม    เนื่องจากในขั้นตอนการเพ่ิมจ านวนเชื้อในอาหารเหลว  LB  
และเพาะเลี้ยงในภาวะ  chemoheterotroph  พบบางไอโซเลตมีลักษณะเป็นตะกอนขนาดใหญ่      
สีแดงในขณะที่อาหารยังมีสีเหลืองใสอยู่และถึงแม้จะถ่ายเชื้อใหม่อีกกี่ครั้งก็ยังคงเป็นตะกอนสีแดงอยู่
ซึ่ งไม่ ใช่ลักษณะของ  PNSB  จึงไม่น ามาทดสอบ    จากการทดลองพบว่ากลุ่ม  G4AS  มี
ความสามารถในการย่อยสลาย  1%  ดีเซล  สูงสุด  คือ  77.81 ± 3.09  เปอร์เซ็นต์    ในขณะที่กลุ่ม
อ่ืนมีความสามารถในการย่อยสลายน้อยกว่า  50  เปอร์เซ็นต์  แสดงดังตารางที่  4.2     
 
 4.2.2  การคัดแยก  PNSB  ที่ย่อยสลายดีเซลสายพันธุ์เดี่ยว 

  จากผลการทดลองข้อ  4.2.1  แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียสังเคราะห์เสง  PNSB  ใน
กลุ่ม  G4AS  น่าจะมีสายพันธุ์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายดีเซล  จึงทดสอบความสามารถใน
การย่อยสลาย  1%  ดีเซล  ของ  PNSB  แบบแยกสายพันธุ์  ซึ่งเป็นสมาชิกในกลุ่ม  G4AS  ด้วย
วิธีการเดียวกันกับข้อ  4.2.1  จากผลการทดลอง  แสดงดังตารางที่  4.3  พบว่าแบคทีเรียสังเคราะห์
แสงสายพันธุ์  AS85  สามารถย่อยสลาย  1%  ดีเซลได้สูงสุด  คือ  79.69 ± 6.51  เปอร์เซ็นต์  ใน
ระยะเวลา  14  วัน  ในขณะที่แบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนในกลุ่มเดียวกันมีความสามารถในการย่อยสลาย  
1%  ดีเซล  น้อยกว่า  50  เปอร์เซ็นต์  จึงเลือกไอโซเลต  AS85  มาศึกษาต่อไป    ทั้งนี้สายพันธุ์  
AS85  เป็นสายพันธุ์ที่คัดแยกจากแอกทิเวทเทตสลัดจ์ของของโรงงานอุตสาหกรรมสีย้อมซึ่งเคยม
ปนเปื้อนน้ ามันเครื่องจักรลงสู่ระบบบ าบัดน้ าเสีย  จึงท าให้แบคทีเรียปรับตัวเพ่ือใช้น้ ามันเป็นแหล่ง
อาหารได ้
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รูปที่ 4.5  ลักษณะน้ าเลี้ยงเชื้อของ  PNSB  ในภาวะ  chemoheterotroph  ในอาหารเหลว  LB  
ระยะเวลา  7  วัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.6  ลักษณะน้ าเลี้ยงเชื้อของ  PNSB  ในภาวะ  chemoheterotroph  ในอาหาร  minimum  
RCVB  ที่เติม  LB  10  เปอร์เซ็นต์  และ  0.5%  ดีเซล  ระยะเวลา   2-7  วัน  ในขั้นปรับภาวะของ
เชื้อ  PNSB  จ านวน  3  ครั้ง 
 
 
 

ครั้งที่  ครั้งที่  2 ครั้งที่  3 
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ตารางท่ี 4.2  ความสามารถในการย่อยสลาย  1% ดีเซลของกลุ่ม PNSB  ในภาวะ  
chemoheterotroph  ระยะเวลา  14  วัน 
 

กลุ่มของแบคทีเรีย ปริมาณดีเซลที่ย่อยสลาย  (%) 

ชุดควบคุม 15.70  ±  4.02 
G2AS 15.98  ±  1.31 
G3AS 20.32  ±  2.72 
G4AS 77.81  ±  3.09 
G5AS 21.28  ±  2.42 
G6AS 23.82  ±  5.34 
G7AS 14.97  ±  6.52 

 
ตารางท่ี 4.3 ความสามารถในการย่อยสลาย  1%  ดีเซลของแต่ละไอโซเลตในกลุ่ม G4AS    ในภาวะ  
chemoheterotroph  ระยะเวลา  14  วัน 
 

สายพันธุ์แบคทีเรีย ปริมาณดีเซลที่ย่อยสลาย (%) 

ชุดควบคุม 14.34  ±  5.83 
AS74 17.96  ±  4.53 
AS77 23.47  ±  6.40 
AS80 19.44  ±  4.07 
AS81 27.35  ±  3.83 
AS82 27.51  ±  0.76 
AS83 27.66  ±  4.40 
AS84 22.54  ±  4.89 
AS85 79.69  ±  6.51 
AS86 27.70  ±  5.43 
AS87 29.95  ±  4.93 
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4.3  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสายพันธุ์  AS85  ในการย่อยสลายดีเซล 

 4.3.1  ความสามารถในการย่อยสลาย  1%  ดีเซลในภาวะ  chemoheterotroph 

  ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายดีเซลของ  PNSB  สายพันธุ์  AS85  ในภาวะ  
chemoheterotroph  บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว  200  รอบต่อนาที  ตามวิธีทดลองในข้อ  3.4.1  
พบว่าสายพันธุ์  AS85  สามารถย่อยสลาย  1%  ดีเซลได้จนเหลือ  11.72  ± 1.53  เปอร์เซ็นต์  
ภายใน  14  วัน  และสามารถย่อยสลายดีเซลได้มากกว่า  50  เปอร์เซ็นต์  (เหลือ  45.24 ± 6.07  
เปอร์เซ็นต์)  ภายในวันแรกของการทดลอง    ในขณะที่ดีเซลในชุดควบคุมยังเหลือมากถึง  78.13 ± 
4.044  เปอร์เซ็นต์  ในเวลา  14  วัน  จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดเพ่ิมขึ้นจาก  108  CFU/มิลลิลิตร  
เป็น  1010  CFU/มิลลิลิตร  ในวันแรกและลดลงจนเหลือประมาณ  109  CFU/มิลลิลิตร  ในวันที่  14  
ของการทดลอง  ดังแสดงในรูปที่  4.7  และเมื่อวิเคราะห์จากข้อมูล  GC  โครมาโตแกรม  พบว่าพีก
ในทุกช่วงเวลาลดลงอย่างชัดเจนแสดงให้เห็นว่าสายพันธุ์  AS85  สามารถย่อยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนทั้งแบบอะลิฟาติกและอะโรมาติกได้   
 

 
 
รูปที่ 4.7  จ านวนแบคทีเรียสายพันธุ์  AS85  และความสามารถในการย่อยสลาย  1%  ดีเซล    
ในภาวะ  chemoheterotroph   
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ระยะเวลา  วัน 
ปร ิมาณดเีซลทีเ่หลอืกลุ่มควบคมุ    ปร ิมาณดเีซล AS85  (%) จ านวนแบคทเีรยี AS85 (log CFU/ml)
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 4.3.2  ความสามารถในการย่อยสลาย  1%  ดีเซลในภาวะ  photoheterotroph 

  ทดสอบความสามารถในการย่อยสลาย  1%  ดีเซล  ของสายพันธุ์  AS85  ในภาวะ  
photoheterotroph    ตามวิธีการทดลองข้อ  3.4.2  เนื่องจากในภาวะ  photoheterotroph  
เซลล์จะมีลักษณะเป็นสีแดง  ดังนั้นในการเตรียมหัวเชื้อก่อนการทดลองจึงวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น  660  นาโนเมตร  เท่ากับ  1  ซึ่งจะมีจ านวนแบคทีเรียประมาณ  107  CFU/มิลลิลิตร  
ผลการทดลองย่อยสลาย  1%  ดีเซล  ในภาวะ  photoheterotroph  ที่ระยะเวลา  14  วัน  พบว่า
สายพันธุ์  AS85  ย่อยสลายดีเซลได้เหลือ  85.64 ± 10.94  เปอร์เซ็นต์  ในเวลา  14  วัน  และไม่
สามารถลดปริมาณดีเซลลงได้อีกเมื่อบ่มถึง  21  วัน   ส าหรับชุดควมคุมพบปริมาณดีเซลเหลืออยู่  
94.31 ± 5.65  และ  87.12 ± 9.98  เปอร์เซ็นต์  ในวันที่  14  เเละ  21  ตามล าดับ  จะเห็นว่าการ
ลดลงของดีเซลในชุดที่เติม  AS85  แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญจากชุดควบคุมในเวลา  14  วันและ
ไม่พบการลดลงอีก  (p<0.05)  แสดงดังรูปที่  4.8  ทั้งนี้การลดลงของดีเซลในระยะเวลา  14  วันแรก  
อาจเนื่องมาจากออกซิเจนที่มีอยู่ในอาหารตั้งแต่ต้นท าให้เกิดปฎิกิริยาการย่อยสลายไฮโดรคาร์บอน  
และเม่ือออกซิเจนหมดจึงไม่เกิดการย่อยสลายต่อไปได้อีก 

 
 
รูปที่ 4.8  ปริมาณดีเซลที่เหลือในการย่อยสลาย  1%  ดีเซลในภาวะ  photoheterotroph   
โดยสายพันธุ์  AS85 
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 4.3.3  ประสิทธิภาพการย่อยสลายดีเซลที่ความเข้มข้น  2  3  และ  5  เปอร์เซ็นต์ 

  ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายดี เซลความเข้มข้น  2  3  และ  5  
เปอร์เซ็นต์  ของ  PNSB  สายพันธุ์  AS85  ในภาวะ  chemoheterotroph  ระยะเวลา  14  วัน  
วิเคราะห์หาปริมาณดีเซลที่เหลือเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่มี เชื้อพบว่าที่ความเข้มข้น  2  3  และ  5  
เปอร์เซ็นต์   สายพันธุ์  AS85  ย่อยสลายจนเหลืออยู่  48.04 ± 1.05    56.41 ± 2.41    และ  
69.72 ± 4.17  เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ  ในขณะที่ชุดควบคุมเมื่อครบก าหนดพบปริมาณดีเซลเหลืออยู่  
77.56 ± 3.25    79.73 ± 3.33  และ  93.36 ± 1.82  เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ  แสดงดังรูปที่  4.9   
  จากการทดสอบการเจริญของเชื้อ  PNSB  สายพันธุ์  AS85  ด้วยวิธีการหยดเชื้อบน
อาหารแข็ง  LB  เพาะเลี้ยงระยะเวลา  2-14  วัน  ในภาวะ  chemoheterotroph  ที่อุณหภูมิ  30  
องศาเซลเซียส  จากเซลล์เริ่มต้น  108  CFU/มิลลิลิตร  พบว่าที่ความเข้มข้น  2%  ดีเซล  มีการเจริญ
ของแบคทีเรียเพ่ิมขึ้นประมาณ  109  CFU/มิลลิลิตร  ที่ความเข้มข้นของดีเซลเท่ากับ  3  และ  5%  
มีการเจริญของแบคทีเรียประมาณ  109  และ  1010  CFU/มิลลิลิตร  ตามล าดับ  แสดงดังรูปที่  
4.10   
  จากผลการทดลองพบว่าที่ความเข้มข้น  5%  ดีเซล  มีการเจริญของแบคทีเรียถึง   
1010  CFU/มิลลิลิตร  แสดงว่าแบคทีเรียยังสามารถเจริญได้อีก  ดังนั้นถ้าเพ่ิมระยะเวลาในการทดลอง
ต่อไปอีกแบคทีเรียอาจจะสามารถย่อยสลายดีเซลได้ต่อไป  เช่นเดียวกับแบคทีเรีย  3  สายพันธุ์  คือ  
Bacillus  licheniformis  Ochrobactrum  tritici  และ Staphylococcus  sp.  ที่มีความสามารถ
ย่อยสลาย  5%  ดีเซลที่ปนเปื้อนในดินได้  75  เปอร์เซ็นต์  ในระยะเวลาถึง  3  เดือน  (Dadrasnia  
และ  Agamuthu,  2013)   
 



 

 

45 

 
รูปที่ 4.9  การย่อยสลายดีเซลที่ความเข้มข้นต่างๆ  ในอาหารเหลว  minimum  RCVB  โดย  PNSB  
สายพันธุ์  AS85  ในภาวะ  chemoheterotroph  ระยะเวลา  14  วัน 
 

 
 
รูปที่ 4.10  การเจริญที่ความเข้มข้นต่างๆ  ในอาหารเหลว  minimum  RCVB  โดย  PNSB   
สายพันธุ์  AS85  ในภาวะ  chemoheterotroph  
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 4.3.4  ประสิทธิภาพการย่อยสลายน  ามันชนิดต่างๆ  ความเข้มข้น  1% 

  ทดสอบความสามารถของสายพันธุ์  AS85  ในการย่อยสลายน้ ามันชนิดต่างๆ  
เข้มข้น  1%  ได้แก่  ไบโอดีเซล  (B100)  E20  E85  G91  G95  และ  ULG95     ในภาวะ  
chemoheterotroph  ตามวิธีการทดลองข้อ  3.4.4  เมื่อครบก าหนด  14  วัน  วิเคราะห์หาปริมาณ
น้ ามันที่เหลืออยู่ด้วยแก๊สโครมาโทกราฟี    ผลการทดลองพบว่าปริมาณไบโอดีเซล  (B100)  เหลืออยู่  
30.40 ± 1.51  เปอร์เซ็นต์  ในขณะที่ชุดควบคุมพบปริมาณไบโอดีเซลเหลืออยู่  95.51 ± 0.13  
เปอร์เซ็นต์  ส่วน  E20  E85  G91  G95  และ  ULG95  จากการทดลองพบว่าทั้งชุดควมคุมและชุด
ทดลองไม่พบน้ ามันชนิดต่างๆ  เหลืออยู่เลย  เมื่อทดลองครบ  7  วัน  แสดงดังตารางที่  4.4 
 
ตารางที่ 4.4  การย่อยสลายน้ ามันชนิดต่างๆ  ที่ความเข้มข้น  1%  ในอาหารเหลว  minimum  
RCVB  เทียบกับชุดควบคุมที่ไม่มีแบคทีเรีย  PNSB  สายพันธุ์  AS85 ระยะเวลา  14  วัน  
 

ชนิดของน้ ามัน 
ปริมาณน้ ามันที่เหลืออยู่ (%) 

ชุดควบคุม AS85 

ไบโอดีเซล  (B100) 95.51 ± 0.13 30.40 ± 1.51 
E20 0.00 0.00 
E85 0.00 0.00 
G91 0.00 0.00 
G95 0.00 0.00 

ULG95 0.00 0.00 

 
  
 4.3.5  ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีแนนทรีนและไพรีนของ  PNSB  สายพันธุ์  AS85 

  จากการทดลองของ  Zhao  และคณะ  (2011 )  พบว่าแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  
Rhodopseudomonas  palustris  สายพันธุ์  CQV97  สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนเข้มข้น  50  
มิลลิกรัมต่อลิตร  ได้  50  เปอร์เซ็นต์  ในระยะเวลา  10  วัน  ในภาวะ  photoheterotroph  แสดง
ให้เห็นว่าแบคทีเรีย  PNSB  มีความสามารถในการย่อยสลาย  PAH  ได้    อย่างไรก็ตามเนื่องจากผล
การทดลองก่อนหน้าพบว่าในภาวะ  photoheterotroph  PNSB  สายพันธุ์  AS85  มีความสามารถ
ในการย่อยสลาย  1%  ดีเซล  ได้น้อยกว่าในภาวะ  chemoheterotroph  ดังนั้นจึงทดสอบ
ประสิทธิภาพการย่อยสลายไพรีนและฟีแนนทรีนของ  PNSB  สายพันธุ์   AS85  ในภาวะ  
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chemoheterotroph  เท่านั้น    ผลการทดลองพบว่าปริมาณฟีแนนทรีนลดลงแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญ  (p≤ 0.05)  ในวันที่  7  และ  14  โดยเหลือปริมาณฟีแนนทรีน  52.5  ± 10.95  และ  
21.37 ± 6.39  เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ  ส่วนชุดควบคุม  พบปริมาณฟีแนนทรีนที่ความเข้มข้นเริ่มต้น
เท่ากับ  0.1  กรัมต่อลิตร  ลดลงแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญ  (p< 0.05)  ระหว่างวันที่  7  กับ  
14  คือเหลือปริมาณฟีแนนทรีนอยู่  68.29 ± 10.43  เปอร์เซ็นต์  และ  66.18 ± 9.67  เปอร์เซ็นต์  
ตามล าดับ  ทั้งนี้หากเปรี่ยบเทียบระหว่างชุดควบคุมกับชุดทดลองที่มี  PNSB  สายพันธุ์  AS85  
พบว่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  (p> 0.05)  แสดงดังรูปที่  4.11   
 ส าหรับการลดลงของไพรีนเมื่อครบก าหนดการทดลองที่  7  และ  14  วัน  พบว่าในชุด
ทดลองปริมาณไพรีนลดลงแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญ  (p< 0.05)  คือ  เหลือปริมาณไพรีนอยู่  
82.15 ± 7.16  เปอร์เซ็นต์  และ  77.93 ± 12.91  เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ  เช่นเดียวกันกับชุด
ควบคุม  ที่ระยะเวลา  7  วัน  พบปริมาณไพรีนเหลืออยู่   95.09 ± 6.24  เปอร์เซ็นตต์  ที่ระยะเวลา  
14  วัน  พบไพรีนเหลืออยู่  92.96 ± 1.97  เปอร์เซ็นต์  (p< 0.05)     ทั้งนี้หากเปรียบเทียบระหว่าง
ชุดควบคุมกับชุดทดลองพบว่าปริมาณไพรีนลดลงแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทั้งที่ระยะเวลา  7  และ  
14  วัน  (p> 0.05)  แสดงดังรูปที่  4.11  

 
รูปที่ 4.11  ปริมาณ  PAHs  ที่เหลือในการทดสอบการย่อยสลายฟีแนนทรีนและไพรีน โดยสายพันธุ์  
AS85  ในภาวะ  chemoheterotroph 
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4.4  การพิสูจน์เอกลักษณ์แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสายพันธุ์  AS85         

 4.4.1  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

  ลักษณะสัณฐานวิทยาทางโคโลนีของ  PNSB  สายพันธ์  AS85  เมื่อเลี้ยงในภาวะ  
photoheterotroph  บนอาหารแข็ง  RCVB  คือ  กลมนูน  ขอบเรียบ  สีแดงเข้ม  ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง  0.5-1  มิลลิเมตร  แสดงดังรูปที่  4.12(ก)  และเมื่อเลี้ยงในภาวะ  chemoheterotroph  
บนอาหารแข็ง  RCVB  มีลักษณะโคโลนี  กลมนูน  ขอบเรียบ  สีขาว  ตรงกลางมีสีออกส้ม  ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง  0.5-1  มิลลิเมตร  แสดงดังรูปที่  4.12(ข)   และมีลักษณะเซลล์แขวนลอยใน
อาหารเหลวเป็นสีแดงถึงแดงออกม่วง  ภายใต้ภาวะ  photoheterotroph  แสดงดังรูปที่  4.13 
          จากการทดสอบการปรับเปลี่ยนภาวะการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง  RCVB  ระหว่างภาวะ  
photoheterotroph  เป็น  chemoheterotroph    โคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ์  AS85  ที่เลี้ยง
แบบ  chemoheterotroph  จะมีสีแดงอ่อนในการถ่ายเชื้อครั้งแรกจากการเลี้ยงแบบเฮเทโรโทรป  
(heterotroph)  และสีจะลดลงในการถ่ายเชื้อครั้งถัดไป  ในทางกลับกันเมื่อน าโคโลนีที่เพาะเลี้ยง  
แบบ  chemoheterotroph  บนอาหารแข็ง  RCVB  เปลี่ยนไปเลี้ยงแบบ  photoheterotroph  
พบว่าต้องใช้เวลามากถึง  26  วันจึงจะเห็นโคโลนีสีแดง   
          เมื่อเปลี่ยนภาวะการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว  RCVB  ระหว่าง  photoheterotroph  เป็น  
chemoheterotroph  จะพบการเปลี่ยนแปลงในลักษณะเดียวกับการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง  
RCVB  แต่การเปลี่ยนสีจะเกิดขึ้นเร็วกว่า  กล่าวคือ  เซลล์ที่เลี้ยงแบบ  chemoheterotroph  เมื่อ
เปลี่ยนเป็น  photoheterotroph  จะใช้เวลา  5  วัน  จึงจะมีสีแดง   
          ลักษณะเซลล์ของ  PNSB  สายพันธุ์  AS85  ภายใต้กล้องจุลทรรศน์จะติดสีแกรมลบรูปร่าง
เป็นเท่งสั้นและสามารถเคลื่อนที่ได้ในอาหารอาหารทดสอบการเคลื่อนของเชื้อ  (Motility  test  
medium)  แสดงดังรูปที่  4.14  และ  4.15 
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รูปที่ 4.12  ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย  PNSB  สายพันธุ์  AS85  เมื่อเพาะเลี้ยงในภาวะ  
photoheterotroph (ก)  และภาวะ  chemoheterotroph (ข)  บนอาหารแข็ง  RCVB 

 
รูปที่ 4.13  ลักษณะเซลล์แขวนลอยของสายพันธุ์  AS85  ในอาหารเหลว  RCVB  ภายใต้ภาวะ  
photoheterotroph 

 
รูปที่ 4.14  แสดงลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของแบคทีเรียสายพันธุ์  AS85  เมื่อเพาะเลี้ยง
แบบ  chemoheterotroph (ก)  และแบบ    photoheterotroph (ข)     

ก
      

ข
      

ก      ข      
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รูปที่ 4.15 แสดงลักษณะการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียสายพันธุ์  AS85  ในอาหาร  semisolid 
medium ภายใต้ภาวะการเพาะเลี้ยงแบบ  chemoheterotroph (ก)  และphotoheterotroph (ข) 
 
 4.4.2  พิสูจน์ยืนยันการเป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงโดยการเพิ่มจ านวนยีน  pufM 

  เนื่องจากแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีสีแดงมีหลายชนิด  เช่น  Rhodococcus  sp.     
Serratia  sp.  เป็นต้น  ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องตรวจยืนยันเบื้องต้นว่าสายพันธุ์  AS85  เป็นแบคทีเรีย
สังเคราะห์แสงจริง    การพิสูจน์ยืนยันสามารถท าได้โดยการเพ่ิมจ านวน  pufM  ขนาด  229  คู่เบส  
ซึ่งเป็นชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสโปรตีนบริเวณ  photosynthetic  reaction  center  ของ
แบคทีเรียสังเคราะห์แสง  เพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยวิธี  PCR  โดยใช้ไพร์เมอร์จ าเพาะคือ  pufM_557F  
และ  pufM_750R  (Achenbach  และคณะ,  2001)    ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์  
AS85  มียีน  pufM  ทั้งที่ เพาะเลี้ยงภายใต้ภาวะ  photoheterotroph  (AS85P)  และภาวะ  
chermoheterotroph  (AS85A)  เปรียบเทียบกับ  Escherichia coli  ซึ่งไม่มียีนดังกล่าว  และมี  
Rhodopseudomonas  palustris  สายพันธุ์  20  (ปูนหอม  เหลืองอ่อน,  ข้อมูลไม่เปิดเผย)  เป็น
ผลบวกควบคุม   แสดงดังรูปที่  4.17 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 
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รูปที่ 4.16  ผลิตภัณฑ์  PCR  จากการเพ่ิมจ านวนยีน  pufM  ของสายพันธุ์  AS85  ที่เลี้ยงในภาวะ   
photoheterotroph  (AS85P)  และภาวะ  chermoheterotroph  (AS85A)  เปรียบเทียบกับ  
Escherichia  coli  และ  Rhodopseudomonas  palustris  สายพันธุ์  20  
 
 4.4.3  การพิสูจน์เอกลักษณ์ของ  PNSB  สายพันธุ์  AS85  โดยการใช้ล าดับ              
นิวคลีโอไทด์ของ  16S  rDNA 

 ผลการส่งวิเคราะห์ยีนบริเวณ  16S  rDNA  กับบริษัท  Macrogen  และบ่งชี้สายพันธุ์ของ  
PNSB ด้วยการเชื่อมล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม  BioEdit  version 7.2  (Bio  Edit  Sequnce  
Aligment  Editor)  จากนั้นเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูลของ  National  Center  
for  Biotechnology  Information  (NCBI)  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  พบว่า  มีความ
คล้ายคลึงกับ  PNSB  สายพันธุ์  Rhodopseudomonas  palustris  แสดงดังตารางที่  4.5  และ
เมื่อเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์  16S  rDNA บางส่วน (1425bp) กับสายพันธุ์มาตรฐาน  (Type  stain)  
ของ  PNSB กลุ่มต่างๆ  โดยใช้โปรแกรม MEGA7  (Molecular Evolutionary Genetics  Analysis  
version 7.0)  แสดงให้เห็นว่า  PNSB  สายพันธุ์  AS85  มีความใกล้ชิดกับ  Rhodopseudomonas  
palustris  แสดงดังรูปที่  4.18  ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของ  16S  rDNA  ของสายพันธุ์  AS85  
(ภาคผนวก  จ)  ได้ฝากไว้ในฐานข้อมูล  GenBank  ภายใต้หมายเลขเข้าถึง 
 
 
 
 
 

229 bp    

100bp AS85P AS85A    P20    E.coli      
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ตารางท่ี 4.5  ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ  16S  rDNA  ของ  PNSB  สายพันธุ์  
AS85  กับฐานข้อมูลใน  NCBI  โดยใชโ้ปรแกรม  MEGA7 
 

แบคทีเรียในสกุล Identity (%) Accession เอกสารอ้างอิง 

Rhodopseudomonas palustris 99% AB689796.1 Wong  และคณะ  (2014) 

Rhodopseudomonas palustris  
 สายพันธุ์  (ATCC 17003) 

99% AB498816.1 
 

Okamura  และคณะ  
(2009) 

Rhodopseudomonas palustris  
 สายพันธุ์  (SS55) 

99% D84187.1 Inui  และคณะ  (2000) 

Rhodopseudomonas palustris  
สายพันธุ์  TUT3620 

99% AB241409.1 Hisada  และคณะ  (2007) 

 

  
 
รูปที่ 4.17  แผนภูมิต้นไม้  (phylogenetic  tree)  แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีนบริเวณ  
16S  rDNA  ของ  PNSB  สายพันธุ์  AS85  กับแบคทีเรียที่เก่ียวข้อง  ตัวเลขที่ก่ิงสาขาบ่งบอกถึงผล
จากการนับผลซ้ าจากท้ังหมด  1,000  ครั้งด้วย  bootstrap 
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4.5  ประสิทธิภาพในการย่อยสลายดีเซลของแบคทีเรีย  PNSB  สายพันธุ์  AS85  ในน  าจืด  

          ใช้ตัวอย่างน้ าจืดจากคลองรังสิตประยูรศักดิ์  เนื่องจากเป็นคลองส าคัญท่ีคอยรับน้ าเหนือก่อน
ระบายลงสู่แม่น้ าเจ้าพระยา  บริเวณโดยรอบประกอบด้วยแหล่งชุมชน  โรงแรม  ร้านอาหาร  มีแหล่ง
อุตสาหกรรมกระจายอยู่  6-8  จุด  มีบ่อบ าบัดน้ าเสียอยู่ริมน้ าหรือบริเวณใกล้เคียงประมาณ  7 -8  
จุด  และเป็นเส้นทางคมนาคมของคนในชุมชน   (กองสาธารณสุข,  2558)    เก็บตัวอย่างบริเวณผิว
น้ า  น าไปกรองผ่านผ้าขาวบางเพ่ือเอาสิ่งสกปรกออก  ลักษณะของตัวอย่างเบื้องต้นเมื่อผ่านการกรอง
แล้วน้ ามีสีเหลืองใส  มีตะกอนเล็กน้อย  จากนั้นเก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  จนกว่า
จะใช้ในการทดลอง    ทดสอบการย่อยสลาย  1%  ดีเซล  ในภาวะ  chemoheterotroph  บน
เครื่องเขย่าความเร็ว  200  รอบต่อนาที  ระยะเวลา  14  วัน   เก็บตัวอย่างวันที่  0  และ  14  
วิเคราะห์หาปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่  รวมทั้ง  COD  BOD  ไนโตรเจน  และฟอสฟอรัส  เปรียบเทียบ
กับชุดควบคุมที่ไม่เต็มเชื้อ 
 ผลการทดลองพบว่า  ชุดทดสอบปลอดเชื้อที่มีแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  PNSB  สายพันธุ์  
AS85  สามารถย่อยสลายดีเซลได้  57.49 ± 1.20  เปอร์เซ็นต์  ในขณะที่ชุดควบคุมปลอดเชื้อพบ
ดีเซลลดลง  10.03 ± 4.38  เปอร์เซ็นต์    ส่วนชุดทดสอบไม่ปลอดเชื้อที่มีแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  
PNSB  สายพันธุ์  AS85  พบว่าสามารถย่อยสลายดีเซลได้  79.68 ± 1.58  เปอร์เซ็นต์  ในขณะที่ชุด
ควบคุมไม่ปลอดเชื้อพบปริมาณดีเซลลดลง  14.44 ± 6.48  เปอร์เซ็นต์  แสดงดังตารางที่  4.6  และ
จากการวิเคราะห์ค่า  COD  BOD  ไนโตรเจน  และฟอสฟอรัส  พบว่า  ชุดทดสอบปลอดเชื้อที่มี
แบคทีเรียสังเคราะห์แสง  PNSB  สายพันธุ์  AS85  ค่า  COD  ลดลง  59.41  เปอร์เซ็นต์  BOD  
ลดลง  10.42  เปอร์เซ็นต์  ไนโตรเจนลดลง  91.58  เปอร์เซ็นต์  และฟอสฟอรัสลดลง  51.38  
เปอร์เซ็นต์  ส าหรับชุดทดสอบไม่ปลอดเชื้อที่มี  PNSB  สายพันธุ์  AS85  ค่า  COD  ลดลง  87.78  
เปอร์เซ็นต์  BOD  ลดลง  44.23  เปอร์เซ็นต์  และค่าฟอสฟอรัสและไนโตรเจนลดลง  92.19  และ  
84.23  เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ  จะเห็นได้ว่าการลดลงของค่าต่างๆ  ในชุดทดสอบปลอดเชื้อมีค่าน้อย
กว่าชุดทดสอบไม่ปลอดเชื้อทั้งนี้อาจเนื่องมาจากแบคทีเรียเดิมในน้ าตัวอย่างเองก็มีประสิทธิภาพใน
การบ าบัดน้ าเสียด้วยเช่นกัน 
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ตารางท่ี 4.6  % การลดลงของพารามิเตอร์ต่างๆ  และ  1%  ดีเซล  ในการทดสอบการย่อย  1%  
ดีเซลในตัวอย่างน้ าจากคลองรังสิตประยูรศักดิ์  ในภาวะ  chemoheterotroph  ระยะเวลา  14  วัน  
 

การทดลอง N P BOD COD 1% ดีเซล 

 %การ
ลดลง 

%การ
ลดลง 

%การ
ลดลง 

%การ
ลดลง 

%การ 
ลดลง 

ชุดทดสอบน้ าปลอดเชื้อ+AS85 91.51 51.38 10.42 59.41 57.49±1.20 

ชุดทดสอบน้ าไม่ปลอดเชื้อ+AS85 92.19 84.23 44.23 87.78 79.68±1.58 

ชุดควบคุมน้ าปลอดเชื้อ -50 41.89 79.43 41.09 10.03±4.38 

ชุดควบคุมน้ าไม่ปลอดเชื้อ 7.14 51.32 17.01 49.2 14.44±6.48 
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บทที่ 5 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 งานวิจัยนี้ได้คัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสมก ามะถัน  (PNSB)  จาก    
แอกทิเวเทดสลัดจ์บริเวณบ่อเติมอากาศและจุดรีเทิร์นสลัดจ์ของระบบบ าบัดแบบตะกอนเร่งของ
โรงงานอุตสาหกรรม  เพ่ิมปริมาณเชื้อ  PNSB  จากตะกอนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  RCVB  ภายใต้
ภาวะ  photoheterotroph   ถ้ามี  PNSB  ในตัวอย่างสีของอาหารจะเปลี่ยนจากไม่มีสีเป็นสีส้ม  
ชมพู  แดง  หรือแดงเข้มจนถึงน้ าตาล  ซึ่งเป็นลักษณะส าคัญของ  PNSB  (Madukasi  และคณะ,  
2011)  และเมื่อคัดแยกได้สายพันธุ์เดี่ยวของ  PNSB  จะพบโคโลนี  กลมนูน  ขอบเรียบ  สีส้ม  ชมพู  
แดง  จนถึงน้ าตาลแดงบนอาหารแข็ง  RCVB  ในภาวะ  photoheterotroph    สามารถคัดแยก
แบคทีเรียสังเคราะห์แสงได้ทั้ งสิ้น  98  ไอโซเลต  ซึ่ งมาจากแอกทิเวเทดสลัดจ์ของโรงงาน
อุตสาหกรรม  สีย้อม  60  ไอโซเลต  โรงงานอุตสาหกรรมเครื่องส าอาง  27  ไอโซเลต  และโรงงาน
อุตสาหกรรมอาหาร  11  ไอโซเลต   
 จากนั้นคัดกรองแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายดีเซลได้  โดยแบ่งเป็นกลุ่ม  อย่างน้อย  10  
โคโลนีต่อกลุ่ม  เป็นจ านวน  7  กลุ่ม  ทดสอบความสามารถในการย่อยสลาย  1%  ดีเซลในอาหาร
เหลว  minimum  RCVB  ในภาวะ  chemoheterotroph  พบว่า  G4AS  เป็นกลุ่มเดียวที่สามารถ
ย่อยสลาย  1%  ดีเซลได้สูงสุด  77.81 ± 3.09  เปอร์เซ็นต์  ในระยะเวลา  14  วัน ในขณะที่กลุ่มอ่ืน
มีความสามารถในการย่อยสลายน้อยกว่า  50  เปอร์เซ็นต์  (แสดงดังตารางที่  4.2)  และเมื่อคัดกรอง
แบคทีเรียสายพันธุ์เดี่ยวจากกลุ่ม  G4AS  พบว่าสายพันธุ์  AS85  สามารถย่อยสลาย  1%  ดีเซลได้
สูงสุด  คือ  79.69 ± 6.51  เปอร์เซ็นต์  ในขณะที่ชุดควบคุมพบดีเซลลดลงเพียง  14.34 ± 5.83  
เปอร์เซ็นต์เท่านั้น    สายพันธุ์  AS85  เป็นแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตะกอนของระบบบ าบัดน้ าเสีย
โรงงานอุตสาหกรรมสีย้อม  หลังจากถ่ายเชื้อ  2  ครั้ง  ในอาหาร  minimum  RCVB  เสริมด้วย  
0.5%  ดีเซลเพ่ือปรับสภาวะการย่อยสลายของเชื้อ  พบว่า  สามารถย่อยสลาย  1%  ดีเซล  ได้ถึง         
88.28 ± 1.53  เปอร์เซ็นต์  ที่ระยะเวลา  14  วัน  ในขณะที่ดีเซลในชุดควบคุมพบดีเซลลดลงเพียง  
21.87 ± 4.04  เปอร์เซ็นต์    ในงานวิจัยนี้คัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงจากแอกทิเวเทดสลัดจ์
และสามารถย่อยสลาย  1%  ดีเซลได้เป็นครั้งแรก  การคัดแยก  PNSB  จากแอกทิเวเทดสลัดจ์เคยมี
รายงานมาแล้ว  เช่น  Liang  และคณะ  (2010)  คัดแยก  Rhodopseudomonas  palustris        
4  สายพันธุ์   จากแอกทิเวเทดสลัดจ์ของระบบบ าบัดน้ าเสีย  เพ่ือศึกษาความสามารถในการสะสม   
พอลิฟอสเฟต  โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีความเข้มข้นของฟอสฟอรัสแตกต่างกัน          
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พบว่า  Rhodopseudomonas  palustris  สายพันธุ์  G11  สามารถสะสมพอลิฟอสเฟตได้  13-15  
เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักเซลล์แห้ง  ภายใต้ภาวะ  photoheterotroph    Schott  และคณะ  (2010)    
คัดแยก  Thiocapsa  sp.  สายพันธุ์  KS1  และ  Rhodopseudomonas  sp.  สายพันธุ์  LQ17  
จากแอกทิเวเทดสลัดจ์ของระบบบ าบัดน้ าเสียจากเมืองคอนสแตนซ์ประเทศเยอรมนี  พบว่าสายพันธุ์  
KS1  สามารถออกซิไดซ์ไนไตรท์ความเข้มข้น  1  mM  เป็นไนเตรตได้ทั้งหมด  ในระยะเวลา  2-3  
วัน  ขณะที่สายพันธุ์  LQ17  ออกซิไดซ์ไนไตรท์ได้น้อยกว่า  60  เปอร์เซ็นต์  ในภาวะไม่มีอากาศ     
มีแสง   ต่อมา  Laocharoen  และ  Reungsang  (2014)  คัดแยก  Rhodobacter  sphaeroides        
สายพันธุ์   KKU-PS5  จากตะกอนสลัดจ์ของระบบบ าบัดน้ าเสียชนิด  Upflow  anaerobic  sludge  
blanket  (UASB)  หรือถังกรองไร้อากาศแบบไหลขึ้น  พบว่าสามารถผลิตไฮโดรเจนได้  1330      
mL-H2  ต่อลิตรของอาหารที่มีมาเลตเป็นแหล่งคาร์บอนและของเสียจากกระบวนการตกผลึกผงชูรส
เป็นแหล่งไนโตรเจนภายใต้ภาวะมีแสง 
 เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการย่อยสลาย  1%  ดีเซลของสายพันธุ์  AS85  กับ
แบคทีเรียและกลุ่มแบคทีเรียชนิดอ่ืนพบว่า  AS85  ย่อยสลายได้สูงสุด  88.28 ± 1.53  เปอร์เซ็นต์ที่
ระยะเวลา  14  วัน  ซึ่งน้อยกว่า  Acinetobacter  baumannii  ที่ย่อยสลาย  1%  ดีเซลได้  99  
เปอร์เซ็นต์  ในระยะเวลา  5  วัน  ที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  (Palanisamy  และคณะ,  2014)  
แต่มีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับ  Pseudomonas  สายพันธุ์  J4AJ  และ  Bacillus subtilis สายพันธุ์  
U-3  ที่คัดแยกจาก  Scirpus  triqueter  ในแหล่งน้ าปนเปื้อนดีเซล  ซึ่ง  Pseudomonas  สาย
พันธุ์  J4AJ  สามารถย่อยสลาย  0.6%  ดีเซลได้  42.55  เปอร์เซ็นต์  และ  59.65  เปอร์เซ็นต์  เมื่อ
ท างานร่วมกับ  Bacillus  subtilis  สายพันธุ์  U-3  ในระยะเวลา  7  วัน  (Zhang  และคณะ,  
2014)        และ  Pseudomonas  aeruginosa  สายพันธุ์  Z41  ซึ่งสามารถย่อยสลาย  0.5%  
crude  oil  ได ้ 36.0 - 46.4%  ในระยะเวลา  7  วัน  (Zhang  และคณะ,  2012) 
 จากการทดสอบความสามารถของสายพันธุ์  AS85  ในการย่อยสลาย  1%  ดีเซล  ในภาวะ  
photoheterotroph  พบว่าที่ระยะเวลา  14  วัน  ย่อยสลายดีเซลได้ไม่ดี  นั่นคือเหลือดีเซลมากถึง  
85.64 ± 10.94  เปอร์เซ็นต์  และไม่สามารถย่อยสลายดีเซลได้อีกแม้บ่มถึง  21  วัน   ซึ่งใกล้เคียงกับ
ชุดควบคุมที่พบปริมาณดีเซลเหลืออยู่  94.31 ± 5.65  และ  87.12 ± 9.98  เปอร์เซ็นต์  ในวันที่  
14  เเละ  21  ตามล าดับ  ประสิทธิภาพในการย่อยสลาย  1%  ดีเซลของสายพันธุ์  AS85  ในภาวะ  
photoheterotroph  ไม่ดีเท่ากับภาวะ  chemoheterotroph  หรืออาจกล่าวได้ว่าไม่ย่อยสลายเลย  
อาจเนื่องมาจาก  ในภาวะ  photoheterotroph  แบคทีเรียสังเคราะห์แสง  PNSB  ใช้แสงเป็น  
แหล่งพลังงานและใช้สารประกอบอินทรีย์ขนาดเล็กจ าพวก  มาเลต  ไพรูเวต  ซักซิเนต  แลคเทต  
และ  โพรไพโอเนต  เป็นแหล่งคาร์บอน  (Madigan  และ  Jung,  2009)  นอกจากนี้ ในภาวะ  
photoheterotroph  PNSB  อยู่ในภาวะ  microaerophilic  ซึ่งมีออกซิเจนน้อย  แต่การย่อยสลาย
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สารประกอบไฮโดรคาร์บอนส่วนใหญ่ต้องการออกซิเจน  ดังรายงานของ  Prathiba  และคณะ  
(2014)  กล่าวถึงการย่อยสลาย  0.5%  (v/v)  ดีเซลของ  Pseudomonas  aeruginosa  สายพันธุ์  
PAO1  ว่า  ในภาวะมีอากาศแบคทีเรียย่อยสลายดีเซลได้ถึง  80  เปอร์เซ็นต์  ในขณะที่ภาวะไม่มี
อากาศย่อยสลายได้พียง  60  เปอร์เซ็นต์  ดังนั้นภาวะ  photoheterotroph  จึงไม่เหมาะสมกับการ
ย่อยสลายไฮโดรคาร์บอน 
 เมื่อทดสอบการย่อยสลายดีเซลที่ความเข้มข้นสูงขึ้นคือ  2  3  และ  5  เปอร์เซ็นต์  โดย   
สายพันธุ์  AS85  ในภาวะ  chemoheterotroph  ระยะเวลา  14  วัน  พบว่า  ดีเซลลดลงเหลืออยู่ 
48.04 ± 1.05    56.41 ± 2.41  และ  69.72 ± 4.17  เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ  ในขณะที่ชุดควบคุม
พบปริมาณดีเซลเหลืออยู่   77.56 ± 3.25    79.73 ± 3.33  และ  93.36 ± 1.82  เปอร์เซ็นต์  
ตามล าดับ  ซึ่งแสดงให้เห็นว่า  สายพันธุ์  AS85  ย่อยสลายดีเซลที่ความเข้มข้นสูงได้ไม่ดีนัก  ทั้งนี้เมื่อ
เปรียบเทียบอัตราการเจริญของเชื้อพบว่าที่ความเข้มข้น  5%  ของดีเซล  เชื้อยังมีการเจริญเติบโตได้
ดีอยู่  คือเพ่ิมจาก  108   CFU/มิลลิลิตรเป็น  1010  CFU/มิลลิลิตร  ดังนั้นหากเพ่ิมระยะเวลาการ
ทดลองอาจท าให้การย่อยสลายเพิ่มขึ้นได้ 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของสายพันธุ์  AS85  ในการย่อยสลายน้ ามันชนิดต่างๆ  ที่
ความเข้มข้น  1  เปอร์เซ็นต์  พบว่าสายพันธุ์  AS85  ย่อยสลายไบโอดีเซล  (B100)  จนเหลืออยู่  
30.40 ± 1.51  เปอร์เซ็นต์  ในระยะเวลา  14  วัน  ในขณะที่ชุดควบคุมพบปริมาณไบโอดีเซล
เหลืออยู่มากถึง  95.51 ± 0.13  เปอร์เซ็นต์    ทั้งนี้ไบโอดีเซลเป็นเชื้อเพลิงดีเซลทางเลือกที่ผลิตจาก
วัตถุดิบทดแทนเช่นน้ ามันพืชและไขมันสัตว์  น ามาท าปฏิกิริยาทางเคมี  transesterification  
ร่วมกับเมทานอลจนเกิดเป็นสารเอสเทอร์ที่มีสมบัติใกล้เคียงกับน้ ามันดีเซล  เรียกว่า  ไบโอดีเซล  
(B100)  (Phalakornkule  และคณะ,  2010)    ดังนั้นจึงเกิดการระเหยได้น้อยยืนยันได้จากชุด
ควบคุมที่ยังพบไบโอดีเซลเหลืออยู่มากถึง  95.51 ± 0.13  เปอร์เซ็นต์   และ  PNSB  หลายชนิดมี
ความสามารถย่อยสลายไขมันได้ดี  เช่น   Rhodobacter  sphaeroides  สามารถบ าบัดน้ ามัน
ปนเปื้อนได้  76 เปอร์เซ็นต์ (Tao  และคณะ,  2008)   Rhodopseudomonas palustris  สามารถ
ผลิตไฮโดรเจนโดยมีน้ าเสียที่ปนเปื้อนน้ ามันมะกอกเป็นสารตั้งต้น  (Carlozzi  และคณะ,  2010)  จึง
เป็นเหตุให้  สายพันธุ์  AS85  สามารถย่อยสลายไบโอดีเซลได้ 
 ส่วนการทดสอบการย่อยสลายน้ ามันแก๊สโซลีน  (gasoline)  ได้แก่  E20  E85  G91  G95  
และ  ULG95  ในภาวะ  chemoheterotroph  พบว่าเมื่อทดสอบครบ  7  วัน  ทั้งชุดทดสอบและ
ชุดควบคุมไม่มีน้ ามันเหลืออยู่เลย  ทั้งนี้เนื่องจากส่วนประกอบของน้ ามันแก๊สโซลีนชนิดต่างๆ  เกิด
จากการผสมกันของเอทานอล  หรือเอทิลแอลกอฮอล์บริสุทธ์  99.5  เปอร์เซ็นต์  ตามอัตราส่วนที่
แตกต่างกัน  เช่น  แก๊สโซฮอล์  E20  มีส่วนผสมของเอทานอลไม่เกินร้อยละ  20  และไม่ต่ ากว่า    
ร้อยละ  19 กับน้ ามันแก๊สโซลีนพ้ืนฐานร้อยละ 80 โดยปริมาตร   น้ ามันแก๊สโซฮอล์ E85  มีส่วนผสม
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ของเอทานอลร้อยละ  85  กับน้ ามันแก๊สโซลีนพ้ืนฐานร้อยละ  15  โดยปริมาตรหรือมีเอทานอลไม่ต่ า
กว่าร้อยละ 75 (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนแลอนุรักษ์พลังงานกระทรวงพลังงาน  และ  2559)  จาก
ส่วนผสมข้างต้นเป็นปัจจัยหนึ่งที่ท าให้น้ ามันต่างๆ  ระเหยได้ง่าย  และจาก  GC  โครมาโตแกรมของ
น้ ามันแก๊สโซลีนชนิดต่างๆ  พบว่าช่วงเวลาที่พบพีกของโครมาโตแกรมอยู่ระหว่าง  นาทีที่  1-10  ซึ่ง
เป็นพีกของไฮโดรคาร์บอนอ่ิมตัวชนิดระเหยง่าย  (Zhang  และคณะ,  2014)   
 แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสายพันธุ์  AS85  สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนที่ความเข้มข้น  0.1  
กรัมต่อลิตรได้  โดยพบปริมาณฟีแนนทรีนลดลงเหลือ  21.37 ± 6.39  เปอร์เซ็นต์  ในเวลา  14  วัน  
ซึ่งแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  (p≤ 0.05)  จากชุดควบคุม  ที่พบไพรีนเหลืออยู่  77.93 ± 12.91  
เปอร์เซ็นต์  ในเวลา  14  วัน  มีรายงานการย่อยสลาย  PAHs  โดย  Rhodopseudomonas  
palustris  สายพันธุ์  CQV97  ที่สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนเข้มข้น  50  มิลลิกรัมต่อลิตรได้        
50  เปอร์เซ็นต์  ในระยะเวลา  10  วัน  ในภาวะ  photoheterotroph  (Zhao  และคณะ,  2011 )    
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียชนิดอ่ืนเช่น   Burkholderia  fungorum  ย่อยสลายไพรีน  5  มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ได้  98.6 ± 1.9  เปอร์เซ็นต์  ในระยะเวลา  20  วัน  และ   Mycobacterium  gilvum  
ย่อยสลายไพรีน  5  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  99.9 ± 0.1  เปอร์เซ็นต์   ในระยะเวลา  16  วัน  
(Darmawan  และคณะ,  2015) 
 จากการทดสอบข้างต้นพบว่า  AS85  สามารถย่อยสลาย  1%  ดีเซลในอาหารเหลว  
minimum  RVCB  ได้จึงได้ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลาย  1%  ดีเซลของแบคทีเรียสาย
พันธุ์  AS85  ในน้ าตัวอย่างจากคลองรังสิตประยูรศักดิ์  ในภาวะ  chemoheterotroph  ผลแสดงว่า
แบคทีเรียสายพันธุ์  AS85  และแบคทีเรียประจ าถิ่นในน้ าตัวอย่างสามารถย่อยสลายดีเซล  และลดค่า  
COD  BOD  ไนโตรเจน  และฟอสฟอรัส  ได้ในระยะเวลา  14  วัน  และสามารถย่อยสลายดีเซลได้  
79.68 ± 1.58  เปอร์เซ็นต์  อย่างไรก็ตามการเติม  AS85  เพียงชนิดเดียว  (น้ าตัวอย่างปลอดเชื้อ)  มี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้อยกว่า  คือ  57.49 ± 1.20  เปอร์เซ็นต์  ในขณะที่ชุดควบคุมไม่
ปลอดเชื้อพบปริมาณดีเซลลดลง  14.44 ± 6.48  เปอร์เซ็นต์  และชุดควบคุมปลอดเชื้อดีเซลลดลง  
10.03 ± 4.38  เปอร์เซ็นต์  
 จากการวิเคราะห์ค่า  COD  BOD  ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสพบว่าสายพันธุ์   AS85  
สามารถลดค่าต่างๆ  ได้  59.41  10.42  91.58  และ  51.38  เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ  มีรายงาน
จ านวนมากที่แสดงว่า  PNSB  สามารถใช้ฟอสเฟตและไนเตรตในน้ าเสียได้  (Lu  และคณะ,  2013,  
Hulsen  และคณะ,  2014)    PNSB  สามารถลด  COD  ในภาวะต่างๆ  ได้  เช่น  Hulsen  และ
คณะ  (2014)  พบว่า  PNSB  สามารถลดค่า  COD  ในน้ าเสียจากชุมชนในภาวะไร้อากาศได้
ประมาณ  63  เปอร์เซ็นต์   (ค่าเดิม  526 ± 99  มิลลิกรัมต่อลิตร)  ภายในระยะเวลา  24  ชั่วโมง    
และ Wang  และคณะ  (2016)  ศึกษาความสามารถของ  PNSB สายพันธุ์  Rhodopseudomonas  



 

 

59 

sp. ต่อการบ าบัด  white spirit wastewater  พบว่า  สามารถลดค่า  COD  ได้  76.02  เปอร์เซ็นต์  
(จากค่าเดิม  9100-25,600  มิลลิกรัมต่อลิตร)   
 เมื่อพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียสายพันธุ์  AS85  พบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
โคโลนีในภาวะ  photoheterotroph  บนอาหารแข็ง  RCVB  คือ  กลมนูน  ขอบเรียบ  สีแดงเข้ม  
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  0.5-1  มิลลิเมตร  และภาวะ  chemoheterotroph  บนอาหารแข็ง  
RCVB  มีลักษณะโคโลนี  กลมนูน  ขอบเรียบ  สีขาว  ตรงกลางมีสีออกส้ม  ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  
0.5-1  มิลลิเมตร  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ติดสีแกรมลบรูปร่างเป็น
เเท่งสั้นและสามารถเคลื่อนที่ได้   ซึ่งลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีและเซลล์ตรงกับลักษณะ
ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิดไม่สะสมก ามะถัน  (PNSB)    Schott  และคณะ  (2010)  
กล่าวถึงลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์ของ  Rhodopseudomonas  sp.  สายพันธุ์  LQ17  ว่า
เซลล์ติดสีแกรมลบ  รูปแท่ง  มีการเคลื่อนที่  และเมื่อเติบโตในภาวะมีเเสงจะท าให้อาหารเหลวมีสี
ชมพูจนถึงม่วงหรือแดง  ซึ่งสีของอาหารเกิดจากรงควัตถุของ  bacteriochlorophylls  (BChl a)  
หรือ  BChl b  หรือ  carotenoids  ท าให้เห็นสารแขวนลอยของเซลล์เป็นสี  ม่วง  แดง  ส้ม  น้ าตาล
หรือน้ าตาลออกเหลือง  (Madigan  และ  Jung,  2009)  ซึ่งสายพันธุ์  AS85  มีลักษณะเซลล์
แขวนลอยในอาหารเหลวเป็นสีแดงถึงแดงออกม่วงเช่นกันภายใต้ภาวะ  photoheterotroph  แสดง
ดังรูปที่  5.1   
 อย่างไรก็ตาม  แม้สายพันธุ์  AS85  จะแสดงลักษณะเฉพาะในการสร้างรงควัตถุสีแดงและ
ลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลล์ตรงกับลักษณะของ  PNSB  แต่มีแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่สามารถสร้าง      
รงควัตถุสีแดงได้เช่นกัน  เช่น  Rhodococcus  sp.  และ  Serratia  sp.  เป็นต้น  ดังนั้นจึงต้อง
พิสูจน์ยืนยันการเป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงโดยการเพ่ิมจ านวนยีน  puf  (photosynthetic  unit  
forming)  ซึ่ งเป็นชิ้นส่วนดี เอ็นเอที่ประมวลรหัสโปรตีนบริเวณ  photosynthetic  reaction  
center  type  II  ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  (Tank  และคณะ,  2009)    ปัจจุบันพบยีนกลุ่ม  
puf  ทั้งหมด  5  รูปแบบ  โดยที่  pufLM  เป็นยีนอนุรักษ์ในแบคทีเรียสังเคราะห์แสง    pufL  และ  
pufM เป็นยีนที่รู้จักกันมากที่สุด  เนื่องจากมีต าแหน่งที่ไม่แตกต่างกันใน  phototrophic  purple  
bacteria    แต่แตกต่างกันตรงที่ต าแหน่งที่จะให้  cofactors  เข้าไปจับเพ่ือให้เกิดกระบวนการ  
photochemical  raction  (Tank  และคณะ,  2009)    ผลจากการเพ่ิมจ านวน  pufM  ขนาด  
229  คู่ เบส  ด้วยวิธี   PCR  โดยใช้ ไพร์ เมอร์ที่ จ าเพาะคือ  pufM_557F  และ  pufM_750R  
(Achenbach  และคณะ,  2001)  พบว่า  AS85  มีการแสดงออกของยีน  pufM  ทั้งในเซลล์ที่
เพาะเลี้ ยงภายใต้ภาวะ  photoheterotroph  และภาวะ  chermoheterotroph  ในขณะที่  
Escherichia coli  ไม่มียีนดังกล่าว  ยืนยันได้ว่า  สายพันธุ์  AS85  น่าจะเป็นแบคทีเรียสังเคราะห์
แสงจริง  จากนั้นท าการพิสูจน์เอกลักษณ์โดยการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ  16S  rDNA  ขนาด  
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1425bp ของ  PNSB  สายพันธุ์  AS85  เทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลของ  NCBI  
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  พบว่าแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสายพันธุ์  AS85  มีความใกล้ชิด
กับ Rhodopseudomonas  palustris  สายพันธุ์  ATCC  17003  (99%)  (Okamura  และคณะ,  
2009)   
 จากผลการทดลองทั้งหมดสรุปได้ว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงชนิด
ไม่สะสมก ามะถัน  Rhodopseudomonas  palustris  สายพันธุ์  AS85  ได้จากแอกทิเวเทดสลัดจ์
ของระบบบ าบัดน้ าเสียแบบตะกอนเร่งของโรงงานอุตสาหกรรมสีย้อม  ซึ่งสามารถย่อยสลาย  1%  
ดีเซลได้  88.28 ± 1.53  เปอร์เซ็นต์  ในภาวะ  chemoheterotroph  ระยะเวลา  14  วัน เมื่อ
ท างานรว่มกับแบคทีเรียประจ าถิ่นในตัวอย่างน้ าจากคลองรังสิตประยูรศักดิ์ในภาวะเดียวกัน  สามารถ
ย่อยสลาย  1%  ดีเซลได้  79.68 ± 1.58  เปอร์เซ็นต์  ในเวลา  14  วัน  และสามารถย่อยสลาย        
ฟีแนนทรีนได้  78.63 ± 6.39  เปอร์เซ็นต์  ในภาวะ  chemoheterotroph  ระยะเวลา  14  วัน 
 สายพันธุ์  AS85  นับเป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงชนิดแรกที่มีรายงานการย่อยสลาย  1%  
ดีเซลได้และให้ผลการบ าบัดดีเซลในน้ าจืดได้มากถึง  80  เปอร์เซ็นต์  ในเวลา  14  วัน  จึงสามารถ
น าไปประยุกต์ใช้ในการบ าบัดน้ าที่มีการปนเปื้อนดีเซลได้  เนื่องจากแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสามารถ
ใช้ซับสเทรตในการด ารงชีวิตได้หลายชนิดจึงน่าจะยังคงอยู่รอดได้ในสิ่งแวดล้อมหลังจากดีเซลหมดไป  
และเมื่อมีการปนเปื้อนดีเซลซ้ าก็สามารถเจริญเติบโตและย่อยสลายดีเซลได้จึงไม่จ าเป็นต้องเติมเชื้อ
ใหม่อีก  ยิ่งไปกว่านั้นยังไม่มีรายงานเกี่ยวกับยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน  
หรือกลไกการย่อยดีเซลจากแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  จึงน่าสนใจที่จะศึกษาต่อไป 
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ข้อเสนอแนะในงานวิจัย 
 
1.  แอกทิเวเทดสลัดจ์จากโรงงานอุตสาหกรรมที่มีการปนเปื้อนด้วยปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนจ านวน
มากน่าจะเป็นแหล่งที่ดีที่ใช้ในการคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดง  ซึ่งจะท าให้ได้  PNSB  
ที่มีความสามารถย่อยสลายดีเซลได้ดีข้ึน 
2.  การตรึงแบคทีเรียในวัสดุต่างๆ  จะสามารถช่วยให้แบคทีเรียรอดชีวิต  ย่อยสลายสารพิษได้ดีขึ้น
และสามารถใช้ซ้ าได้  ดังนั้นควรทดลองตรึงแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  AS85  และทดสอบใช้บ าบัด
ดีเซล 
3.  หากต้องการย่อยสลายดีเซลความเข้มข้นสูงๆ  เช่น  5%  ดีเซล  อาจเพ่ิมระยะเวลาการย่อยสลาย
ให้สูงขึ้นเนื่องยังมีอัตราการเจริญของเชื้ออยู่ 
4.  ควรศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการย่อยสลายดีเซลหรือปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน  เพ่ือเป็น
ข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาวิถีการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี ยงเชื อ 

 

1  อาหารเลี ยงเชื อเหลว  RCVB  (RCVB  broth)  (Tao  และคณะ,  2008)  

ก. 

กรดมาลิก  (DL-malic  acid)      4 กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  (K2HPO4)    0.75 กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  (KH2PO4)    0.85 กรัม 

แอมโมเนียมคลอไรด์  (NH4Cl)      1 กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพตะไฮเดรต  (MgSO4•7H2O)    0.2 กรัม 

กรดบอริก  (H3BO3)       2.8 มิลลิกรัม 

ไดโซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต  (Na2MoO4•2H2O)    0.75 มิลลิกรัม 

ซิงค์ซัลเฟตเฮฟตะไฮเดรต  (ZnSO4•7H2O)     0.24 มิลลิกรัม 

แมงกานีส(II)ซัลเฟตเตตระไฮเดรต  (MnSO4•4H2O)    2.1 มิลลิกรัม 

คอปเปอร์(II)ไนเตรตไตรไฮเดรต  (Cu(NO3)2•3H2O)    0.04 มิลลิกรัม 

แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต  (CaCl2•2H2O)    0.75 มิลลิกรัม 

เอทิลีนไดเอมีนเททราอะซีติกแอติก  (EDTA)  (C10H14N2O8Na2•2H2O) 2 มิลลิกรัม 

เฟอรัสซัลเฟตเฮพตะไฮเดรต  (FeSO4•7H2O)    11.8 มิลลิกรัม 

 

ข. 

วิตามินบีหนึ่ง  (Vitamin  B1)      5 มิลลิกรัม 

ไบโอติน  (Biotin)       0.1 มิลลิกรัม 

นิโคตินาไมด์  (nicotinamide)      10 มิลลิกรัม 
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วิธีเตรียม  stock  solution 

 วิตามินบีหนึ่ง  (Vitamin  B1)  ความเข้มข้น  5000  มิลลิกรัมต่อลิตร 

ชั่งวิตามินบีหนึ่ง  50  มิลลิกรัม  ละลายในน้ ากลั่น  1  มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรด้วยแอลกอฮอล์

เข้มข้น  25  เปอร์เซ็นต์  ให้ได้  10  มิลลิลิตร 

 ไบโอติน  (Biotin)  ความเข้มข้น  100  มิลลิกรัมต่อลิตร 

ชั่งไบโอติน  1  มิลลิกรัม  ละลายในน้ ากลั่น  1  มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรด้วยแอลกอฮอล์เข้มข้น  25  

เปอร์เซ็นต์ให้ได้  10  มิลลิลิตร   

 นิโคตินาไมด์  (nicotinamide)  ความเข้มข้น  10000  มิลลิกรัมต่อลิตร 

ชั่งนิโคตินาไมด์  100  มิลลิกรัม  ละลายในน้ ากลั่นและปรับปริมาตรให้ได้  10  มิลลิลิตร 

 ท าการเตรียมสารดังกล่าวตามวิธีข้างต้น  จากนั้นท าให้ปลอดเชื้อโดยการกรองผ่านชุดกรอง

ส าเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตทขนาดช่อง  0.2  ไมโครเมตร  เติมภายหลังการฆ่าเชื้ออาหารส่วน  ก  

ปริมาตร  1  มิลลิลิตรต่ออาหารเลี้ยงเชื้อ  1000  มิลลิลิตร 

 ละลายส่วนผสมในส่วน  ก  ทั้งหมดในน้ ากลั่นปริมาตร  1000  มิลลิลิตร  ปรับค่าความเป็น

กรดด่างเริ่มต้นเท่ากับ  7.0  ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น  1  นอร์มัล  น าไปนึ่ง

ฆ่าเชื้อด้วยไอน้ าที่ความดัน  15  ปอนด์ต่อตารางนิ้ว  อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  15  

นาที  ภายหลังการฆ่าเชื้อ  ตั้งทิ้งไว้จนเย็นลงก่อนเติมส่วนผสมส่วน  ข  (stock  solution)  ถ้า

ต้องการ  สารปฎิชีวนะนิสตาตินความเข้มข้น  200  มิลลิกรัมต่อลิตร  เพื่อป้องกันการเจริญของรา 

2.  อาหารเลี ยงเชื อเหลว  minimum  RCVB   

 เตรียมเช่นเดียวกันกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  RCVB  แต่ตัดกรดมาลิกซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอน

หลักและส่วนผสมในส่วน  ข  ออก  และเสริมด้วยสารสกัดจากยีสต์  (yeast  extract)  0.02  

เปอร์เซ็นต ์

3.  อาหารแข็ง  RCVB  (RCVB  agar) 

 เตรียมอาหาร  RCVB  ส่วน  ก  เติมวุ้น  (bacto  agar)  15  กรัมต่ออาหาร  1  ลิตร  น าไป

นิ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ าที่ความดัน  15  ปอนด์ต่อตารางนิ้ว  อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  

15  นาที  เมื่อฆ่าเชื้อเสร็จแล้วตั้งทิ้งไว้ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ  50-60  องศาเซลเซียส  ก่อนเติม

สารอาหารส่วน  ข  ถ้าต้องการ  เติมสารปฎิชีวนะนิสตาตินความเข้มข้น  200  มิลลิกรัมต่อลิตร  เพ่ือ

ป้องกันการเจริญของรา 
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4.  อาหารเลี ยงเชื อเหลว  Luria-Bertani  (LB  broth) 

ทริปโตน  (tryptone)       10.0 กรัม 

สารสกัดจากยีสต์  (yeast  extract)     5.0 กรัม 

โซเดียมคลอไรด์  (NaCl)       5.0 กรัม 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน้ ากลั่นปริมาตร  1000  มิลลิลิตร  ปรับค่าความเป็นกรดด่าง

เริ่มต้นเท่ากับ  7.5 ± 0.2  ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น  1  นอร์มัล  น าไปนึ่ง

ด้วยไอน้ าทีค่วามดัน  15  ปอนด์ต่อตารางนิ้ว  อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  15  นาที   

5.  อาหารแข็ง  LB  (LB  agar) 

 เตรียมอาหาร  LB  เสริมด้วยวุ้น  (bacto  agar)  15  กรัมต่ออาหาร  1  ลิตร  น าไปนึ่งด้วย

ไอน้ าทีค่วามดัน  15  ปอนด์ต่อตารางนิ้ว  อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  15  นาที   

6.  อาหารเลี ยงเชื อ  Motility  test   

ทริปโตน  (tryptone)       10.0 กรัม 

โซเดียมคลอไรด์  (NaCl)       5.0 กรัม 

Agar           5.0 กรัม 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน้ ากลั่นปริมาตร  1000  มิลลิลิตร  ปรับค่าความเป็นกรดด่าง

เริ่มต้นเท่ากับ  7.5 ± 0.2  ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น  1  นอร์มัล  น าไปนึ่ง

ด้วยไอน้ าทีค่วามดัน  15  ปอนด์ต่อตารางนิ้ว  อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  15  นาที   
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

 

1.  สารละลายโซเดียมคลอไรด์  0.85  เปอร์เซ็นต์ 

 ชั่งโซเดียมคลอไรด์  0.85  กรัม  ละลายในนน้ ากลั่น  100  มิลลิลิตร  น าไปนึ่งด้วย ไอน้ าที่

ความดัน  15  ปอนด์ต่อตารางนิ้ว  อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  15  นาที 

2.  เอทานอลเข้มข้น  70  เปอร์เซ็นต์ 

 ละลายเอทานอลความเข้มข้น  99  เปอร์เซ็นต์  ปริมาตร  700  มิลลิลิตร  ในน้ ากลั่นปลอด

ประจุปริมาตร  300  มิลลิลิตร 

3.  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น  1  นอร์มัล 

 ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์  40  มิลลิกรัม  ละลายในน้ ากลั่น  800  มิลลิลิตร  จากนั้นปรับ

ปริมาตรด้วยน้ ากลั่นเป็น  1000  มิลลิลิตร 

4.  สารละลายไฮโดรคลอริกความเข้มข้น  1  นอร์มัล 

 ตวงกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น  12  นอร์มัล  ปริมาตร  8.33  มิลลิลิตร  ลงในน้ ากลั่น  800  

มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรให้ได้  1000  มิลลิลิตร  (ท าในตู้ดูดควัน) 

5.  สารละลายนิสเตตินความเข้มข้น  40  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 ชั่งนิสเตติน  400  มิลลิกรัม  ละลายในไดเมธิลซัลฟอกไซด์  (DMSO)  10  มิลลิลิตร  ท าให้

ปลอดเชื้อโดยการกรองผ่านชุดกรองส าเร็จรูป  PTFE  ขนาดช่อง  0.22  ไมโครเมตร  เก็บในที่ไม่มี

แสง 

6.  สารละลายฟีแนนทรีนความเข้มข้น  5000  มิลลิกรัมต่อลิตร 

 ชั่งฟีแนนทรีน  100  มิลลิกรัม  ละลายในไดเมธิลซัลฟอกไซด์  (DMSO)  20  มิลลิลิตร  ท า

ให้ปลอดเชื้อโดยการกรองผ่านชุดกรองส าเร็จรูป  PTFE  ขนาดช่อง  0.22  ไมโครเมตร  เก็บในที่ไม่มี

แสง 

7.  สารละลายไพรีนความเข้มข้น  5000  มิลลิกรัมต่อลิตร 

 ชั่งไพรีน  100  มิลลิกรัมละลายในไดเมธิลซัลฟอกไซด์  (DMSO)  20  มิลลิลิตร  ท าให้ปลอด

เชื้อโดยการกรองผ่านชุดกรองส าเร็จรูป  PTFE  ขนาดช่อง  0.22  ไมโครเมตร  เก็บในที่ไม่มีแสง 
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8.  อะกาโรสเจลเข้มข้น  2  เปอร์เซ็นต์ 

ผงอะกาโรสเจล        2 กรัม 

1X  TAE  บัฟเฟอร์       100 มิลลิลิตร 

 ละลายผงอะกาโรสเจลใน  1X  TAE  บัฟเฟอร์  ต้มให้ความร้อนจนผงเจลเข้ากับตัวท า

ละลายเป็นอย่างดี  เทลงในแม่พิมพ์ที่มีช่องใส่ตัวอย่าง  ระวังอย่าให้มีฟองอากาศ  ตั้งทิ้งไว้จนอะกา

โรสแข็งตัว 

9.  บัฟเฟอร์  1X  Tris-acetate  TAE 

Trozma  base        121 กรัม 

กรดอะซีติกเข้มข้น       28.55 กรัม 

สารละลาย  EDTA  เข้มข้น  0.5  โมลาร์     50 มิลลิกรัม 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยน้ าปลอดประจุปริมาตร  300  มิลลิลิตร  แล้วปรับปริมาตรด้วย

น้ าปลอดประจุเป็น  1  มิลลิลิตร  น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ  15  ปอนด์ต่อตารางนิ้ว  อุณหภูมิ  

121  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  15  นาที 

10.  สารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน 

100  bp  DNA  ladder       3 ไมโครลิตร 

6X  loading  dye       1 ไมโครลิตร 

น้ าปลอดประจุ        2 ไมโครลิตร 

ผสมส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน 
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ภาคผนวก ค 

1  การค านวณปริมาณดีเซล  ไบโอดีเซล  (B100)  และเบนซินชนิดต่างๆ  E20  E85  G91  

G95  และ  ULG95 

 ดีเซล  ค านวณปริมาณดีเซลในการทดลองโดยใช้ค่าพ้ืนที่ใต้กราฟที่มีค่าสูงที่สุดทั้งหมด  18  

พีค  ที่เวลา  2.6  3.0  3.5  4.2  5.0  6.0  7.4  9.3  11.4  13.9  16.7  19.6  22.5  25.4  28.3  

31.2  33.8  และ  36.0  นาที  

 ไบโอดีเซล  (B100)    ค านวณปริมาณไบโอดีเซล  (B100)  ในการทดลองโดยใช้ค่าพ้ืนที่ใต้

กราฟที่มีค่าสูงที่สุดทั้งหมด  6  พีค  ที่เวลา  7.6  11.8  17.4  22.2  22.5  และ  23.1  นาที 

 แก๊สโซฮอล์  E20    ค านวณปริมาณแก็สโซฮอล์  E20  ในการทดลองโดยใช้ค่าพ้ืนที่ใต้กราฟ

ที่มีค่าสูงที่สุด  ทั้งหมด  13  พีค  ที่เวลา  2.1  2.4  2.5  2.8  2.9  3.0  3.1  3.2  3.3  3.4  3.7  

3.9  และ  4.2  นาที 

 แก๊สโซฮอล์  E85    ค านวณปริมาณแก็สโซฮอล์  E85  ในการทดลองโดยใช้ค่าพ้ืนที่ใต้กราฟ

ที่มีค่าสูงที่สุด  ทั้งหมด  6  พีค  ที่เวลา  2.1  2.4  2.5  2.8  3.0  และ  3.1  นาท ี

 แก๊สโซฮอล์  G91    ค านวณปริมาณแก็สโซฮอล์  G91  ในการทดลองโดยใช้ค่าพ้ืนที่ใต้

กราฟที่มีค่าสูงที่สุด  ทั้งหมด  16  พีค  ที่เวลา  2.1  2.2  2.41  2.47  2.53  2.56  2.8  2.9  3.0  

3.1  3.3  3.44  3.49  3.7  3.9  และ  4.2  นาที 

 แก๊สโซฮอล์  G95    ค านวณปริมาณแก็สโซฮอล์  G95  ในการทดลองโดยใช้ค่าพ้ืนที่ใต้

กราฟที่มีค่าสูงที่สุด  ทั้งหมด  17  พีค  ที่เวลา  2.1  2.47  2.56  2.6  2.81  2.84  2.9  3.0  3.1  

3.25  3.28  3.3  3.44  3.49  3.7  3.9  และ  4.2  นาที 

 เบนซีน  ULG95    ค านวณปริมาณเบนซีน  ULG  95  ในการทดลองโดยใช้ค่าพ้ืนที่ใต้

กราฟที่มีค่าสูงที่สุด  ทั้งหมด  17  พีค  ที่เวลา  2.1  2.84  2.9  3.0  3.1  และ  3.7  นาท ี
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ภาคผนวก ง 

รูปที่ ง.1  ลักษณะการเจริญของแบคทีเรีย  PNSB  สายพันธุ์  AS85  (Growth  Curve)  ในอาหาร  
RCVB  ภาวะ  photoheterotroph 

 

 

รูปที่ ง.2  ลักษณะการเจริญของแบคทีเรีย  PNSB  สายพันธุ์  AS85  (Growth  Curve)  ในอาหาร  
TSB   ภาวะ  chemoheterotroph 
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ภาคผนวก จ 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ  16S  rDNA  ของสายพันธุ์  AS85  (1425bp) 

0   5’-GCTCAGAGCGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGCGTAGCAATAC   60 

61    GTCAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCTTTTGGTTCGGAACAACACAG    120 

121   GGAAACTTGTGCTAATACCGGATAAGCCCTTACGGGGAAAGATTTATCGCCGAAAGATCG     180 

181   GCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCT     240 

241   GGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGG    300 

301   CAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGA    360 

361   TGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGGGAAGATAATGACGGTACCGCAAGAA     420 

421   TAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTC    480 

481   GGAATCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGTTTCTAAGTCAGAGGTGAAAGCCTGGA    540 

541   GCTCAACTCCAGAACTGCCTTTGATACTGGAAGTCTTGAGTATGGCAGAGGTGAGTGGAA     600 

601   CTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT    660 

661   CACTGGGCCATTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC    720 

721   CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGCCGTTAGTGGGTTTACTCACTAGTGGC     780 

781   GCAGCTAACGCTTAAGCATTTCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAG     840 

841   GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAG    900 

901   AACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCAGGACCGGTCGCAGAGACGTGACCTTCTCTTCGGA     960 

961   GCCTGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG    1020 

1020  TCCCGCAACGAGCGCAACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGA    1080 

1080  GACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTAC   1140 

1141  GGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCTAAGGGGTGACCCTT   1200 

1201  CGCAAATCTCAAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGGGCTCTGCAACTCGAGCCCATGAAGT    1260 

1261  TGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC    1320 

1321  ACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCTTTACCTGAAGACGGTGCGCTAACCAGCAAT    1380 

1381  GGGGGCAGCCGGCCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGAAGTCGT  -3’                         1425 
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ภาคผนวก ฉ 

ตารางท่ี ฉ.1  จ านวนแบคทีเรียสายพันธุ์  AS85  และความสามารถในการย่อยสลาย  1%  ดีเซล  
ในภาวะ  chemoheterotroph   
 

  
   

ระยะเวลา  
(วัน) 

ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ (%) จ านวนแบคทีเรีย  (AS85)   

ชุดควบคุม ชุดทดลอง (AS85)  (logCFU/ml) 

1 95.12 ± 12.65 45.42 ± 6.07 10.267 ± 0.024 

3 92.59 ± 13.11 28.90 ± 4.36 9.937 ± 0.030 

5 83.1  ± 7.36 25.44 ± 1.10 9.855 ± 0.017 

7 79.01  ± 7.92 18.31 ± 1.74 9.349 ± 0.059 

10 79.30  ± 3.07 15.87 ± 0.69 9.301 ± 0.011 

14 78.13 ± 4.04 11.72 ± 1.53 9.048 ± 0.023 

   

  
 
ตารางท่ี ฉ.2  ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ในการย่อยสลาย  1%  ดีเซลในภาวะ  photoheterotroph 
โดยสายพันธุ์  AS85 

 

    

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ (%) 

ชุดควบคุม ชุดทดลอง (AS85) 

0 100.00 ± 7.46a 100.00 ± 0.85a 

14 94.31 ± 5.65ab 85.64 ± 10.94b 

21 87.12 ± 9.98b 86.41 ± 5.05b 
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ตารางท่ี ฉ.3  การย่อยสลายดีเซลที่ความเข้มข้นต่างๆ  และการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเหลว  
minimum  RCVB  ในภาวะ  chemoheterotroph  ระยะเวลา  14  วัน 

        

ปริมาณดีเซล 
(%) 

ปริมาณดีเซลที่เหลืออยู่ (%) จ านวนแบคทีเรีย  (AS85)   

ชุดควบคุม ชุดทดลอง (AS85)  (logCFU/ml) 

2 77.56 ± 3.25 48.04 ± 1.05 9.82 ± 0.02  

3 79.73 ± 3.33 56.41 ± 2.41 9.71 ± 0.02 

5 93.36 ± 1.82 69.72 ± 4.17 10.08 ± 0.04 

  
 

    
 
ตารางท่ี ฉ.4  การลดลงของพารามิเตอร์ต่างๆ   ในการทดสอบการย่อย  1%  ดีเซลในตัวอย่างน้ า
จากคลองรังสิตประยูรศักดิ์   

 
 
 

 

 

 
          

ชุดทดลอง COD BOD 
Total 

Nitrogen 
Total 

Phosphorus 

  0 วัน 14 วัน 0 วัน 14 วัน 0 วัน 14 วัน 0 วัน 14 วัน 

ชุดทดสอบน้ าปลอดเชื้อ+AS85 3003 1219 3600 3225 20.2 1.7 8.68 4.22 

ชุดทดสอบน้ าไม่ปลอดเชื้อ+AS85 3298 403 3900 2175 12.8 1 10.78 1.7 

ชุดควบคุมน้ าปลอดเชื้อ 3298 1943 4424 910 0.6 0.9 0.74 0.43 

ชุดควบคุมน้ าไม่ปลอดเชื้อ 3297 1675 3750 3112 1.4 1.3 0.76 0.37 
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ภาคผนวก ช 

รูปที่ ช.1  GC  โครมาโตแกรม  1%  ดีเซล  ย่อยสลายโดยสายพันธุ์  AS85  ในภาวะ  
chemoheterotroph  วันที่  0 (ก)   และวันที่  1 (ข) 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ข
   

ก
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รูปที่ ช.2  GC  โครมาโตแกรม  1%  ดีเซล  ย่อยสลายโดยสายพันธุ์  AS85  ในภาวะ  
chemoheterotroph  วันที่  14 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
 
รูปที่ ช.3  GC  โครมาโตแกรมไบโอดีเซล  B100 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GC  chromatogram_BioDiesel (B100) 
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รูปที่ ช.4  GC  โครมาโตแกรมเบนชิน  E20 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ ช.5  GC  โครมาโตแกรมเบนชิน  E85 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GC  chromatogram_E20 
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รูปที่ ช.6  GC  โครมาโตแกรมเบนชิน  G91 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ ช.7  GC  โครมาโตแกรมเบนชิน  G95 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GC  chromatogram_G91 

GC  chromatogram_G95 
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รูปที่ ช.8  GC  โครมาโตแกรมของเบนชิน  ULG95 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

GC  chromatogram_ULG95 
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