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บทค ัด ย ่อ ภาษาไทย 

ศุภิศา แหวนทองค้า : บทบาทของแบคทีเรียที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายน า้ม ันดีเซลในดนิแอน
ต า ร์ ก ติ ก ภ า ย ใ ต้ อุ ณ ห ภู ม ิ ต่้ า  (ROLE OF BACTERIA INVOLVED IN DIESEL OIL 
BIODEGRADATION IN ANTARCTIC SOIL UNDER LOW TEMPERATURE) อ .ที่ ป รึ ก ษ า
วิทยานิพนธ ์หลัก: รศ. ดร.อรฤทัย ภิญญาคง {, 155 หน้า. 

ทวีปแอนตาร์กติกาไดร้ับผลกระทบจากกิจกรรมของมนษุย์ทั งทางตรงและทางอ้อม  ซึ่งเป็นสาเหตุ
หลักในการปนเปื้อนสารปโิตรเลียมไฮโดรคาร์บอน เนื่องจากน ้าม ันดีเซลถูกใช้เป็นแหลง่พลังงานหลักภายใน
ทวีป งานวิจัยนี ม ีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาบทบาทของแบคทีเรียประจ้าถิ่นในดินแอนตาร์กติกที่เกี่ยวข้องกบั
การย่อยสลายน ้าม ันดีเซลภายใต้อุณหภูมติ่้า เพื่อใช้ในการบ้าบัดพื นที่หนาวเย็นทีป่นเปื้อนน า้ม ันดีเซล  โดย
ตัวอย่างดินที่ใช้ในงานวิจัยถูกเก็บมาจากภูเขาหลังสถานีวิจัยเกรทวอลล์  ทวีปแอนตาร์กติกา เม ื่อทดสอบ
ประสิทธ ิภาพในการยอ่ยสลายน ้ามนัดเีซลความเขม้ข้น 1% และ 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) โดยสรา้งระบบนเิวศ
จ้าลองดินที่อุณหภูม ิ 15 องศาเซลเซียส พบว่าแบคทีเรียประจ้าถิ่นในดินแอนตาร์กติกมปีระสิทธภิาพในการ
ย่อยสลายน ้าม ันดีเซล เม ื่อเปรียบเทียบระหว่างชุด abiotic control กับ ชุด natural attenuation และ 
biostimulation (ปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัสใหไ้ด้อัตราส่วน  100:10:1) โดยพบวา่
การเติมสารอาหารช่วยเพิ่มประสิทธ ิภาพการย่อยสลายน ้าม ันดีเซลในช่วงแรกของการทดลองเท่านั น  และ
จากการคัดแยกแบคทีเ รียสายพันธ ุ์บริสุทธ ิ์จากระบบนิเวศจ้าลองดินพบว่า  Pseudomonas spp. 
และ Sphingomonas sp. ซึ่งจัดอยู่ใ นคลาส  Gammaproteobacteria และ Alphaproteobacteria มี
ประสิทธภิาพในการย่อยสลายน ้าม ันดีเซล และมีแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากการ
วิเคราะห์ไมโครไบโอมด้วยการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน  16S rRNA และช็อตกันเมตา 
จีโ นมิกส์ พบว่า Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria และ Actinobacteria เป็นแบคทีเรีย
เด่นที่พบในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่เติมน ้าม ันดีเซล  นอกจากนี ผลการศึกษายีนที่เกี่ยวข้องกบั
การย่อยสลายน ้าม ันดีเซล ยังพบยีนทีเ่กี่ยวขอ้งกับการยอ่ยสลายน ้ามนัดีเซลของ Gammaproteobacteria, 
Alphaproteobacteria และ Actinobacteria จึงสรุปได้ว่าแบคทีเรียในคลาสดังกล่าวมีบทบาทส้าคัญใน
การย่อยสลายน ้ามนัดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กตกิภายใต้อุณหภมูติ่้า งานวิจัยนี เป็นงานวิจัยแรก
ที่ศึกษาบทบาทของแบคทีเรียที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายน ้าม ันดีเซลภายใต้อุณหภูมติ่้า  ซึ่งศึกษาถึงปัจจัย
สารอาหาร และความเข้มข้นของน ้าม ันดีเซลต่อการเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรีย  โดยผลที่ได้จะเปน็
ประโยชน์ต่อการศึกษาความสมัพันธแ์ละบทบาทในการท้างานร่วมกันของแบคทีเรีย  เพื่อน้าข้อมลูทีไ่ดไ้ปใช้
ในการบ้าบัดและฟื้นฟูสิง่แวดล้อมทีม่อีุณหภูมติ่้าอยา่งมปีระสิทธภิาพในอนาคตต่อไป  
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BIODEGRADATION IN ANTARCTIC SOIL UNDER LOW TEMPERATURE. ADVISOR: ASSOC. 
PROF. ONRUTHAI PINYAKONG, Ph.D. {, 155 pp. 

Human activities have both direct and indirect effects on Antarctic ecosystem; 
it is the main reason for petroleum hydrocarbon contamination because diesel oil is used 
as the main power source in the area. This work aimed to study the role of indigenous  
bacteria from Antarctic soil involved in diesel oil biodegradation under low temperature. The 
samples were collected from the mountain back from the Great Wall research station, 
Antarctica. The soil microcosms were constructed using 1% and 3% (w/w) diesel  oil as 
substrate under 15°C. When compare abiotic control with natural attenuation and 
biostimulation (adjust C: N: P to 100:10:1), the result showed that indigenous bacteria were 
able to degrade diesel oil. Nevertheless, the addition of nutrient enhanced diesel oil 
biodegradation efficiency at the early stage. The Isolation of pure cultures from soil 
microcosm found that Pseudomonas spp., grouped in Gammaproteobacteria and 
Sphingomonas sp., grouped in Alphaproteobacteria degraded diesel oil and had 
biosurfactant production potential. The results of microbiome analysis using the analysis of 
16S rRNA gene amplicon and shotgun metagenomics showed that Gammaproteobacteria, 
Alphaproteobacteria, and Actinobacteria are predominant in the soil microcosms with diesel 
oil. In addition, the genes involved in diesel oil biodegradation found in the soil microcosms 
were belong to Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, and Actinobacteria. Therefore, 
these bacteria may play an important role in diesel oil degradation in the soil microcosms 
under low temperature. This is the first report that studies the role of bacteria involved in 
diesel oil biodegradation under low temperature; the effects of nutrient and diesel oil 
concentration on bacterial community structure were investigated. The information obtained 
from this study can be used for the better understanding of the role of bacterial community 
and further develop a suitable method for remediation of contaminated site under low 
temperature. 

 

 
Field of Study: Biotechnology 
Academic Year: 2016 
 

Student's Signature   
 

Advisor's Signature   
   

 

 



 ฉ 

 

 

 
ก ิต ต ิก ร ร มประ กา ศ 
 

กิตตกิรรมประกาศ  

 

วิทยานิพนธ์ฉบับนี ส้าเร็จได้ด้วยความช่วยเหลืออย่างดีย่ิงของรองศาสตราจารย์ ดร.อรฤทัย ภิญญา
คง อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ ท่ีกรุณาเก็บตัวอย่างดินเพื่อใช้ในงานวิจัย รวมทั งถ่ายทอดความรู้ ให้ค้าปรึกษา 
ค้าแนะน้าท่ีเป็นประโยชน์ต่องานวิจัย และช่วยตรวจแก้ไขให้วิทยานิพนธ์นี ส้าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี ผู้วิจัยขอกราบ
ขอบพระคุณอย่างสูงไว้ ณ ท่ีนี  

ขอขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.กอบชัย ภัทรกุลวณิชย์ ท่ีให้เกียรติเป็นประธานกรรมการ
สอบป้องกันวิทยานิพนธ์ ตลอดจนให้ความรู้ ค้าแนะน้า และตรวจแก้ไขวิทยานิพนธ์ให้มีความสมบูรณ์ย่ิงขึ น  

ขอขอบพระคุณรองศาสตราจารย์ ดร.สุชาดา จันทร์ประทีป นภาธร และรองศาสตราจารย์ ดร.เบญจ
ภรณ์ ประภักดี เป็นอย่างสูงในความกรุณารับเป็นกรรมการในการสอบป้องกันวิทยานิพนธ์พร้อมทั งให้ค้าแนะนา้
เพื่อปรับปรุงแก้ไขวิทยานิพนธ์ฉบับนี ให้มีความสมบูรณ์ย่ิงขึ น 

ขอขอบคุณโครงการวิจัยขั วโลกตามพระราชด้าริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี 
ท่ีท้าให้มีโอกาสได้ท้างานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับขั วโลกซ่ึงเป็นงานท่ีมคีวามท้าทายและยังมีงานวิจัยไมม่ากนัก 

ขอขอบคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. วโรดม เจริญสวรรค์ ท่ีให้ค้าปรึกษาในด้านชีวสารสนเทศศาสตร์ 

ขอขอบคุณ ดร.พินิตพล พรหมบุตร นักวิจัยศูนย์วิทยาศาสตร์โอมิกส์และชีวสารสนเทศ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ท่ีให้ความช่วยเหลือและค้าปรึกษาในการใช้โปรแกรม MG-RAST 

ขอขอบคุณนางสาวชนกภรณ์ เมืองจินดา ในการเตรียม library เพื่อส่งวิเคราะห์เมตาจีโนมิกส์ และ
คอยให้ค้าปรึกษารวมทั งความช่วยเหลืออย่างดีตลอดมา 

ขอขอบคุณหน่วยปฏิบัติการบ้าบัดมลพิษทาง ส่ิงแวดล้อมโดยชีววิธี ภาคจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และหลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย 

ขอขอบคุณศูนย์ความเป็นเลิศด้านการจัดการสารและของเสียอันตราย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ขอขอบคุณคณาจารย์และเจ้าหน้าท่ีธุรการ ภาควิชาจุลชีววิทยา และหลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ 
คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในความกรุณาอ้านวยความสะดวกในการท้างานวิจัยนี  

ขอขอบคุณเพื่อนและพี่น้องในห้องปฏิบัติการคอยให้ค้าแนะน้า และก้าลังใจตลอดการท้างานวิจัย  

สุดท้ายนี ขอกราบขอบพระคุณบิดามารดา และครอบครัวท่ีให้การสนับสนุน ความช่วยเหลือและเป็น
ก้าลังใจส้าคัญแก่ผู้วิจัย ท้าให้งานวิจัยนี ส้าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 

 



สารบัญ 

  หน้า 

บทคัดย่อภาษาไทย .................................................................................................................................................. ง 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ ............................................................................................................................................ จ 

กิตติกรรมประกาศ................................................................................................................................................... ฉ 

สารบัญ....................................................................................................................................................................... ช 

สารบัญตาราง ............................................................................................................................................................ฐ 

สารบัญรูปภาพ ........................................................................................................................................................ ฒ 

บทท่ี 1 บทน้า........................................................................................................................................................... 1 

1.1 ความเป็นมาและความส้าคัญของปัญหา  ............................................................................................... 1 

1.2 วัตถุประสงค์................................................................................................................................................ 3 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ....................................................................................................................... 4 

1.4 ภาพรวมของงานวิจัย ................................................................................................................................. 4 

บทท่ี 2 ทบทวนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง ........................................................................................ 5 

2.1 แบคทีเรียในสิ่งแวดล้อม............................................................................................................................ 5 

2.2 แบคทีเรียที่เจริญได้ที่ อุณหภูมิต้่า  ............................................................................................................ 5 

2.3 ทวีปแอนตาร์กติกา  .................................................................................................................................... 8 

2.3.1 การรั่วไหลและปนเปื้อนของน ้ามันในทวีปแอนตาร์กติกา  ..................................................... 9 

2.3.2 การปนเปื้อนของน ้ามันในดินแอนตาร์กติก  .............................................................................. 9 

2.3.3 น ้ามันดีเซล ....................................................................................................................................10 

2.4 การบ้าบัดสิ่งแวดล้อมภายในทวีปแอนตาร์กติกาที่ปนเปื้อนน ้ามันโดยทางชีวภาพ  ....................11 

2.4.1 การบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนสารมลพิษตามธรรมชาติ  ..................................................11 

2.4.2  การบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนสารมลพิษโดยการกระตุ้นทางชีวภาพ  ..........................12 

2.4.3  การเติมจุลินทรีย์เพ่ือบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนสารมลพิษ  ............................................12  

 



 ซ 

  หน้า 

2.5 กลไกและวิถีเมแทบอลิซึมในการย่อยสลายน ้ามันดีเซลโดยแบคทีเรีย ..........................................13 

2.5.1 วิถีการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนในน ้ามันดีเซล  ..............................................14 

2.5.1.1 วิถีการย่อยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน  ............................................................14 

2.5.1.2 วิถีการย่อยสลายไซโคลอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน .................................................15 

2.5.1.3 วิถีการย่อยสลายอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน  ...........................................................16 

2.5.1.4 วิถีการย่อยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน  ......................................17 

2.6 ยีนที่เก่ียวข้องในการย่อยสลายสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในน ้า มันดีเซล ..............................18 

2.7 ปัจจัยที่ส่งผลต่อการบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนน ้ามันโดยวิธีทางชีวภาพ .................................20 

2.7.1 ลักษณะของแบคทีเรียย่อยสลายน ้ามันด้วยวิธีทางชีวภาพ ..................................................20 

2.7.1.1 ชนิดของแบคทีเรีย .......................................................................................................20 

2.7.1.2 ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและความไม่ชอบน ้าของ

เซลล์ ...............................................................................................................................22 

2.8 การย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนโดยแบคทีเรียภายใต้อุณหภูมิต้่า  ..............................23 

2.9 การตรวจติดตามการบ้าบัดโดยใช้เทคนิคชีววิทยาโมเลกุลเมตาจีโนมิกส์ 

(Metagenomics) ...................................................................................................................................24 

2.9.1 การวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA...............................................25 

2.9.2 ช็อตกันเมตาจีโนมิกส์ (Shotgun metagenomics) ............................................................27 

บทท่ี 3 วิธีการด้าเนินการวิจัย ............................................................................................................................29 

อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย  ...................................................................................................................................29 

เคมีภัณฑ์ที่ใช้ในงานวิจัย.................................................................................................................................30 

ไพรเมอร์ที่ใช้ในงานวิจัย  .................................................................................................................................32 

วิธีด้าเนินงานวิจัย .............................................................................................................................................33 

3.1 ศึกษาลักษณะสมบัติทางกายภาพ เคมี และชีวภาพของดินแอนตาร์กติก  ...................................33 

3.1.1 ตัวอย่างดินแอนตาร์กติก ............................................................................................................33  

 



 ฌ 

  หน้า 

3.1.2 ศึกษาลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมีของตัวอย่างดินแอนตาร์กติก  .........................34 

3.1.3 ศึกษาลักษณะสมบัติทางชีวภาพของตัวอย่างดินแอนตาร์กติก ...........................................35 

3.1.3.1 ตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียย่อยสลายน ้ามันดีเซลโดยวิธี Most Probable 

Number (MPN)..........................................................................................................35 

3.1.3.2 ตรวจสอบยีนที่เก่ียวข้องในการย่อยสลายน ้ามันดีเซลของตัวอย่างดินแอน

ตาร์กติก .........................................................................................................................35 

3.1.3.2.1 สกัด DNA จากตัวอย่างดินแอนตาร์กติก .............................................35 

3.1.3.2.2 ตรวจสอบความสมบูรณ์ของ DNA ........................................................36 

3.1.3.2.3 ตรวจสอบชิ นส่วน DNA บริเวณ 16S rRNA........................................36 

3.1.3.2.4 ตรวจสอบยีนที่เก่ียวข้องในการย่อยสลายน ้ามันดีเซล .......................37 

3.2 วิเคราะห์บทบาทของแบคทีเรียที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในตัวอย่างดินแอน

ตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า  ....................................................................................................................39 

3.2.1 สร้างระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกปนเปื้อนน ้ามันดีเซลภายใต้อุณหภูมิต้่า  ...........39 

3.2.2 วิเคราะห์ปริมาณน ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ในระบบนิเวศจ้าลองดิน  .......................................41 

3.2.2.1 สร้างกราฟมาตรฐานส้าหรับวิเคราะห์ Gas Chromatography- Flame 

ionization detector (GC-FID) ..............................................................................41 

3.2.2.2 สกัดน ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ในดินด้วยเฮกเซน ..........................................................41 

3.2.2.3 วิเคราะห์อัตราการย่อยสลายน ้ามันดีเซลโดยใช้จลนพลศาสตร์การย่อย

สลายของน ้ามันดีเซล ..................................................................................................42 

3.2.3 คัดแยกและศึกษาลักษณะสมบัติของแบคทีเรียย่อยสลายน ้ามันดีเซลจากระบบ

นิเวศจ้าลองดิน .............................................................................................................................42 

3.2.3.1 คัดแยกและระบุชนิดของแบคทีเรียย่อยสลายน ้ามันดีเซลจากระบบนิเวศ

จ้าลองดิน .......................................................................................................................42 

3.2.3.2 ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายองค์ประกอบของน ้ามันดีเซลของ

แบคทีเรียที่ คัดแยกได้ ..................................................................................................43  

 



 ญ 

  หน้า 

3.2.3.2.1 เตรียมหัวเชื อแบคทีเรีย ............................................................................43 

3.2.3.2.2 ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายองค์ประกอบของน ้ามัน

ดีเซล ............................................................................................................43 

3.2.3.2.3 สกัดและวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบของน ้ามันดีเซลที่

เหลืออยู่จากการย่อยสลาย  .....................................................................44 

3.2.3.3 ศึกษาแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื องต้นและความไม่

ชอบน ้าของเซลล์ทดสอบประสิทธิภาพการสร้างสารลดแรงตึงผิว  .....................45 

3.2.3.3.1 การวัดค่าแรงตึงผิว (Surface tension) ..............................................45 

3.2.3.3.2 การวัดค่าการกระจายน ้ามัน (Oil displacement) ..........................45 

3.2.3.3.3 การวัดค่าดรรชนีอิมัลชัน (Emulsion Index, E24) ..........................45 

3.2.3.3.4 การตรวจสอบความไม่ชอบน ้าของเซลล์ (Hydrophobicity)..........46 

3.2.4 วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงและความสัมพันธ์ของแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดิน  ....46 

3.2.4.1 ตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียในดินด้วยวิธี 
polymerase chain reaction denature gradient gel 

electrophoresis (PCR-DGGE) ..............................................................................46 

3.2.4.2 การโคลนชิ นส่วนผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรสเพ่ือวิเคราะห์และยืนยันผล

ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของแถบ DNA เด่น ....................................................................48 

3.2.4.2.1 ท้าบริสุทธ์ิผลิตภัณฑ์ PCR .......................................................................48 

3.2.4.2.2 โคลนผลิตภัณฑ์ PCR................................................................................48 

3.2.4.2.3 สกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ....................................................................50 

3.2.4.2.4 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ในรีคอมบิแนนท์พลาสมิด .......................50 

3.2.4.2.5 วิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA..................................51 

3.2.4.3 วิเคราะห์ลักษณะและโครงสร้างประชาคมแบคทีเรียทั งหมดด้วยการ

วิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ......................................51  

 



 ฎ 

  หน้า 

3.2.4.4 วิเคราะห์โครงสร้างประชาคมแบคทีเรียทั งหมดและยีนที่เก่ียวข้องกับการ

ย่อยสลายน ้ามันดีเซลภายใต้อุณหภูมิต้่าด้วยเทคนิคช็อตกันเมตาจีโนมิกส์  .....52 

บทท่ี 4 ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง ...............................................................................................................54 

4.1 ลักษณะสมบัติทางกายภาพ เคมี และชีวภาพของตัวอย่างดินแอนตาร์กติก  ...............................54 

4.1.1 ลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมีของตัวอย่างดินแอนตาร์กติก  ....................................54 

4.1.2 ลักษณะสมบัติทางชีวภาพของตัวอย่างดินแอนตาร์กติก ......................................................55 

4.1.2.1 จ้านวนแบคทีเรียทั งหมดและจ้านวนแบคทีเรียย่อยสลายน ้ามันดีเซลใน

ตัวอย่างดินแอนตาร์กติก ............................................................................................55 

4.1.2.2 ยีนที่เก่ียวข้องในการย่อยสลายน ้ามันดีเซลของตัวอย่างดินแอนตาร์กติก  ........55 

4.2 แบคทีเรียที่มีบทบาทเก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในตัวอย่างดินแอนตาร์กติก

ภายใต้อุณหภูมิต้่า ....................................................................................................................................56 

4.2.1 การย่อยสลายน ้ามันดีเซลในตัวอย่างดินแอนตาร์กติกในระบบนิเวศจ้าลองดิน

ภายใต้อุณหภูมิต้่า ........................................................................................................................56 

4.2.2 ลักษณะสมบัติของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิที่คัดแยกได้จากระบบนิเวศจ้าลองดิน  ....61 

4.2.2.1 ชนิดของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิที่คัดแยกได้จากระบบนิเวศจ้าลองดิน

ภายใต้อุณหภูมิต้่า  ........................................................................................................61 

4.2.2.2 ประสิทธิภาพการย่อยสลายองค์ประกอบของน ้ามันดีเซลของแบคทีเรีย

ย่อยสลายน ้ามันดีเซลจากระบบนิเวศจ้าลองดิน ....................................................67 

4.2.2.3 แนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื องต้นและความไม่ชอบน ้า

ของเซลล์ ........................................................................................................................68 

4.2.3 การเปลี่ยนแปลงไปของประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดินภายใต้อุณหภูมิ

ต้่า....................................................................................................................................................70 

4.2.3.1 การเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียในดินจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี PCR-

DGGE .............................................................................................................................70  

 



 ฏ 

  หน้า 

4.2.3.2 ลักษณะและโครงสร้างประชาคมแบคทีเรียทั งหมดจากการวิเคราะห์ล้าดับ

เบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA .................................................................73 

4.2.3.3 ลักษณะและโครงสร้างประชาคมแบคทีเรียทั งหมดและยีนที่เก่ียวข้องกับ
การทนเย็นและการย่อยสลายน ้ามันดีเซลจากการวิเคราะห์ด้วยวิธีช็อตกัน

เมตาจีโนมิกส์ ................................................................................................................79 

4.2.3.3.1 โครงสร้างประชาคมแบคทีเรียทั งหมดในระบบนิเวศจ้าลองดิน

แอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า .............................................................80 

4.2.3.3.2 การวิเคราะห์ยีนที่เก่ียวข้องกับการทนเย็นจากตัวอย่างดินแอน

ตาร์กติกในระบบนิเวศจ้าลองดิน ...........................................................84 

4.2.3.3.3 การวิเคราะห์ยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซลจาก

ตัวอย่างดินแอนตาร์กติกในระบบนิเวศจ้าลองดิน ..............................86 

4.2.3.3.4 การวิเคราะห์ข้อมูลเมตาจีโนมิกส์ด้วยการวิเคราะห์ทางสถิติ ...........90 

บทท่ี 5 บทสรุปและข้อเสนอแนะ ......................................................................................................................96 

บทสรุป ...............................................................................................................................................................96 

ข้อเสนอแนะ  .....................................................................................................................................................98 

รายการอ้างอิง ........................................................................................................................................................99 

ภาคผนวก............................................................................................................................................................. 115 

ภาคผนวก ก สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี ยงเชื อ  ............................................................................. 115 

ภาคผนวก ข สูตรและวิธีการเตรียมสารเคมี ........................................................................................... 117 

ภาคผนวก ค กราฟ....................................................................................................................................... 123 

ภาคผนวก ง ตารางผลการทดลอง ............................................................................................................ 135 

ภาคผนวก จ รูปเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ........................................................................................................ 149 

ภาคผนวก ฉ ล้าดับนิวคลีโอไทด์................................................................................................................ 150 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ ................................................................................................................................ 155 

 



ฐ 
 

 

สารบัญตาราง 

ตารางที่ 2.1 ความเป็นพิษของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนแต่ละชนิด .....................................................10 

ตารางที่ 2.2 ยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในน ้า มันดีเซล  ..................19 

ตารางที่ 2.3 ตัวอย่างแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน  ...............................21 

ตารางที่ 2.4 ตัวอย่างแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนภายใต้อุณหภูมิ

ต้่า..............................................................................................................................................................................23 

ตารางที่ 2.5 ตัวอย่างงานวิจัยที่ใช้วิธีการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA 

จากสิ่งแวดล้อม ......................................................................................................................................................26 

ตารางที่ 2.6 ตัวอย่างงานวิจัยที่ใช้วิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์ในการศึกษา ...................................................27 

ตารางที่ 3.1 ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์  ...........................32 

ตารางที่ 3.2 ระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกปนเปื้อนน ้า มันดีเซล .......................................................40 

ตารางที่ 3.3 องค์ประกอบของพอลิอะคริลาไมด์เจล .....................................................................................47 

ตารางที่ 3.4 แนวทางการเปรียบเทียบทางสถิติด้วยข้อมูลเมตาจีโนมิกส์ควบคู่กับการวิเคราะห์

ประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า  .......53 

ตารางที่ 4.1 สมบัติทางกายภาพและเคมีของตัวอย่างดินแอนตาร์กติก  ....................................................54 

ตารางที่ 4.2 ยีนที่เก่ียวข้องในการย่อยสลายน ้ามันดีเซลโดยใช้ 10 คู่ไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะต่อยีน 

ย่อยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน  ..................................................................................................................56 

ตารางที่ 4.3 การย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่าที่

เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ............................................................................................................57 

ตารางที่ 4.4 การย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่าที่

เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ............................................................................................................58 

ตารางที่ 4.5 ค่าคงที่อัตราเร็วปฏิกิริยาอันดับหนึ่งของการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศ

จ้าลองดินภายใต้อุณหภูมิต้่า  ...............................................................................................................................61 

ตารางที่ 4.6 แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิที่สามารถย่อยสลายน ้ามันดีเซลจากการคัดแยกจากระบบ

นิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า ..............................................................................................63 



 

 

ฑ 

ตารางที่ 4.7 ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA ของสายพันธุ์ SP1...............................................64 

ตารางที่ 4.8 ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA ของสายพันธุ์ SP2...............................................65 

ตารางที่ 4.9 ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA ของสายพันธุ์ SP3...............................................65 

ตารางที่ 4.10 ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA ของสายพันธุ์ EN1............................................66 

ตารางที่ 4.11 ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA ของสายพันธุ์ EN2............................................66 

ตารางที่ 4.12 ผลการวิเคราะห์การเกิดไฮโดรโฟบิกกับเฮกซะเดคเคน ค่าแรงตึงผิว และค่าการ

เกิดอิมัลชันของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิทั ง 5 สายพันธุ.์...........................................................................69 

ตารางที่ 4.13 จ้านวน sequence ที่อ่านได้จากการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 

16S rRNA ของตัวอย่างดินจากระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ..........74 

ตารางที่ 4.14 จ้านวนเบส และ sequence ที่อ่านได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีช็อตกันเมตาจีโน

มิกส์ของตัวอย่างดินจากระบบนิเวศจ้าลองดิน ................................................................................................80 

ตารางที่ 4.15 ยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซลจากการวิเคราะห์ด้วย MG-RAST จาก

ฐานข้อมูล KEGG Orthology.............................................................................................................................90 

 



ฒ 
 

 

สารบัญรปูภาพ 

รูปที่ 2.1 อุณหภูมิมีผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย ........................................................................................... 6 

รูปที่ 2.2 การปรับตัวทางสรีรวิทยาของแบคทีเรียที่เจริญได้ที่อุณหภูมิต้่า  .................................................. 7 

รูปที่ 2.3 ลักษณะภูมิประเทศของทวีปแอนตาร์กติกา ..................................................................................... 8 

รูปที่ 2.4 การย่อยสลายสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนโดยแบคทีเรียในสภาวะที่มีออกซิเจน...............14 

รูปที่ 2.5 วิถีการย่อยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอนในสภาวะที่มีออกซิเจน  ..........................................15 

รูปที่ 2.6 วิถีการย่อยสลายไซโคลอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอนในสภาวะที่มีออกซิเจน ...............................16 

รูปที่ 2.7 วิถีการย่อยสลายอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในสภาวะที่มีออกซิเจน  .........................................16 

รูปที่ 2.8 วิถีการย่อยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในสภาวะที่มีออกซิเจน  ....................18 

รูปที่ 2.9 ภาพรวมของปัจจัยที่เก่ียวข้องกับการบ้าบัดดินปนเปื้อนน ้ามัน  .................................................20 

รูปที่ 2.10 ขั นตอนการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA......................................25 

รูปที่ 3.1 การเก็บตัวอย่างดินแอนตาร์กติก ......................................................................................................34 

รูปที่ 3.2 แผนที่บริเวณเก็บตัวอย่างดินแอนตาร์กติก บริเวณภูเขาหลังสถานีวิจัยเกรทวอลล์  ..............34 

รูปที่ 3.3 ระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกปนเปื้อนน ้า มันดีเซล  .............................................................40 

รูปที่ 4.1 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์

กติกที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) .................................................................................................58 

รูปที่ 4.2 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์

กติกที่เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) .................................................................................................59 

รูปที่ 4.3 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของอาหารเลี ยงเชื อเหลว MSM ภายหลังการย่อยสลายน ้ามัน

ดีเซล 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิ SP1 SP2 และ SP3 .......................62 

รูปที่ 4.4 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของอาหารเลี ยงเชื อเหลว MSM ภายหลังการย่อยสลายน ้ามัน

ดีเซล 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิ EN1 และ EN2................................62 

รูปที่ 4.5 ประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซล 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ฟีแนนทรีน 50 
มิลลิกรัม/ลิตร เตตระเดกเคน และเฮกซะเดกเคน 500 มิลลิกรัม/ลิตร ของแบคทีเรียสายพันธุ์

บริสุทธ์ิ ทั ง 5 สายพันธุ์.........................................................................................................................................67 



 

 

ณ 

รูปที่ 4.6 โครงสร้างของประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% 

(น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุดการทดลอง natural attenuation ...........................................................................71 

รูปที่ 4.7 โครงสร้างของประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% 

(น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุดการทดลอง biostimulation ......................................................................................72 

รูปที่ 4.8 ผลการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ระดับคลาสในระบบ

นิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ในชุด natural attenuation.......................76 

รูปที่ 4.9 ผลการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ระดับคลาสในระบบ

นิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ในชุด biostimulation..................................77 

รูปที่ 4.10 ผลการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ระดับจีนัสในระบบ

นิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ในชุด natural attenuation.......................78 

รูปที่ 4.11 ผลการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ระดับจีนัสในระบบ

นิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ในชุด biostimulation..................................79 

รูปที่ 4.12 ผลการวิเคราะห์ด้วยวิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์ระดับคลาสในระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติม

น ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ...................................................................................................................82 

รูปที่ 4.13 ผลการวิเคราะห์ด้วยวิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์ระดับคลาสในระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติม

น ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ...................................................................................................................83 

รูปที่ 4.14 ยีนประมวลรหัสโปรตีนที่เก่ียวข้องกับการทนเย็นจากตัวอย่างดินในระบบนิเวศจ้าลอง

ดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า ....................................................................................................................85 

รูปที่ 4.15 ยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซล (แอลเคน 1-โมโนออกซิจีเนส) .........................87 

รูปที่ 4.16 ยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซล (แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส) ...............................88 

รูปที่ 4.17 ยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซล (แอลดีไซด์ดีไฮโดรจีเนส ) ..................................88 

รูปที่ 4.18 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติโดยเปรียบเทียบปัจจัยน ้ามันดีเซลต่อประชาคมแบคทีเรียใน

ระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า  ...................................................................................91 

รูปที่ 4.19 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติโดยเปรียบเทียบปัจจัยความเข้มข้นของน ้ามันดีเซลต่อ

ประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า ..........................................92 

รูปที่ 4.20 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติโดยเปรียบเทียบปัจจัยสารอาหารต่อประชาคมแบคทีเรียใน

ระบบนิเวศ จ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า  .................................................................................93 



 

 

ด 

รูปที่ 4.21 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธีการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (PCA) ของปัจจัย

น ้ามันดีเซล ..............................................................................................................................................................94 

รูปที่ 4.22 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธีการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (PCA) ของปัจจัย

ความเข้มข้นน ้ามันดีเซล .......................................................................................................................................94 

รูปที่ 4.23 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธีการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (PCA) ของปัจจัย

สารอาหาร ...............................................................................................................................................................95 



 

 

1 

บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความเปน็มาและความส าคญัของปัญหา 

แบคทีเรียมีบทบาทส้าคัญในสิ่งแวดล้อม โดยเป็นทั งผู้ผลิต ผู้บริโภค และผู้ย่อยสลาย รวมทั ง

มีบทบาทในการหมุนเวียนสารในระบบนิเวศและห่วงโซ่อาหาร ซ่ึงบทบาทของแบคทีเรียขึ น อยู่ กับ
ลักษณะของประชากรจุลินทรีย์ สภาพแวดล้อม และสารอินทรีย์ที่แบคทีเรียย่อยสลาย (Fenchel 
และคณะ, 2012) แบคทีเรียมีความหลากหลายทางชีวภาพมากกว่าพืชและสัตว์ เนื่องจากเป็นสิ่งมีชีวิต

ที่มีการวิวัฒนาการมาอย่างยาวนานและต่อเนื่อง ท้าให้สามารถอาศัยอยู่ในสิ่งแวดล้อมที่หลากหลายได้ 
ทั งในน ้า อากาศ และดิน รวมถึงสามารถด้ารงชีวิตและเจริญได้ในสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมกับ

สิ่งมีชีวิต เช่น แบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิต้่าเจริญได้ ในสภาพแวดล้อมที่มีอุณหภูมิต้่ากว่า -5 องศา
เซลเซียส (Boudouresque และคณะ , 2015) เช่น ในทวีปแอนตาร์กติกา ซ่ึงปกคลุมด้วยน ้าแข็ง 
99.6% ทั่วทั งทวีป มีอากาศที่หนาวเย็น รวมถึงฤดูกาลที่แปรปรวน โดยอุณหภูมิเฉลี่ยในฤดูร้อนอยู่

ระหว่าง 0 องศาเซลเซียส ถึง -30 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิเฉลี่ยในฤดูหนาวอยู่ระหว่าง -15 องศา
เซลเซียส ถึง -65 องศาเซลเซียส (Bockheim, 2015) ดังนั นแบคทีเรียที่เจริญได้ในทวีปแอนตาร์กติกา

จะเป็นแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิต้่าหรือทนอุณหภูมิต้่า ซ่ึงอุณหภูมิที่ เหมาะสมส้าหรับการเจ ริญ คือ 
≤15 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุดที่แบคทีเรียเหล่านี เจริญได้คือ ≤20 องศาเซลเซียส (D'Amico 
และคณะ, 2006) 

แบคทีเรียที่พบบริเวณทวีปแอนตาร์กติกามีความสามารถในการปรับตัวให้เจริญได้ในอุณหภูมิ
ต้่า โดยผลิตกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเพ่ือเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ ช่วยลดการเรียงตัวกันแน่น

เม่ืออยู่ในสภาพแวดล้อมที่มีอุณหภูมิต้่า (Chintalapati และคณะ , 2004) เอนไซม์ที่ เก่ียวข้องใน
กระบวนการถอดรหัสและแปลรหัส รวมถึงเอนไซม์ที่ช่วยในการม้วนพับของโปรตีนก็มีการปรับตัวให้
ท้างานได้ดีในอุณหภูมิต้่า (Lim และคณะ, 2000) รวมทั งมีการผลิตโปรตีนต้านการเยือกแข็งป้อ งกัน

ไม่ให้เกิดผลึ กน ้า แข็ งทิ่มแทง เซลล์ ให้ เ กิด อันตรา ย และนอกจากนี เอก โซพอลิ แซ็กค า ไร ด์  
(exopolysaccharides) ยังมีบทบาทส้าคัญในการป้องกันการเสียสภาพของโปรตีนอีกด้วย (Nichols 

และคณะ, 2005) 
แบคทีเรียที่เจริญได้ในอุณหภูมิต้่ายังมีอีกหนึ่งบทบาทท่ีน่าสนใจ คือบทบาทในการย่อยสลาย

สารประกอบไฮโดรคาร์บอน เนื่องจากในทวีปแอนตาร์กติกามีการใช้น ้ามันเป็นแหล่งพลังงาน รวมถึง  

มีการปนเปื้อนจากกิจกรรมของมนุษย์ เช่น สถานีวิจัย การประมง การท่องเที่ยว ซ่ึงกิจกรรมเหล่านี 
ต้องอาศัยการขนส่ง ซ่ึงใช้น ้ามันดีเซลเป็นแหล่งพลังงาน (Vázquez และคณะ, 2008) น ้ามันดีเซล 
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เป็นผลิตภัณฑ์เชื อเพลิงที่ได้จากการกลั่นล้าดับส่วนของน ้า มันดิบโดยให้ความร้อนในช่วงอุณหภู มิ 
150-400 องศาเซลเซียส (Vendeuvre และคณะ, 2005) น ้ามันดีเซลเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน 

ซ่ึงประกอบด้วย แอลเคน ได้แก่ อะลิฟาติกแอลเคน และไซโคลแอลเคน ประมาณ 71.7% และ 
อะโรมาติกประมาณ 28.3% (Tobias และคณะ , 2001) วิธีการบ้าบัดสิ่งแวดล้ อมที่ปน เ ปื้ อน

สารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่เหมาะสมกับทวีปแอนตาร์กติกา คือ วิธีการบ้าบัดสิ่งแวดล้อมด้วย
กระบวนการทางชีวภาพโดยแบคทีเรีย ซ่ึงมีความปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม ต้นทุนต้่า และไม่ก่อให้เกิด
สารพิษตกค้าง (Chan, 2011) 

อย่างไรก็ตามภายใต้สภาพแวดล้อมที่ หนาวเย็นภายในทวีปแอนตาร์ กติกาส่งผ ล ให้
ประสิทธิภาพของการบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนสารประกอบไฮโดรคาร์บอนด้วยกระบวนการทาง

ชีวภาพลดต้่าลง (Coulon และคณะ, 2005) เนื่องมาจากปัจจัยด้านสิ่งแวดล้อม ได้แก่ ความผันผวน
ของอุณหภูมิ โดยอุณหภูมิมีบทบาทส้าคัญในการควบคุมวิถีเมแทบอลิซึมที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลาย
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนของแบคทีเรีย  (Mohn และ Stewart, 2000) แม้ว่ากระบวนการย่อย

สลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนของแบคทีเรียจะช้าลงที่ อุณหภูมิต้่า แต่หลายองค์ประกอบ ของ
น ้า มันดีเซลก็สามารถถูกย่อยสลายได้โดยแบคทีเรียที่ชอบความเย็นและแบคทีเรียที่ทนความเย็น 

(Baraniecki และคณะ, 2002; Delille, 2000; Eckford และคณะ, 2002) 
 การใช้แบคทีเรียเพียงสายพันธุ์ เดียวในการบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนน ้า มันดีเซลใน
สภาพแวดล้อมจริงเป็นไปได้ยาก เนื่องมาจากการบ้าบัดสิ่งแวดล้อมด้วยกระบวนการทางชี วภาพ

ขึ นอยู่ กับการท้างานร่วมกันของวิถีเมแทบอลิซึมที่เก่ียวข้องในการย่อยสลายน ้า มันดีเซลของกลุ่ม
แบคทีเรีย ซ่ึงเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพของกระบวนการย่อยสลาย  (Janbandhu และ Fulekar, 
2011) โดยแบคทีเรียต่างชนิดกันจะเข้าท้าปฏิกิริยากับสารที่ปนเปื้อนในต้าแหน่งที่แตกต่างกัน หรือใช้

สารตัวกลางที่เกิดจากแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนเพ่ือการย่อยสลายต่อไป นอกจากนี ความหลากหลายของ
ชนิดแบคทีเรียในกลุ่มแบคทีเรียท้าให้สามารถเพ่ิมการอยู่รอดได้มากยิ่งขึ นในสิ่งแวดล้อมที่มีการ

เปลี่ยนแปลงอยู่ตลอดเวลา ดังนั นการใช้กลุ่มแบคทีเรียในการบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนน ้า มันดี เซล
จึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจ (He และคณะ, 2013) นอกจากชนิดของแบคทีเรียแล้ว ยังมีปัจจัยอ่ืน ๆ  
ที่มีผลต่อการย่อยสลายน ้ามันดีเซล เช่น การเติมสารอาหารเป็นอีกวิธีหนึ่งที่ท้าให้การย่อยสลายน ้า มัน

ดีเซลมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ น โดยแบคทีเรียต้องการสารอาหารเพ่ือน้าไปสร้างส่วนประกอบของ
เซลล์และสร้างพลังงาน เนื่องจากดินในทวีปแอนตาร์กติกามีสารอาหารน้อยมาก เม่ือมีน ้า มันปนเปื้อน

ท้าให้อัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัสเปลี่ยนแปลงไปจากอัตราส่วน 100:10:1  
ซ่ึงเป็นอัตราส่วนที่ดีที่สุดในการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอน (Ron และ Rosenberg, 2010) 
ความเข้มข้นของน ้า มันเป็นอีกปัจจัยที่ มีผลต่อการย่อยสลายของแบคทีเรีย หากมีความเข้มข้ นของ

น ้ามันมากเกินพอ ส่งผลให้แบคทีเรียย่อยสลายน ้ามันได้ช้าลงและเกิดการสะสมสารมลพิษภายใน เซลล์ 
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ท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรีย และเนื่องจากองค์ประกอบหลายชนิดในน ้า มัน ดี เซล
ย่อยสลายได้ยากและใช้เวลานาน แบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภา พอาจ

ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้า มันดีเซล โดยท้าหน้าที่เพ่ิมความสามารถในการละลายของ
สารที่ละลายน ้าได้น้อย ท้าให้องค์ประกอบของน ้า มันดีเซลสามารถขนส่งเข้าสู่ เซลล์ได้อย่างรวดเร็ว  

(Lee และคณะ, 2006) และนอกจากนี  ความชื น ค่าความเป็นกรดด่าง และปริมาณออกซิเจนในดิน 
จะช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในดินให้สมบูร ณ์
และรวดเร็วยิ่งขึ น ดังนั นการศึกษาความสัมพันธ์ของปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม การปรับตัวของแบคทีเรีย  

และบทบาทต่าง ๆ ของแบคทีเรียจึงมีความส้าคัญ 
อย่างไรก็ตามงานวิจัยที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลด้วยแบคทีเรียภายใต้อุณหภูมิ

ต้่าในปัจจุบันยังมีไม่มากนัก รวมถึงยังขาดความเข้าใจในความสัมพันธ์ของแบคทีเรียและบทบาทการ
ท้างานร่วมกันของแบคทีเรียเพ่ือย่อยสลายน ้ามันดีเซล จากเหตุผลดังกล่าวงานวิจัยนี จึงมุ่งเน้น
การศึกษาบทบาทและความสัมพันธ์ของแบคทีเรียที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลในดินแอน

ตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า โดยศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซลที่ความเข้มข้นแตก ต่าง
กันของแบคทีเรียประจ้าถิ่นในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า ควบคู่กับ

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดิน โดยศึกษาทั ง 2 วิธี คือ 
วิธีการที่อาศัยการเพาะเลี ยง ได้แก่ คัดแยกและระบุชนิดแบคทีเรียที่ มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
น ้ามันดีเซลจากระบบนิเวศจ้าลองดิน รวมทั งทดสอบความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

เบื องต้น และทดสอบความสามารถในการย่อยสลายองค์ประกอบของน ้า มันดีเซล และวิธีการที่ ไม่
อาศัยการเพาะเลี ยง ได้แก่ ศึกษาโครงสร้างประชาคมแบคทีเรียเด่นด้วยวิธี polymerase chain 
reaction-denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) วิ เคร า ะ ห์ ล้ า ดับ เบ ส ข อ ง  

แอมพลิคอนของยีน 16S rRNA และติดตามการเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรียและยีนต่าง ๆ ที่เก่ียวข้อง
กับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลด้วยเทคนิคช็อตกันเมตาจีโนมิกส์ เพ่ือน้าข้อมูลที่ได้ไปใช้ในการบ้า บัด

และฟ้ืนฟูสิ่งแวดล้อมที่มีอุณหภูมิต้่าอย่างมีประสิทธิภาพในอนาคตต่อไป 

1.2 วัตถุประสงค ์

1) ทดสอบประสิทธิ ภา พการย่ อยสลา ยน ้า มัน ดี เซลของแบคทีเรี ยประจ้าถิ่ น ใน ดิน  

แอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า 
2) ศึกษาบทบาทของแบคทีเรียที่ เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลในดินแอนตา ร์ก ติก

ภายใต้อุณหภูมิต้่า 
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1.3 ประโยชนท์ีค่าดวา่จะไดร้บั 

 ทราบบทบาทของแบคทีเรียที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลและน้าไปปรับปรุง เ พ่ือ

เพ่ิมประสิทธิภาพในการบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนน ้ามันดีเซลภายใต้อุณหภูมิต้่า  

1.4 ภาพรวมของงานวิจยั 

ส่วนที่ 1 : ศึกษาลักษณะสมบัติทางกายภาพ เคมี และชีวภาพของดินแอนตาร์กติก 

 

 

 

 

 

ส่วนที่ 2 : ศึกษาบทบาทของแบคทีเรียที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในดินแอนตาร์กติก

ภายใต้อุณหภูมิต้่า 

 

 

 

 

ตัวอยา่งดนิแอนตารก์ตกิ

ศ ึกษาลกัษณะสมบตัทิางชวีภาพศ ึกษาลกัษณะสมบตัทิางกายภาพ และเคมี

ข้อมูลลกัษณะสมบตัขิองดนิแอนตารก์ตกิเพื่อใชใ้นการออกแบบ

ระบบนเิวศจ  าลองดนิแอนตารก์ตกิภายใตอ้ณุหภูมติ ่ า

ทราบบทบาทของแบคทเีรยีทีเ่กีย่วขอ้งกับการยอ่ยสลายน  ามนัดเีซลในดนิแอนตารก์ตกิภายใตอ้ณุหภมูติ ่ า

ระบบนเิวศจ  าลองดนิแอนตารก์ตกิภายใตอ้ณุหภูมติ ่ า

วิเ คราะหป์รมิาณน  ามนั
ดีเซล

ที่เ หลอือย ู่

ค ัดแยกแบคทเีรยี และทดสอบ
การยอ่ยสลายองคป์ระกอบ

ของน   ามนัดเีซล

ติดตามการเปลีย่นแปลง
ของแบคทเีรยีและยนี
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บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรมและงานวิจยัทีเ่กีย่วข้อง 

2.1 แบคทีเรยีในสิ่งแวดลอ้ม 

แบคทีเรียมีบทบาทส้าคัญในสิ่งแวดล้อม โดยเป็นทั งผู้ผลิต ผู้บริโภค และผู้ย่อยสลาย และมี

ส่วนร่วมในทุกขั นตอนการเปลี่ยนแปลงของสารอินทรีย์และธาตุอาหาร (Fenchel และคณะ, 2012) 
แบคทีเรียจึงเป็นส่วนส้าคัญในห่วงโซ่อาหาร แม้ในกรณีที่ไม่มีพืชหรือสัตว์ในสิ่งแวดล้อมก็ยังสา มารถ
ด้าเนินกิจกรรมต่อไปได้ บทบาทของแบคทีเรียขึ นอยู่ กับลักษณะประชากรแบคทีเรีย สภาพแวดล้อม 

และสารอินทรีย์ที่แบคทีเรียย่อยสลาย แบคทีเรียอาศัยอยู่ในสิ่งแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงอย่างต่อเนื่ อง
และหลากหลาย เช่น น ้า อากาศ ดิน รวมถึงสามารถด้ารงชีวิตและเจริญอยู่ได้ในสิ่งแวดล้อมที่ ไม่

เหมาะสมกับสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนหรือไม่มีสิ่งมีชีวิตอ่ืนอาศัยอยู่ได้ เช่น แบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิต้่าเจริญ
ได้ในสภาวะที่มีอุณหภูมิต้่ากว่า -5 องศาเซลเซียส เช่น บริเวณขั วโลก แบคทีเรียที่ชอบอุณหภู มิสูง
เจริญได้ในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูงกว่า 105 องศาเซลเซียส เช่น บริเวณภูเขาไฟ แบคทีเรียที่ชอบความ

เค็มเจริญได้ในสภาวะที่มีสารละลายเกลือถึงจุดอ่ิมตัว แบคทีเรียที่ชอบกรดเจริญได้ในสภาวะที่มีความ
เป็นกรดสูง แบคทีเรียที่ชอบด่างเจริญได้ในสภาวะที่มีความเป็นด่างสูง หรือแม้แต่ในแหล่งที่ มีระ ดับ

กัมมันตภาพรังสีสูงจนเป็นอันตรายต่อสิ่งมีชีวิตอ่ืน ก็ยังมีแบคทีเรียที่ทนกัมมันตภาพรังสี เช่น 
Deinococcus sp. อาศัยอยู่ได้ ด้วยเหตุผลนี แบคทีเรียจึงต้องปรับตัว โดยเปลี่ยนแปลงลักษณะ ทาง
สัณฐานวิทยา วิถีเมแทบอลิซึม และสรีรวิทยา ซ่ึงเป็นการพัฒนากลไกการท้างานของเซลล์ให้มีความ

ซับซ้อน สามารถปกป้องและซ่อมแซมตัวเองเพ่ือรับมือกับการเปลี่ยนแปลงเหล่านี  (Bertrand และ

คณะ, 2015) 

2.2 แบคทีเรยีที่เจรญิไดท้ี่อณุหภมูิต่ า 

 อุณหภูมิเป็นหนึ่งปัจจัยส้าคัญที่มีอิทธิพลต่อการเจริญและการอยู่รอดของแบคที เ รี ย  
ภายใต้อุณหภูมิต้่าแบคทีเรียต้องเผอิญกับหลายข้อจ้ากัด เช่น สมบัติการเป็นของไหลของเยื่อหุ้มเซลล์

ที่ลดลง อัตราการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม์ลดลง และการรักษาเสถียรภาพของโครงสร้างเป็นผลให้
ประสิทธิภาพของกระบวนการถอดรหัสและแปลรหัสลดลง เม่ืออุณหภูมิลดต้่าลง การท้างานของเซลล์

ยังคงด้าเนินต่อไปตราบที่เยื่อหุ้มเซลล์ยังคงมีสภาวะเป็นของไหล เม่ืออุณหภูมิลดต้่าลงมากท้าให้ เยื่อ
หุ้มเซลล์แข็งตัวขัดขวางการขนส่งสารอาหาร กระบวนการหายใจ รวมถึงการสร้างพลังงาน  
อย่างไรก็ตามในสภาวะที่อุณหภูมิต้่าส้าหรับโปรคาริโอตแล้ว เซลล์จะไม่ถูกท้าลายแต่จะสามารถด้ารง

อยู่ในสภาวะพักตัว โดยแบคทีเรียที่เจริญอยู่ได้ที่ อุณหภูมิต้่าเรียกว่า ไซโค รไฟล์ (psychrophile) 
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สามารถเจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 6-15 องศาเซลเซียส ดังรูปที่ 2.1 และแบคทีเรียที่ทนต่ออุณหภูมิต้่า
เรียกว่า ไซโครโทเลอแรนท์ (psychrotolerant) สามารถทนต่ออุณหภูมิที่ต้่ากว่า 0 องศาเซลเซียสได้ 

และเจริญได้ดีที่สุดที่ อุณหภูมิ 20-25 องศาเซลเซียส (D'Amico และคณะ, 2006; De Maayer และ
คณะ, 2014) 

 

 
ร ูปที่ 2.1 อุณหภูมิมีผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย; 1 psychrophile, 2 mesophile,  

3 thermophile, 4 extreme thermophile (Normand และคณะ, 2015) 

 แบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิต้่าจะมีช่วงอุณหภูมิในการท้างา นของเอนไซม์ที่แตกต่างจาก

แบคทีเรียปกติ โดยเอนไซม์จะท้างานได้สูงที่สุดในช่วง 15-25 องศาเซลเซียส และจะเสียสภาพ 
เม่ืออุณหภูมิสูงกว่า 25 องศาเซลเซียส เช่น เอนไซม์มาเลตดีไฮโดรจีเนส (malate dehydrogenase)  
เอนไซม์แลคเตตดีไฮโดรจีเนส (lactate dehydrogenase) เอนไซม์ซัคซิเนตดีไฮโดรจีเนส (succinate 

dehydrogenase) เอนไซม์เฮกโซไคเนส (hexokinase) เอนไซม์แอลโดเลส (aldolase) และเอนไซม์
ฟอสโฟกลูโคสไอโซเมอเรส (phosphoglucose isomerase) ซ่ึงเอนไซม์เหล่านี สามารถปรับให้เข้า กับ

อุณหภูมิต้่าโดยเปลี่ยนแปลงโครงสร้างให้มีกรดอะมิโนที่มีขั วมากขึ น เพ่ือเพ่ิมความยืดหยุ่น ส่วน
โครงสร้างทุติยภูมิจะมีการปรับเปลี่ยนสัดส่วนโครงสร้างแบบเกลียวให้สูงขึ น และโครงสร้างแบบแผ่น
ให้ลดลงเพ่ือลดความแข็งเกร็งของเอนไซม์ที่ อุณหภูมิต้่า รวมทั งยังมีสัดส่วนของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวใน

เยื่อหุ้มเซลล์สูง เนื่องจากพันธะคู่ของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวจะช่วยลดการเรียงตัวกันแน่นและท้าให้ เยื่อ
หุ้มเซลล์ยังคงสมบัติการเป็นของไหลเม่ืออยู่ในอุณหภูมิต้่า ในขณะที่แบคทีเรียทั่วไปจะมีกรดไข มัน

อ่ิมตัวมาก ท้าให้เยื่อหุ้มเซลล์กลายสภาพเป็นแว็กซ์ (wax) และไม่สามารถท้างานได้ในอุณหภู มิ ต้่า 
และเนื่องจากสัดส่วนของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวในแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิต้่ามีมาก ท้าให้เกิดควา ม
เปราะบางของเยื่อหุ้มเซลล์ที่ อุณหภูมิห้องจนเกิดการรั่วซึมของสารโมเลกุลขนาดใหญ่ออกนอกเซลล์ 

ดังนั นแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิต้่าจึงไม่เหมาะส้าหรับการเจริญในอุณหภูมิห้อง (Lim และคณะ, 2000) 
นอกจากนี ยังพบยีนประมวลรหัส cold-shock proteins (CSPs) ซ่ึงควบคุมกระบวนการต่าง ๆ  
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ของเซลล์ เช่น กระบวนการถอดรหัส แปลรหัส การม้วนพับโปรตีน และควบคุมความเป็ น  
ของไหลของเยื่อหุ้มเซลล์ (Phadtare, 2004) ในจีโนมของแบคทีเรียที่ เจริญได้ที่ อุณหภูมิต้่า  เช่น  

Desulfotalea psychrophila และ Pseudoalteromonas haloplanktis (Feller, 2013) โดยจะ
ผลิตในระยะ lag phase เพ่ือปรับตัวต่อความเครียดและลดผลกระทบเ ม่ืออุณหภู มิลด ต้่ า ลง  

เม่ืออุณหภูมิลดต้่าลงมากจนน ้าแข็งก่อตัวขึ น ท้าให้เซลล์เกิดออสโมทิคช็อค (osmotic shock) และ
ขาดน ้า แบคทีเรียบางชนิดสามารถทนต่อการแช่แข็งได้ เนื่องจากมี nucleating protein ช่วยในการ
ตกผลึกน ้าแข็งที่อุณหภูมิสูงกว่าจุดเยือกแข็งของน ้า โดยจะหลั่งออกมาภายนอกเซลล์ ท้างานร่วมกับ

โปรตีนต้านการเยือกแข็ง (antifreeze protein) ทีจ่ะจับกับผลึกน ้าแข็งไม่ให้ขยายตัวท่ิมแทงเซลล์ให้
เป็นอันตราย (D'Amico และคณะ, 2006) นอกจากนี เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ (exopolysaccharide) 

ที่แบคทีเรียผลิตออกมา ยังมีส่วนช่วยให้แบคทีเรียอยู่รอดได้ในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม (Nichols 
และคณะ , 2005) โดยส่วนใหญ่จะผลิตจากแบคทีเรียที่เจริญได้ที่ อุณหภูมิต้่า เช่น Alteromonas, 
Pseudoalteromonas, Shewanella และ Vibrio โดยมีรายงานว่าแบคทีเรียทีเ่จริญได้ที่อุณหภูมิต้่า 

Pseudoalteromonas ผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์เพ่ิมขึ นเม่ืออุณหภูมิต้่ากว่าอุณหภูมิที่เหมาะ สม
ส้าหรับการเจริญของแบคทีเรียชนิดนี  ดังนั นเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์อาจมีบทบาทในการป้องกันการ

เยือกแข็ง (cryoprotection) ในสิ่งแวดล้อมที่หนาวเย็น (D'Amico และคณะ, 2006) โดยแบคทีเรียที่
เจริญได้ที่อุณหภูมิต้่าจะมีการปรับตัวทางสรีรวิทยาดังรูปที่ 2.2 
 

 
ร ูปที่ 2.2 การปรับตัวทางสรีรวิทยาของแบคทีเรียที่เจริญได้ที่อุณหภูมิต้่า 

 (De Maayer และคณะ, 2014) 
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2.3 ทวีปแอนตารก์ตกิา 

 ทวีปแอนตาร์กติกาเป็นทวีปที่หนาวเย็นที่สุดในโลก มีลักษณะภูมิประเทศปกคลุมไปด้วย

น ้าแข็ง โดยมีแผ่นน ้าแข็งปกคลุม 99.6% ทั่วทั งทวีป ดังรูปที่ 2.3 โดยอุณหภูมิในฤดูร้อนอยู่ระหว่าง  
0 ถึง -30 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิในฤดูหนาวอยู่ระหว่าง -15 ถึง -65 องศาเซลเซียส (Cassano, 

2013) นอกจากนี ทวีปแอนตาร์กติกายังเป็นทวีปที่ มีกระแสลมแรง ส่งผลให้ อุณหภูมิภายในทวีป 
มีความผันผวน และเนื่องจากอุณหภูมิต้่ามากท้าให้เกิดความแห้งแล้ง โดยมีปริมาณน ้าฝนเฉลี่ย เ พียง 
100 มิลลิเมตร/ปี ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศในทวีปแอนตาร์กติกามีผลโดยตรง

ต่อโลก โดยมีรายงานว่ามีการละลายอย่างรวดเร็วของหิมะและน ้าแข็งเพ่ิมมากขึ นในทุก ๆ ปี ส่งผลให้
ระดับน ้าทะเลสูงขึ น (Dodds, 2012) นอกจากนี สารอาหารในดินแอนตาร์กติกมีปริมาณน้อย โดยมี

คาร์บอนและไนโตรเจนต้่ากว่า 2% และค่าความเป็นกรดด่างอยู่ในช่วง 6-9 (Bockheim, 2015) 
 สภาพแวดล้อมทางชีวภาพของทวีปแอนตาร์กติกาประกอบด้วยสองระบบนิเวศที่แตกต่างกัน
มาก ได้แก่ ระบบนิเวศบก (น ้าจืด ทะเลสาบ และแม่น ้า) และระบบนิเวศทางทะเล โดยพืชและ

จุลินทรีย์จะกระจายตัวอยู่บริเวณพื นดินที่ไม่ถูกปกคลุมด้วยน ้าแข็งบริเวณใกล้ชายฝั่ง  ซ่ึงมีความ
หนาแน่นของประชากรสิ่งมีชีวิตต้่า ส่วนสิ่งมีชีวิตทางทะเลจะกระจายตัวอยู่ทั่วไปและมีความหนาแน่น

ของประชากรสิ่งมีชีวิตสูง เช่น แมวน ้า นกทะเล ซ่ึงอาศัยอยู่ได้ทั งบนบกและในทะเล เนื่องจากความ
หนาแน่นของประชากรสิ่งมีชีวิตสูง และมีความซับซ้อนของระบบนิเวศ ท้าให้ผลกระทบจากกิจกรรม
ของมนุษย์ส่งผลต่อระบบนิเวศทางทะเลมากกว่าระบบนิเวศบก (Convey และ Stevens, 2007) 

 

 
ร ูปที่ 2.3 ลักษณะภูมิประเทศของทวีปแอนตาร์กติกา 

 (Cook และ Storey, 2015) 



 

 

9 

 ทวีปแอนตาร์กติกามีแร่ธาตุและน ้า มันที่ อุดมสมบูรณ์ ท้าให้เหล่านานาประเทศพยายามเข้า
มาครอบครองเพ่ือเก็งก้าไร แต่กิจกรรมทางทรัพยากรแร่ยังเป็นสิ่งต้องห้ามในปัจจุบันเนื่องจากพิธีสาร

คุ้มครองสิ่งแวดล้อมสนธิสัญญาแอนตาร์กติก โดยดินแดนหลายส่วนในทวีปถูกประเทศต่าง ๆ อ้าง
กรรมสิทธิ์ครอบครอง เช่น ประเทศอาร์เจนตินา ชิลี ออสเตรเลีย นิวซีแลนด์ สหราชอาณาจักร  

เป็นต้น และมีศูนย์วิจัยของประเทศต่าง ๆ ตั งอยู่มากมายกว่า 20 ประเทศ จ้านวน 60 แห่ง รวมถึงมี
กิจกรรมการท่องเที่ยว ซ่ึงท้าให้เกิดการปนเปื้อนน ้า มันภายในทวีปแอนตาร์กติกา ส่งผลกระทบต่อ

สิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยู่ในทวีป (Liggett และคณะ, 2015) 

2.3.1 การร ัว่ไหลและปนเปือ้นของน  ามันในทวปีแอนตารก์ตกิา 

 การรั่วไหลของน ้า มันเป็นปัญหาสิ่งแวดล้อมที่ส้าคัญในทวีปแอนตาร์กติกา เนื่องจากน ้า มัน

เป็นเชื อเพลิงที่ใช้กันโดยทั่วไปส้าหรับผู้ประกอบการในระดับชาติและเชิงพาณิชย์ โดยกิจกรรมของ
ผู้ประกอบการส่งผลให้เกิดการรั่วไหลของน ้า มันจากอุบัติเหตุทั งทางบกและทางทะเล  (Baraniecki 
และคณะ, 2002) 

เหตุการณ์น ้ามันรั่วไหลในทวีปแอนตาร์กติกาและบริเวณใกล้เคียงเกิดขึ นหลายเหตุการณ์ เช่น 
ในปี ค.ศ. 1978 เรือ Amoca Cadiz ของประเทศฝรั่งเศสล่มบริเวณใกล้ชายฝั่งแม็กซิโก ส่งผลให้

น ้ามันดิบกว่า 22 ล้านบาเรลรั่วไหลลงสู่มหาสมุทรแอนตาร์กติก (Gundlach และคณะ, 1983) และ
ในปี ค.ศ. 2007 เรือ M/S Explorer ชนแผ่นน ้าแข็งล่มบริเวณ Bransfield Strait ส่งผลให้น ้ามันดีเซล 
178 ลูกบาศก์เมตร น ้ามันเตา 24 ลูกบาศก์เมตร และแก๊สโซลีน 1,200 ลิตร รั่วไหลลงสู่มหา ส มุทร

แอนตาร์กติก (Liggett และคณะ, 2011) 
นอกจากการรั่วไหลของน ้า มันแล้ว การเข้าออกของประชากรภายในและนอกทวีป การใช้

เครื่องจักรที่จ้าเป็นต่อการด้ารงชีวิต กิจกรรมการท่องเที่ยวภายในทวีป และการพัดพาจากพื นที่

ใกล้เคียงที่มีการตั งถิ่นฐานก็มีความเสี่ยงในการปนเปื้อนน ้ามันอีกด้วย 

2.3.2 การปนเปื้อนของน  ามันในดนิแอนตารก์ติก 

 เนื่องจากมีกิจกรรมที่ต้องใช้น ้า มันเป็นแหล่งพลังงานภายในทวีปแอนตาร์กติกา ท้าให้มีการ
ปนเปื้อนน ้ามันในดินเกิดขึ น โดยน ้ามันมีการกระจายตัวในดินอย่างไม่สม้่าเสมอ อาจถูกดูดซับ กับ
อนุภาคดินท้าให้แบคทีเรียในธรรมชาติเข้าถึงได้ยาก ดังนั นจึงท้าให้น ้ามันตกค้างในดินเป็นเวลานาน 

การปนเปื้อนของน ้า มันในทวีปแอนตาร์กติกาจึงมักพบได้ในดิน โดย  Vázquez และคณะ (2008)  
ได้เก็บตัวอย่างดินที่ปนเปื้อนน ้า มันดีเซลบริเวณสถานีวิจัยจูเบนี อาร์เจนตินา ทวีปแอนตาร์ ก ติกา 

พบว่ามีน ้ามันดีเซลปนเปื้อนอยู่ 6 มิลลิกรัม/กรัม น ้าหนักดินแห้ง และพบว่าการปนเปื้อนน่าจะมาจาก
ถังเก็บเชื อเพลิงของสถานีวิจัย Dias และคณะ (2012) ได้เก็บตัวอย่างดินปนเปื้อนน ้า มันดีเซลบริเวณ
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สถานีวิจัยคาร์ลินี ทวีปแอนตาร์กติกา พบว่ามีน ้ามันดีเซลปนเปื้อนอยู่ 10,336 มิลลิกรัม/กิโ ลกรัม 
น ้าหนักดินแห้ง และ Delille และ Coulon (2008) ได้เก็บตัวอย่างดินปนเปื้อนน ้า มันดีเซลบริ เวณ  

Kerguelen Archipelago ทวีปแอนตาร์กติกา พบว่ามีน ้ามันดีเซลปนเปื้อนอยู่ 49 มิลลิกรัม/กรัม 
น ้าหนักดินแห้ง ซ่ึงพบว่าการปนเปื้อนน ้ามันในแต่ละพื นที่จะมีความเข้มข้นของน ้า มันที่แตกต่า งกัน

ขึ นอยู่กับกิจกรรมในแต่ละพื นที่ 

 2.3.3 น  ามันดีเซล 

 จากเหตุการณ์ปนเปื้อนน ้า มันในทวีปแอนตาร์กติกา จะเห็นว่าน ้ามันดีเซลเป็นเชื อเพลิงหลัก

ในทวีปแอนตาร์กติกา  โดยน ้า มันดีเซลเป็นผลิตภัณฑ์เชื อเพลิงที่ได้จากการกลั่นล้าดับส่วนของ
น ้ามันดิบโดยให้ความร้อนในช่วงอุณหภูมิ 150-400 องศาเซลเซียส (Vendeuvre และคณะ, 2005) 

น ้า มันดีเซลเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่มีจ้านวนอะตอม 10 -25 อะตอม ซ่ึงประกอบด้วย 
แอลเคน ได้แก่ อะลิฟาติกแอลเคน (พาราฟิน) และไซโคลแอลเคน (แนฟทีน) ประมาณ 71.7% 
และอะโรมาติกประมาณ 28.3% (Tobias และคณะ, 2001) 

 น ้า มันดีเซลส่งผลกระทบต่อสุขภาพทั งเฉียบพลันและเรื อรัง ซ่ึงระดับความอันตรายต่อ
สุขภาพขึ นอยู่กับความเข้มข้นของน ้า มันดีเซล การแพร่กระจายของคราบน ้ามัน การตกตะกอนน ้ามัน 

และระยะเวลาที่น ้ามันตกค้าง (Philp และคณะ, 2005) โดยน ้ามันดีเซลประกอบด้วยสารประกอบ

ไฮโดรคาร์บอนหลากหลายชนิดซ่ึงมีความเป็นพิษที่แตกต่างกัน ดังแสดงในตารางที่ 2.1 

ตารางที่ 2.1 ความเป็นพิษของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนแต่ละชนิด 

ชนิดของไฮโดรคาร์บอน ความเป็นพิษ 

ไฮโดรคาร์บอนอ่ิมตัว 

- ออกเทน เพนเทน เป็นต้น 

ท้าให้ระคายเคืองเยื่อบุจมูก ผิวหนัง และตา 

ไฮโดรคาร์บอนไม่อ่ิมตัว 

- เอทีลีน โพรพิลีน เป็นต้น 

ไม่มีพิษเฉียบพลันหากได้รับในปริมาณที่ ต้่ากว่า 
31,000 ppm กดระบบประสาทส่วนกลาง  

ท้าลายตับไต และเลือด 

อะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 

- เบนซีน โทลูอีน เป็นต้น 

ท้าให้ระคายเคืองระบบหายใจ ตา และผิวหนัง  
มีผลต่อหัวใจ คลื่นไส้ โลหิตจาง 

พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 

- น ้าหนักโมเลกุลต้่า ได้แก่ แนฟทาลีน 

- น ้าหนักโมเลกุลสูง ได้แก่ ไพรีน 

เป็นพิษเฉียบพลันท้าให้ระคายเคืองผิวหนัง และ

ตา ปวดศีรษะ ก่อมะเร็งแก่อวัยวะ 

ที่มา: กรมควบคุมมลพิษ (2553) 
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2.4 การบ าบดัสิง่แวดล้อมภายในทวปีแอนตารก์ติกาทีป่นเปือ้นน  ามันโดยทางชวีภาพ 

 การปนเปื้อนน ้ามันในทวีปแอนตาร์กติกาถือเป็นปัญหาส้าคัญ และหากเลือกใช้วิธีการบ้าบั ด

สิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนน ้ามันไม่เหมาะสม อาจยิ่งส่งผลกระทบเพ่ิมมากขึ นต่อสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดล้ อม
ได้ เนื่องจากทวีปแอนตาร์กติกามีข้อจ้ากัดมากมาย ความห่างไกลท้าให้การน้าเข้าของเครื่องมือที่ใช้ใน

การบ้าบัดเป็นไปได้ยาก ยิ่งไปกว่านั นสิ่งมีชีวิตต่างถิ่นยังถูกห้ามน้าเข้าตามสนธิสัญญาแอนตา ร์ก ติก  
(Beeby, 1991) ดังนั นวิธีบ้าบัดทางชีวภาพจึงเป็นวิธีที่เหมาะสมที่สุดส้าหรับทวีปแอนตาร์กติกา 
 วิธีการบ้าบัดทางชีวภาพเป็นวิธีที่ใช้สิ่งมีชีวิตเช่น แบคทีเรีย รา ยีสต์ และสาหร่าย ในการย่อย

สลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอน โดยสิ่งมีชีวิตเหล่านี จะใช้สารปร ะกอบไฮโดรคาร์บอน ใน
กระบวนการเมแทบอลิซึม ส่งผลให้สารประกอบไฮโดรคาร์บอนมีความเป็นพิษน้อยลงหรือหมดความ

เป็นพิษไป โดยสามารถแบ่งออกได้ 3 วิธี ได้แก่ การบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนสารมลพิษตาม
ธร รมชา ติ  (natural attenuation) กา รบ้ า บั ดสิ่ ง แ วดล้ อมที่ ปน เปื้ อนสา รมล พิษโดย ก า ร  
กระตุ้นทางชีวภาพ (biostimulation) และการเติมจุลินทรีย์เพ่ือบ้าบัดสารมลพิษในสิ่งแวดล้อม 

(bioaugmentation) (Dash และ Das, 2014) 

 2.4.1 การบ าบัดสิง่แวดล้อมทีป่นเปือ้นสารมลพษิตามธรรมชาติ 

 การบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนสารมลพิษตามธรรมชาติเป็นกระบวนที่เกิดขึ นได้เองตาม
ธรรมชาติในพื นที่ท่ีมีการปนเปื้อนสารมลพิษ โดยมีกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพโดยจุลินทรีย์ใน
สิ่งแวดล้อม ท้าให้ความเป็นพิษของสารมลพิษลดลงหรือหมดไป 

จากรายงานของ Stallwood และคณะ (2005) ได้ศึกษาการย่อยสลายน ้า มันดีเซลความ
เข้มข้น 1% (น ้าหนัก/น ้าหนักดินแห้ง) โดยใช้ดินที่เก็บจากเกาะซิกนี ทวีปแอนตาร์กติกา บ่มที่อุณหภูมิ 
4 อ ง ศ า เ ซ ล เ ซี ย ส  วิ เ ค ร า ะ ห์ ผ ล ด้ ว ย  Gas Chromatography-Mass Spectrometry  

(GC-MS) เม่ือเวลาผ่านไป 18 สัปดาห์ พบว่าสามารถย่อยสลายไพเทนได้ 30% จากการทดลองสรุปได้
ว่าน ้ามันดีเซลมีการดูดซับกับดินในช่วงแรก หลังจากผ่านไป 4 สัปดาห์ แบคทีเรียประจ้าถิ่นจึงปรับตัว

เข้าย่อยสลายน ้ามันดีเซลได้ 
Ruberto และคณะ (2003) ได้ศึกษาการย่อยสลายน ้า มัน ดี เซลความเข้ มข้น 1.5%  

(น ้าหนัก/น ้าหนัก น ้าหนักดินแห้ง ) โดยใช้ดินที่เก็บจากสถานีวิจัยจูเบนี ทวีปแอนตาร์กติกา บ่มที่

อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เม่ือเวลาผ่านไป 51 วัน พบว่าสามารถย่อยสลายน ้ามันดีเซลได้ 35% เม่ือ

เปรียบเทียบกับชุด abiotic control 
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2.4.2  การบ าบัดสิ่งแวดลอ้มทีป่นเปื้อนสารมลพิษโดยการกระตุ้นทางชวีภาพ  

 การบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนสารมลพิษโดยการกระตุ้นทางชีวภาพ คือการเติมสารอาหาร

ที่เหมาะสม ได้แก่ น ้า สารอาหาร หรือออกซิเจนลงไปในพื นที่ท่ีปนเปื้อนสารมลพิษ เพ่ือกระตุ้นให้
จุลินทรีย์ในธรรมชาติเจริญได้อย่างเหมาะสม สร้างพลังงานและเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับวิถี เมแทบอลิ ซึม

ในการย่อยสลายสารมลพิษ จากรายงานของ Wu และคณะ (2016) ได้ศึกษาวิธีการบ้าบัดแบบ 
bioaugmentation และ  biostimulation ที่มีต่อการย่อยสลายสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนใน
ระบบนิเวศจ้าลองดิน ในชุดการทดลอง bioaugmentation เป็นชุดที่ เติม Acinetobacter SZ-1 

สายพันธุ์ KF453955 ซ่ึงคัดแยกมาจากดินที่ได้รับการปนเปื้อนสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน ส่วนชุด
การทดลอง biostimulation เป็นชุดที่เติมสารอาหารโดยใช้ (NH4)2SO4 และ KH2PO4  ในการปรับ

อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัสให้เท่ากับ 100:10:1 บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา  
10 สัปดาห์ พบว่าวิธี bioaugmentation และ  biostimulation สามารถเพ่ิมการย่อยสลายสาร
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได้ 34% และ 60% ตามล้าดับ ภายหลัง 6 สัปดาห์ 

Ruberto และคณะ (2009) ได้ศึกษาการย่อยสลายน ้ามันดีเซล 2% (ปริมาตร/ปริมาตร) โดย
สร้างระบบนิเวศจ้าลองดิน 2.5 กิโลกรัม และเติมสารอาหารคือ NH4Cl 13.4% (น ้าหนัก/ปริมาตร ) 

และ Na2HPO4 3.13% (น ้าหนัก/ปริมาตร) โดยปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัสให้
เท่ากับ 100:12.9:2.6 บ่มที่อุณหภูมิปกติของทวีปแอนตาร์กติกา เม่ือเวลาผ่านไป 45 วัน พบว่าในชุด
ที่ เติมสารอาหารมีความเข้มข้นของน ้า มันดีเซลลดลง 81% เม่ือเปรียบเทียบกับชุดที่ไม่ได้เติม

สารอาหารพบว่าความเข้มข้นของน ้า มันดีเซลลดลงเพียง 61% จากการทดลองดังกล่าวสามารถสรุป
ได้ว่า ชนิดและความเข้มข้นของสารอาหารมีบทบาทส้าคัญในการกระตุ้นการย่อยสลายน ้า มัน ดีเซล 
ดังนั นวิธีการบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนน ้ามันดีเซลโดยการกระตุ้นทางชีวภาพร่วมกับการเติม

สารอาหารที่เหมาะสม สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการบ้าบัดดินที่ปนเปื้อนน ้ามันดีเซลได้ 

 2.4.3  การ เติมจลุนิทรยีเ์พือ่บ าบัดสิ่งแวดลอ้มที่ปนเปือ้นสารมลพิษ  

 การเติมจุลินทรีย์เพ่ือบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนสารมลพิษคือการเติมจุลินทรีย์สา ย พันธุ์
บริสุทธ์ิหรือกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายสารมลพิษลงไปในพื นที่ท่ีมีการปนเปื้อน 
เพ่ือให้สารมลพิษมีความเป็นพิษน้อยลงหรือสะสมในจุลินทรีย์ (Mrozik และ Piotrowska-Seget, 

2010) 
 Ruberto และคณะ (2010) ได้ศึกษาการย่อยสลายสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน 9566.1

มิลลิกรัม/กิโลกรัม ในระบบนิเวศจ้าลองดิน 20 กรัม ซ่ึงเก็บมาจากสถานีวิจัยจูเบนี ทวีปแอน 
ตาร์กติกา ที่มีรายงานว่ามีการปนเปื้อนน ้ามันดีเซลมาเป็นเวลานาน โดยเติมกลุ่มแบคทีเรีย M10 ซ่ึงมี
แบคทีเรียเด่นอยู่ในแฟมิลี่ Pseudomonadaceae คัดแยกได้จากดินที่ปนเปื้อนน ้ามันดีเซลปริมาณ 6 
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และ 9 log CFU/กรัม บ่มที่อุณหภูมิปกติของทวีปแอนตาร์กติกา ซ่ึงมีการผันผวนตลอดเวลา พบว่า
เม่ือเวลาผ่านไป 60 วัน สารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในชุดที่เติมกลุ่มแบคทีเรีย M10 ปริมาณ 6 log 

CFU/กรัม และ 9 log CFU/กรัม ลดลง 50% และ 57% ตามล้าดับ และสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน
ในชุดที่ไม่ได้เติมกลุ่มแบคทีเรียลดลงเพียง 15% จากการทดลองดังกล่าวสรุปได้ว่า กา รเติมกลุ่ม

แบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้า มันดีเซลสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการบ้าบัด ดินที่

ปนเปื้อนน ้ามันดีเซลได้มากกว่าแบคทีเรียประจ้าถิ่น 

2.5 กลไกและวิถเีมแทบอลซิมึในการยอ่ยสลายน  ามันดีเซลโดยแบคทีเรยี  

 การบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปน เปื้อนสารมลพิษด้วยกระบวน การทางชีวภาพโดย อา ศัย
ความสามารถของแบคทีเรีย จ้าเป็นจะต้องผ่านกระบวนการและอาศัยการท้างานของเอนไซม์ต่าง ๆ 

ในการย่อยสลายและเปลี่ยนแปลงสารมลพิษให้มีความซับซ้อนน้อยลง และช่วยในการเข้าจับกับ
โมเลกุลของสารมลพิษ ซ่ึงแบคทีเรียแต่ละชนิดจะสร้างเอนไซม์ที่แตกต่างกัน และใช้คาร์บอน เป็น
แหล่งพลังงานที่แตกต่างกัน ส่งผลให้เกิดวิถีการย่อยสลายที่หลากหลาย โดยการย่อยสลายน ้ามันดีเซล

ที่เกิดขึ นได้อย่างสมบูรณ์ส่วนใหญ่จะเป็นการย่อยสลายในสภาวะที่มีออกซิเจน ดังนั นออกซิเจนจึงเป็น
ปัจจัยหนึ่งที่มีความส้าคัญในวิถีการย่อยสลายน ้ามันดีเซล 

 โดยเริ่มต้นสารมลพิษจะเกิดกระบวนการออกซิเดชันกับออกซิเจน โดยอาศัยการท้างานของ
เอนไซม์ออกซิจิเนส และเข้าสู่วิถีเมแทบอลิซึมที่จ้า เพาะต่อสารนั น ๆ เกิดสารมัธยันต์ของกระ บวน  
การย่อยสลายโดยวิถี เมแทบอลิซึมหลัก เช่น Tricarboxylic acid cycle (TCA cycle) และเกิด

กระบวนการสังเคราะห์ทางชีวภาพของเซลล์ (biosynthesis) จากสารตั งต้นที่มาจากวิถีเมแทบอลิ ซึม

หลัก เช่น อะซิทิลโคเอ ซัคซิเนท (Acetyl-CoA Succinate) และ ไพรูเวท (Pyruvate) ดังรูปที่ 2.4 
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ร ูปที่ 2.4 การย่อยสลายสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนโดยแบคทีเรียในสภาวะที่มีออกซิเจน 

(Olajire และ Essien, 2014) 

2.5.1 วิถีการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคารบ์อนในน  ามันดเีซล 

 น ้า มันดีเซลเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนประกอบด้วย อะลิฟาติก ไซโคลอะลิฟาติก  
อะโรมาติก และพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน ซ่ึงเป็นสารมวลโลกุลขนาดเล็กและขนาดใหญ่ 
วิถีการย่อยสลายจึงมีความแตกต่างกันเพ่ือให้จ้าเพาะต่อสารมลพิษเป้าหมาย ได้แก่ วิถีการย่อย

สลายอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน วิถีการย่อยสลายไซโคลอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน วิถีการย่อยสลาย  

อะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน และวิถีการย่อยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 

  2.5.1.1 วิถีการยอ่ยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคารบ์อน  

 แอลเคนสายสั นที่ มีโครงสร้างต้่ากว่า C9 จะสามารถระเหยออกไปได้บางส่วน แอลเคนสาย
กลาง C10-C24 จะเกิดการย่อยสลายได้ 2 ทางคือ 

  1) ที่ต้าแหน่งปลาย (terminal) โดยเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันด้วยเอนไซม์แอลเคน  
โมโนออกซิจิเนส ได้ผลิตภัณฑ์เป็นแอลกอฮอล์ปฐมภูมิ จากนั นแอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนสจะออกซิไดซ์
ได้แอลดีไฮด์ และถูกออกซิไดซ์ด้วยแอลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนสได้กรดไขมัน และเข้าสู่วิถีเบต้าออกซิเดชัน  

(β-oxidation cycle) ต่อไป  
  2) ที่ต้าแหน่งถัดจากปลาย (subterminal) แอลเคนถูกออกซิไดซ์เป็นแอลกอฮอล์  

ทุติยภูมิ และถูกออกซิไดซ์ต่อเป็นเมทิลคีโตน (methylketone) และอะซิทิลเอสเทอร์ (acetyl ester) 
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ตามล้าดับ และจะถูกไฮโดรไลซ์โดยเอนไซม์เอสเทอร์เรสได้สาร 2 ตัว คือแอลกอฮอล์ปฐมภูมิและอะซิ
เตท เข้าสู่วิถีเบต้าออกซิเดชัน (β-oxidation cycle) ต่อไป (Fritsche และ Hofrichter, 2008) ดังรูป

ที่ 2.5 

 
ร ูปที่ 2.5 วิถีการย่อยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอนในสภาวะที่มีออกซิเจน 

1 = alkane monooxygenase 2 = fatty alcohol dehydrogenase และ 3 = fatty aldehyde 

dehydrogenase (Olajire และ Essien, 2014) 

  2.5.1.2 วิถีการยอ่ยสลายไซโคลอะลิฟาติกไฮโดรคารบ์อน  

 ไซโคลอะลิฟาติกจะถูกออกซิไดซ์ด้วยเอนไซม์ไซโคลเฮกเซนโมโนออกซิจีเนสได้ไซโคล 
เฮกซานอล จากนั นเอนไซม์ไซโคลเฮกซานอลดีไฮโดรจีเนสเข้าท้าปฏิกิริยาเปลี่ยนเป็นไซโคลเฮกซาโนน 
และเอนไซม์ไซโคลเฮกซาโนนโมโนออกซีจีเนสเข้าท้าปฏิกิริยาได้คาโพรแลคโตน ซ่ึงถูกไฮโดรไลซ์ด้วย  
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คาโพรแลคโตนไฮโดรเลสได้ผลิตภัณฑ์เป็นกรดอะพิดิก (apidic acid) เข้าสู่วิถี เบต้าออกซิเดชัน  

(β-oxidation cycle) ดังรูปที่ 2.6 

 
ร ูปที่ 2.6 วิถีการย่อยสลายไซโคลอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอนในสภาวะที่มีออกซิเจน 
1= cyclohexane monooxygenase 2 = cyclohexanol dehydrogenase  

3 = cyclohexanone monooxygenase 4 = ε-caprolactone hydrolase  

(Olajire และ Essien, 2014) 

  2.5.1.3 วิถีการยอ่ยสลายอะโรมาติกไฮโดรคารบ์อน 

 วิถีการย่อยสลายอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในสภาวะที่มีออกซิเจน ขั นแรกอะโรมาติก

ไฮโดรคาร์บอนถูกออกซิไดซ์โดยเอนไซม์ไดออกซิจีเนส ได้ ซิส-ไดไฮโดรไดออล (cis-dihydrodiol) 
จากนั นเอนไซม์ดีไฮโดรจีเนสจะมาเปลี่ยนเป็นคาทีคอล (catechol) จากนั นคาทีคอลจะเข้าสู่

กระบวนการแตกวงของอะโรมาติกได้ 2 แบบคือ การแตกวงแบบออโธ (ortho-cleavage) และการ
แตกวงแบบเมตา (meta-cleavage) ได้ผลิตภัณฑ์เป็นอะลิฟาติก เ พ่ือเข้าสู่  TCA cycle ต่อไป  

ดังรูปที่ 2.7 

 

 
ร ูปที่ 2.7 วิถีการย่อยสลายอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในสภาวะที่มีออกซิเจน 

(Leja และ Lewandowicz, 2010) 



 

 

17 

2.5.1.4 วิถีการยอ่ยสลายพอลไิซคลกิอะโรมาตกิไฮโดรคารบ์อน 

แบคทีเรียสามารถย่อยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนได้ทั งสภาวะที่มีและไม่มีออก ซิเจน

ด้วยวิถีการย่อยสลายที่แ ตก ต่าง กัน  (รูปที่ 2.8) กลไกการย่อยสลายพอลิ ไซคลิ กอะโ รมา ติก
ไฮ โดรคา ร์ บอนของแบคที เ รี ยในสภา วะ ที่มีออก ซิ เจนเริ่ มจ ากปฏิกิ ริ ยา ไฮดรอก ซิเลชัน 

(hydroxylation) โ ดยอา ศัย ร ะ บบ เอ น ไ ซ ม์ไ ดอ อก ซิจี เนส  (aromatic ring hydroxylating  
dioxygenase; ARHD หรือ RHD) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาเติมออกซิเจน 2 อะตอม ให้กับโมเลกุลคาร์บอน
ที่เป็นพันธะคู่ในวงอะโรมาติกได้ผลิตภัณฑ์เป็น ซิส-ไดไฮโดรไดออล  (cis-dihydrodiol) แล้วถูก

ออกซิไดซ์ด้วยเอนไซม์ดีไฮโดรจีเนส  (dehydrogenase) ในปฏิกิริยารีดักชัน  (reduction) เกิด
ผลิตภัณฑ์เป็นสารตัวกลางที่มีหมู่ไฮดรอกซิล 2 หมู่ (PAHs dihydroxy derivatives) ที่คล้ายคาทีคอล 

(catechol) ซ่ึงจะเป็นสารตั งต้นเพ่ือเข้าสู่กระบวนการแตกวงอะโรมาติก โดยเติมออกซิเจน 2 โมเลกุล
ผ่านทางวิถีการแตกวงแบบออโธหรือเมตา วิถีการแตกวงแบบออโธ (ortho cleavage pathway)  
จะเกิดการแตกวงระหว่างคาร์บอน  2 อะตอมที่มีหมู่ไฮดรอกซิลด้วย เอน ไซ ม์อินตราได ออล  

ไดออกซิจีเนส (intradiol dioxygenase) หรือเอนไซม์แคทีคอล-1,2-ไดออกซิจีเนส (catechol-1,2 
dioxygenase) ได้ผลิตภัณฑ์เป็น ซิส,ซิส กรดมูโคนิค (cis, cis muconic acid) ที่มีหมู่คาร์บอกซิลิก  

2 ห มู่  ซ่ึ งจ ะ ถู ก เปลี่ ย น รู ป เป็ น มู โคโนแลคโทน  (muconolactone) ด้ วย เอน ไซ ม์ มู โ ค เน ต 
ไซโคลไอโซเมอเรส (muconate cycloisomerase) แล้วเปลี่ยนพันธะคู่กลายเป็นออกโซอะดิเพต 
อีนอลแลคโทน  (3-oxoadipate-enol-lactone) ด้ วย เอน ไซ ม์ มู โ คโนแลคโทน ไอโซ เมอเรส 

(muconolactone isomerase) แล้วผ่านกระบวนการต่าง ๆ จนถึงขั นสุดท้าย จะได้ผลิตภัณฑ์เป็น  
อะเซทิลโคเอ (acetyl- CoA) และซัคซินิลโคเอ (succinyl-CoA) ในขณะที่วิถีการแตกวงแบบ เมตา  
(meta cleavage pathway) จะเกิดการแตกวงระหว่างคาร์บอน 2 อะตอมที่ต้าแหน่งอ่ืนด้วยเอนไซม์

เอกซ์ตราไดออลไดออกซิจีเนส (extradiol dioxygenase) หรือเอนไซม์คาทีคอล-2,3-ไดออกซิจี เนส 
(catechol-2,3-dioxygenase) ได้ผลิตภัณฑ์ เป็น ไฮดรอกซิ มู โ คนิ ค เซ มิแอล ดี ไฮ ด์  (2-hydroxy 

muconic semialdehyde) ทีมี่หมู่คาร์บอกซิลิกเพียง 1 หมู่ ซ่ึงจะสามารถผ่านกระบวนการแตกวง
โดยอาศัยเอนไซม์แอลโดเลส (aldolase) เกิดเป็นไพรูเวท (pyruvate) และสารตัวกลางของ PAHs  
ที่มีจ้านวนวงอะโรมาติกลดลง 1 วง เม่ือผ่านกระบวนการแตกวงจนถึงขั นสุดท้ายจะได้ผลิตภัณฑ์ เป็น

ไพรูเวทและอะซิทัลดีไฮด์ (acetaldehyde) จากนั นผลิตภัณฑ์สุดท้ายของการแตกวงอะโรมา ติกทั ง
สองแบบจะเข้าสู่วัฏจักรกรดไตรคาร์บอกซิลิกต่อไป (Baboshin และ Golovleva, 2012; Habe และ 

Omori, 2003; Peng และคณะ, 2008) 
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ร ูปที่ 2.8 วิถีการย่อยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในสภาวะที่มีออกซิเจน 

และไม่มีออกซิเจน (Makkar และ Rockne, 2003) 

2.6 ยีนที่เกีย่วขอ้งในการยอ่ยสลายสารปโิตรเลียมไฮโดรคารบ์อนในน  ามันดีเซล  

 เนื่องจากองค์ประกอบหลักในน ้า มันดีเซลมากกว่า 70% คือแอลเคน ดังนั นแอลเคนไฮดรอก
ซิเลส หรือแอลเคนโมโนออกซิจีเนสจึงเป็นเอนไซม์ที่ มีความส้าคัญ และพบได้ในแบคทีเรียที่ มี
ความสามารถในการย่อยสลายแอลเคน โดยยีนประมวลรหัสการสร้างเอนไซม์แอลเคนไฮดรอกซิ เลส  

มีหลายกลุ่ม ได้แก่ ยีน alkB ซ่ึงเก่ียวข้องกับการย่อยสลายแอลเคนที่มีคาร์บอน 5–16 อะตอม ยีน 
alkM เก่ียวข้องกับการย่อยสลายแอลเคนที่มีคาร์บอนมากกว่า 12 อะตอม (Kohno และคณะ, 2002) 

นอกจากนี ยังมียีน CYP153 ซ่ึงสังเคราะห์ไซโตโครม พี450 แอลเคนไฮดรอกซิเลส (cytochrome 
P450 alkane hydroxylase) เก่ียวข้องในการย่อยสลายแอลเคนที่มีคาร์บอน 8–16 อะตอม (van 

Beilen และคณะ, 2006) โดยสรุปได้ดังตารางที่ 2.2 
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ตารางที่ 2.2 ยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในน ้ามันดีเซล 

ยีน เอนไซม์ 
จ้าเพาะต่อจ้านวน

คาร์บอน 
อ้างอิง 

alkB 
alkB1 
alkB2 

แอลเคนโมโนออกซิจีเนส 

5-16 
Kohno และคณะ 
(2002) 

12-26 โซ่ก่ิง Liu และคณะ 
(2011); Whyte และ
คณะ (2002) 

12-26 

alkM แอลเคนโมโนออกซิจีเนส มากกว่า 12 
Kohno และคณะ 
(2002) 

CYP153 
ไซโตโครม พี450 แอลเคนไฮดรอก

ซิเลส 
8-16 

van Beilen และ
คณะ (2006) 

almA Flavin-binding monooxygenase 22-36 
(Liu และคณะ, 
2011) 

 Whyte และคณะ (2002) ได้ศึกษาความโดดเด่นของยีนแอลเคนโมโนออกซิจิเนสใน ดินที่มี
การปนเปื้อนสารประกอบไฮโดรคาร์บอน และดินที่ไม่มีการปนเปื้อนบริเวณทวีปอาร์กติกและทวีป  

แอนตาร์กติกา โดยวิธีโคโลนีไฮบริไดเซชันและวิธีพีซีอาร์ไฮบริไดเซชัน โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะกับ
ยีน alk จีโนไทป์ต่าง ๆ ดังนี  Pseudomonas putida GPo1 , Pp alkB; Rhodococcus sp. Q15, 

Rh alkB1 และ Rh alkB2; และ Acinetobacter sp. ADP-1, Ac alkM จากวิธีพีซีอาร์ไฮบริไดเซชัน
พบว่าพบยีน alkB ของ Rhodococcus sp. Q15 ในดินที่ปนเปื้อนสารประกอบไฮโดรคาร์บอน
มากกว่าดินที่ไม่มีการปนเปื้อน เล็กน้ อย และพบยีน Pp alkB ในดินที่ปนเปื้อนสารประกอบ

ไฮโดรคาร์บอนมากกว่าดินที่ไม่มีการปนเปื้อนจ้านวนมาก ส่วนยีน Ac alkM ตรวจพบในดินน้อยมาก 
และจากวิธีโคโลนีไฮบริไดเซชันโดยเพาะเลี ยงในอุณหภูมิที่แตกต่างกันคือ 5 และ 37 องศาเซลเซียส 

พบว่าเม่ือเพาะเลี ยงที่ อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส พบยีน Rh alkB ในสัดส่วนที่สูงมาก ตามด้วย Pp 
alkB และ Ac alkM ตามล้าดับ และพบว่าจีโนไทป์ของยีน Rh alkB1 พบมากอย่างชัดเจนใน
แบคทีเรียที่ เจริญที่ อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เม่ือเปรียบเทียบกับแบคทีเรียที่ เจริญที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ดังนั นจึงสรุปได้ว่า Acinetobacter spp. ไม่ใช่แบคทีเรียเด่นในประชาคมแบคที เรีย  
ที่ย่อยสลายแอลเคนในขั วโลก ส่วน Pseudomonas spp. น่าจะถูกเพ่ิมจ้านวนขึ นในดินขั วโลก เ ม่ือ

เกิดเหตุการณ์ปนเปื้อนน ้า มัน และ Rhodococcus spp. อาจเป็นแบคทีเรียเด่นที่สามารถย่อยสลาย
แอลเคนได้ทั งในดินที่ไม่มีการปนเปื้อนและในดินขั วโลกที่มีการปนเปื้อนสารประกอบไฮโดรคาร์ บอน

อีกด้วย 
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2.7 ปัจจัยทีส่่งผลต่อการบ าบัดสิ่งแวดลอ้มทีป่นเปื้อนน  ามันโดยวธิทีางชวีภาพ  

 การบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนน ้า มันด้วยวิธีทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพขึ นอยู่กับหลาย

ปัจจัย เช่น ชนิดของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน ความเข้มข้น อุณหภูมิ สารอาหาร ความสามารถใน
การย่อยสลายของแบคทีเรีย ลักษณะประชาคมแบคทีเรีย ลักษณะของดิน ซ่ึงแต่ละปัจจัยมีผลกระทบ

ต่อการถ่ายเทมวลสาร และวิถีการย่อยสลายสารพิษของแบคทีเรีย ดังรูปที่ 2.9 

 
ร ูปที่ 2.9 ภาพรวมของปัจจัยที่เก่ียวข้องกับการบ้าบัดดินปนเปื้อนน ้ามัน (Mohan และคณะ, 2006) 

2.7.1 ลักษณะของแบคทีเรยียอ่ยสลายน  ามันด้วยวธิทีางชวีภาพ 

  2.7.1.1 ชนิดของแบคทีเรยี 

 แบคทีเรียหลายชนิดถูกคัดแยกได้จากสิ่งแวดล้อมที่มีการปนเปื้อนน ้ามัน โดยแบคทีเรียที่ มี

ประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน จัดเป็นปัจจัยส้าคัญในการก้าจัดสาร
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม และจากงานวิจัยจ้านวนมากได้คัดแยกแบคทีเรียที่
มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนจากสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนปิโตร เลี ยม

ไฮโดรคาร์บอน เช่น ดังแสดงในตารางที่ 2.3 
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ตารางที่ 2.3 ตัวอย่างแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน 

ชนิดแบคทีเรีย แหล่งท่ีคัดแยก 
สารปิโตรเลียม

ไฮโดรคาร์บอนท่ีย่อย
สลายได้ 

อ้างอิง 

Acinetobacter sp., 
Gordonia sp. และ 
Rhodococcus sp. 

ดินปนเป้ือนน ้ามันดีเซล 
ประเทศเกาหลี 

น ้ามันดีเซล 
Lee และคณะ 
(2010) 

Rhodococcus erythropolis 
โคลนทะเลปนเป้ือน
น ้ามัน ประเทศจีน 

น ้ามันดีเซล 
Huang และคณะ 
(2008) 

Alcanivorax sp. และ 
Oleispira sp. 

น ้าทะเลอาร์กติก น ้ามันดีเซล 
Crisafi และคณะ 
(2016) 

Pseudomonas sp., 
Sphingomonas sp. และ 
Acinetobacter sp. 

ดินท่ีปนเป้ือนน ้ามัน
ดีเซลบริเวณสถานีวิจัย
ในทวีปแอนตาร์กติกา 

น ้ามันดีเซล 
de Jesus และคณะ 
(2015) 

Oceanobacillus sp. BRI 10 น ้าทะเลแอนตาร์กติก น ้ามันดิบ 
Jadhav และคณะ 
(2013) 

Exiguobacterium 
aurantiacum และ 
Burkholderia cepacia 

ดินตะกอนท่ีปนเป้ือน
น ้ามันดีเซล  

ประเทศอินเดีย 

เฮกซะเดกเคน  
น ้ามันดีเซล 

Mohanty และ 
Mukherji (2008) 

Achromobacter sp. HZ01 
น ้าทะเลบริเวณอ่าว 
ดาย่า ประเทศจีน 

น ้ามันดีเซล  
แอนทราซีน ไพรีน  

ฟีแนนทรีน 

Deng และคณะ 
(2014) 

Acinetobacter beijerinckii 
ZRS 

ดินบริเวณบ่อน ้ามัน 
ซินเจียง ประเทศจีน 

น ้ามันดีเซล 
Huang และคณะ 
(2013) 

Rhodococcus erythropolis 
BZ4, 
Rhodococcus 
cercidiphyllus BZ22,  
Arthrobacter sulfureus 
BZ73 และ Pimelobacter 
simplex BZ91 

ดินบริเวณเขต
อุตสาหกรรมโบลซาโน 

ประเทศอิตาลี 

n-แอลเคน ฟีนอล  
แอนทราซีน ไพรีน 

Margesin และคณะ 
(2013) 
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2.7.1.2 ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชวีภาพและความไม่ชอบน  า

ของเซลล์ 

 ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) และความไม่ชอบน ้าของ
เซลล์ (cell hydrophobicity) ท้าให้แบคทีเรียเข้าถึงสารมลพิษได้ดีขึ น รวมทั งเพ่ิมความสามารถใน

การยึดเกาะของแบคทีเรียให้สามารถน้าสารมลพิษไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและสร้างพลังงาน ไ ด้ดี
ยิ่งขึ นนอกจากนี สารลดแรงตึงผิวยังก่อให้เกิดอิมัลชันบริเวณรอยต่อระหว่างชั นน ้าและน ้ามัน ซ่ึงเป็น
การเพ่ิมพื นที่ผิวสัมผัสของแบคทีเรียกับน ้ามันอีกด้วย (Ron และ Rosenberg, 2001) 

จากรายงานของ Jadhav และคณะ (2013) ได้ศึกษาไกลโคไลโปโปรตีน (glycolipoprotein)  
ซ่ึงเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตมาจาก Oceanobacillus sp. BRI 10 ซ่ึงคัดแยกได้จากน ้าทะเล

ในมหาสมุทรแอนตาร์กติก เม่ือเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ลงไป พบว่าสามารถย่อยสลาย
น ้ามันดิบความเข้มข้น 1% (ปริมาตร/ปริมาตร) ได้ถึง 90% ในขณะที่ไม่เติมสารลดแรงตึงผิวสามารถ
ย่อยสลายน ้ามันดิบได้เพียง 56% ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 27 วัน จากการทดลองสรุป

ได้ว่าสารลดแรงตึงผิวท้าให้แบคทีเรียเข้าถึงน ้า มันดิบได้ดีขึ น จึงช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลาย

น ้ามันดิบได้มากขึ น 

 2.7.2 โครงสรา้งและชนดิของสารมลพษิ 

  2.7.2.1 ชนิดและองคป์ระกอบของสารมลพษิ 

 แบคทีเรียแต่ละชนิดมีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่แตก ต่าง

กันขึ นอยู่กับชนิดและองค์ประกอบของสาร โดยน ้ามันดีเซลมีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นอะลิฟา ติก
ไฮโดรคาร์บอนสายกลาง ที่มีจ้านวนคาร์บอน 10-25 อะตอม จากรายงานของ Atlas และ Bragg 
(2009) พบว่าแบคทีเรียสามารถย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอน แอลเคนสายตรง> แอลเคน

สายก่ิง> อะโรมาติกขนาดเล็ก> ไซโคลแอลเคน> พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน ส่วนแอลเคน
สายสั นที่ มีจ้านวนอะตอมของคาร์บอนต้่ากว่า 9 อะตอม จะระเหยได้ง่ายและมีความเป็นพิษต่อ

แบคทีเรียสูง 

  2.7.2.2 ความเข้มข้นของสารมลพิษที่ปนเปือ้น 

 ความเข้มข้นของสารมลพิษมีผลต่อแบคทีเรีย เม่ือมีความเข้มข้นของสารมลพิษน้ อย 

แบคทีเรียสามารถน้าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานได้ หากมีความเข้มข้นของสารมลพิษมาก
เกินพอ จะท้าให้แบคทีเรียย่อยสลายสารมลพิษได้ช้าลงและเกิดการสะสมสารมลพิษภายในเซลล์ อาจ

ท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรีย (Anderson และ Lovley, 2000) 
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 จากรายงานของ Jung และคณะ (2010) ได้ศึกษาการรั่วไหลของน ้ามันดิบ โดยศึกษาใน
ระบบนิเวศจ้าลองขนาด 10 ลิตร ใช้น ้ามันดิบที่มีความเข้มข้นตั งแต่ 10-10,000 มิลลิกรัม/ลิตร เป็น

ระยะเวลา 8 วัน ผลการทดลองพบว่าความอุดมสมบูรณ์ของสาหร่ายในระบบลดลงอย่างรวดเร็ วที่
ความเข้มข้นน ้ามันดิบตั งแต่ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ขึ นไป ในขณะที่แบคทีเรีย heterotrophic เพ่ิมขึ น

อย่างรวดเร็วท่ีความเข้มข้นน ้ามันสูงขึ น โดยความหลากหลายของประชาคมแบคทีเรียจากการติดตาม
ด้วยวิธี PCR-DGGE พบว่าเม่ือความเข้มข้นของน ้า มันดิบเพ่ิมขึ นท้าให้แบนชิ นส่วนดีเอ็นเอ (DNA) ชัด
ขึ นตามไปด้วย จากการทดลองจึงสรุปได้ว่า เม่ือมีการปนเปื้อนน ้ามันดิบที่ความเข้มข้นมากกว่า 1,000 

มิลลิกรัม/ลิตร จะมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงไปของประชาคมแบคทีเรีย 

2.8 การยอ่ยสลายสารประกอบไฮโดรคารบ์อนโดยแบคทเีรยีภายใต้อณุหภมูิต่ า 

 กระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนโดยแบคทีเรียในดิน 
แอนตาร์กติก หรือบริเวณที่มีอุณหภูมิต้่าเป็นไปได้ยาก เนื่องมาจากอุณหภูมิเป็นข้อจ้ากัดกิจกรรมของ
แบคทีเรีย ซ่ึงมีเพียงแบคทีเรียที่ เจริญได้ที่ อุณหภูมิต้่าเท่านั นที่สามารถย่อยสลายสารประกอบ

ไฮโดรคาร์บอนให้หมดไปจากดินที่มีอุณหภูมิต้่าได้ โดยมีหลายงานวิจัยที่รายงานว่าแบคทีเรียที่ เจริญ

ได้ที่อุณหภูมิต้่ามีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอน ดังตารางที่ 2.4 

ตารางที่ 2.4 ตัวอย่างแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนภายใต้อุณหภูมิต้่า  

ชนิดแบคทีเรีย แหล่งท่ีมา อุณหภูมิ 
ประสิทธิภาพการย่อย

สลาย 
อ้างอิง 

Alcanivorax sp. 

น ้าทะเลอาร์กติก 15 oC 

ย่อยสลายน ้ามันดีเซล 
500 ppm ได้ 78%  
ในเวลา 60 วัน Crisafi และคณะ 

(2016) 

Oleispira sp. 
ย่อยสลายน ้ามันดีเซล 
500 ppm ได้ 82%  
ในเวลา 60 วัน 

Pseudomonas sp. 
ST41 

ดินท่ีปนเป้ือนน ้ามัน
ดีเซลบริเวณสถานี

วิจัยซิกนี ทวีป 
แอนตาร์กติกา 

4 oC 

ย่อยสลายไพเทนใน
น ้ามันดีเซล 1% 
(น ้าหนัก/น ้าหนัก)  
ได้ 45% ในเวลา  
18 สัปดาห์ 

Stallwood และ
คณะ (2005) 
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ตารางที่ 2.4 (ต่อ)  

ชนิดแบคทีเรีย แหล่งท่ีมา อุณหภูมิ 
ประสิทธิภาพการย่อย

สลาย 
อ้างอิง 

Pseudomonas sp. 
DRYJ3 

ดินท่ีปนเป้ือนน ้ามัน
ดีเซลบริเวณสถานี
วิจัยจูเบนี ทวีป 
แอนตาร์กติกา 

10 oC 

ย่อยสลายน ้ามันดีเซล 
0.5% (ปริมาตร/
ปริมาตร) ได้ 19%  
ในเวลา 10 วัน 

Shukor และ
คณะ (2009) 

Rhodococcus luteus 
E60 

น ้าทะเลจากอ่าว
เทอราโนวา ทวีป 
แอนตาร์กติกา 

4 oC 
ย่อยสลายน ้ามันดีเซล 
1% (ปริมาตร/ปริมาตร) 
ได้ 58% ในเวลา 60 วัน 

Michaud และ
คณะ (2004) 

Chryseobacterium 
sp. 

กากตะกอนดินจาก
โรงงานดาเลียน  
ปิโตรเคมิคอล 

จ้ากัด ในประเทศ
จีน 

10 oC 

ย่อยสลายน ้ามันดิบ 
1000 ppm ได้ 67%  
ในเวลา 6 วัน 

Wang และคณะ 
(2015) 

Bacillus sp. 
ย่อยสลายน ้ามันดิบ 
1000 ppm ได้ 61%  
ในเวลา 6 วัน 

Pseudomonas sp. 
ย่อยสลายน ้ามันดิบ 
1000 ppm ได้ 60%  
ในเวลา 6 วัน 

Pseudoalteromonas 
sp. P29 

ตะกอนดินใน
มหาสมุทรอาร์กติก 

5 oC 

ย่อยสลายน ้ามันผสม 
(น ้ามันดิบ:น ้ามันดีเซล 
เท่ากับ 1:4) 2000 ppm 
ได้ 90% ในเวลา 28 วัน 

Lin และคณะ 
(2009) 

2.9 การตรวจติดตามการบ าบัดโดยใชเ้ทคนคิชวีวทิยาโมเลกลุเมตาจโีนมิกส ์(Metagenomics) 

 จากหลากหลายวิธีที่ท้าให้มนุษย์เข้าใจถึงสรีรวิทยาและพันธุกรรมของจุลินทรีย์โดยไม่อาศัย
การเพาะเลี ยง พบว่าเมตาจีโนมิกส์เป็นวิธีการที่ มีประสิทธิภาพมากที่สุด โดยวิเคราะห์จีโนมของ

จุลินทรีย์จากสิ่งแวดล้อมครอบคลุมจุลินทรีย์กว่า 99.8% ที่ไม่สามารถเพาะเลี ยงในห้องปฏิบัติการ ได้ 
ดังนั นสารชีวภาพและกลุ่มยีนที่ควบคุมการท้างานต่าง  ๆ อีกมากมายจึงยังไม่ถูกค้นพบ  และไม่
สามารถน้ามาใช้ประโยชน์ได้ เมตาจีโนมิกส์จึงเป็นเทคนิคที่ท้าให้ข้อจ้ากัดในการเพาะเลี ยงจุลิ นทรีย์

หมดไป และเพ่ิมความรู้ความเข้าใจถึงโครงสร้างและบทบาทของประชาคมจุลินทรีย์ที่ ซับซ้อน ซ่ึงถือ
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ว่าเป็นความท้าทายส้าหรับนักจุลชีววิทยาในปัจจุบัน (Handelsman, 2004; Streit และ Schmitz, 

2004) 

2.9.1 การวเิคราะห์ล าดับเบสของแอมพลคิอนของยนี 16S rRNA 

 จุลินทรีย์มีบทบาทส้าคัญในระบบนิเวศส่วนใหญ่ รวมถึงมีความหลากหลายทางอนุกรมวิธาน

ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงการวิวัฒนาการมาอย่างยาวนาน แต่มนุษย์ยังคงขาดความเข้าใจในความสัมพันธ์ ของ
จุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อม จึงได้มีการพัฒนาเทคโนโลยี high-throughput sequencing (HTS) เช่น 
454 และ Illumina (Logares และคณะ, 2012) ขึ น เพ่ือใช้ตรวจสอบความหลากหลายของจุลินทรีย์

ในสิ่งแวดล้อม โดยวิธี 454 pyrosequencing ถูกน้ามาใช้ครั งแรกเพ่ือวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิ
คอนของยีน rRNA จากตัวอย่างสิ่งแวดล้อม (Sogin และคณะ, 2006) และหลังจากนั นได้มีการใช้ วิธี 

Illumina-sequenced polymerase chain reaction (PCR) เ พ่ือวิ เคร า ะ ห์ ล้ า ดับ เบสของแอม 
พลิคอนของยีน 16S rRNA เพ่ือตรวจสอบประชาคมจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อม โดยอาศัยหลักการส กัด 
DNA จากตัวอย่างที่ต้องการศึกษา จากนั นเพ่ิมจ้านวนชิ นส่วน DNA บริเวณยีน 16S rRNA โดยใช้วิธี

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสและวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA เพ่ือใช้ในการ
จัดจ้าแนกชนิดของแบคทีเรียในสิ่งแวดล้อม ดังรูปที่ 2.10 และตัวอย่างงานวิจัยที่ใช้วิธีการวิเคราะห์

ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA แสดงในตารางที่ 2.5 
 

 

ร ูปที่ 2.10 ขั นตอนการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA 

ที่มา : Lucigen (2017) 
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ตารางที่ 2.5 ตัวอย่างงานวิจัยที่ใช้วิธีการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA จาก

สิ่งแวดล้อม 

ประชาคมแบคทีเรียที่พบ แหล่งตัวอย่าง อ้างอิง 

Lactobacillus kefiranofaciens (81.45 -91.93%) 
และ Lactobacillus kefiri (2.01–2.47%) 

ธัญพืชคีเฟอร์ จาก
ประเทศมาเลเซีย 

Zamberi และ
คณะ (2016) 

Betaproteobacteria เป็นคลาสที่เด่นในตัวอย่าง
หิมะ Leningradskaja, Druzhnaja และ Mirnii ส่วน 

Flavobacteriia เป็นคลาสที่เด่นในตัวอย่าง 
Progress 

หิมะบริเวณ 
สถานีวิจัยรัสเซีย 

ทวีปแอนตาร์กติกา  
4 ตัวอย่าง 

Lopatina และ

คณะ (2016) 

Streptococcus (13.7–41.3%), 

Haemophilus (2.0–25.8%), Rothia (0.9–
16.7%) และ Capnocytophaga (3.1–13.0%) 

คราบจุลินทรีย์ 

จากฟัน 

Wang และคณะ 

(2013) 

ไฟลัมเด่นในตัวอย่าง ML4 และ ML7 คือ

Proteobacteria (40.3% and 43.3%) และ
Actinobacteria (22.9% and 24.9%) 

ตัวอย่างธารน ้าแข็ง
เกาะสวาลบาร์ด 

ประเทศนอร์เวย์  
2 ตัวอย่าง 

Seok และคณะ 

(2016) 

Firmicutes 39.3%, Proteobacteria 27.8% และ 

Actinobacteria 6.3% 
ตัวอย่างน ้าลาย 

Lazarevic และ

คณะ (2009) 

Proteobacteria 40%, Bacteroidetes 22%, 
Firmicutes 12%, Actinobacteria 9%, 

Cyanobacteria 5%, Acidobacteria 3%, 
Verrucomicrobia 3% และ Planctomycetes 2% 

ตัวอย่างธาร
น ้าแข็งไบรอน 

อลาสก้า 

Choudhari และ

คณะ (2013) 

Proteobacteria 88.12%, Bacteriodetes 10.76%, 
Firmicutes 0.35%, Spirochetes 0.18% และ 

Chloroflexi 0.11% 

ตะกอนจากบ่อน ้าพุ
ร้อน Deulajhari 

ประเทศอินเดีย 

Singh และ 

Subudhi (2016) 
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2.9.2 ช ็อตกันเมตาจโีนมิกส์ (Shotgun metagenomics) 
 วิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์เป็นวิธีที่ใหม่และมีประสิทธิภาพในด้านสิ่งแวดล้อม ซ่ึงจะให้ข้อมูล

เชิงลึกเก่ียวกับความหลากหลายทางชีวภาพและการท้างานของประชาคมจุลินทรีย์ แต่การวิเคราะห์
ด้วยวิธีเมตาจีโนมิกส์มีความซับซ้อนเนื่องจากโครงสร้างของข้อมูล ดังนั นวิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์จึง

ได้รับการพัฒนาเพ่ือหลีกเลี่ยงความซับซ้อนนั น และช่วยให้นักวิจัยสามารถตรวจสอบได้ว่าจุลินทรีย์ใด
มีบทบาทในสิ่งแวดล้อม (Oulas และคณะ, 2015) 
 ช็อตกันเมตาจีโนมิกส์เป็นทางเลือกหนึ่งในการศึกษาจุลินทรีย์ที่ไม่อาศัยการเพาะเลี ยง โดย   

DNA จากสิ่งแวดล้อมจะถูกสกัดออกมาจากเซลล์ แต่ไม่ได้ก้าหนดเป้าหมายเฉพาะต้าแหน่งของยีนที่
สนใจเหมือนกับวิธีวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA โดย DNA จะถูกตัดเป็นชิ น

เล็ก ๆ อย่างอิสระซ่ึงส่งผลให้ล้าดับ DNA มากมายอยู่ในต้าแหน่งที่กระจัดกระจาย และการวิเคราะห์
ผลจะถูกอ่านจากต้าแหน่งจีโนมโดยให้ข้อมูลเชิงอนุกรมวิธาน เช่น ยีน 16S rRNA โดยสามารถ
วิเคราะห์ได้จากโปรแกรมชีวสารสนเทศต่าง  ๆ เพ่ือให้ได้ข้อมูลเชิงลึกซ่ึงเก่ียวข้องกับหน้าที่ของ

จุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อมนั น ๆ (Sharpton, 2014) และมีตัวอย่างงานวิจัยมากมายที่ใช้วิธีช็อตกันเมตา  
จีโนมิกส์ในการวิเคราะห์บทบาทหน้าที่ของจุลินทรีย์ในสิ่งแวดล้อม  รวมถึงประชาคมจุลินทรีย ์

ที่เปลี่ยนแปลงไปดังตารางที่ 2.6 

ตารางที่ 2.6 ตัวอย่างงานวิจัยที่ใช้วิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์ในการศึกษา 

หัวข้อท่ีสนใจศึกษา แหล่งตัวอย่าง 
โปรแกรม 

ชีวสารสนเทศ 
ฐานข้อมูล อ้างอิง 

- ประชาคมแบคทีเรียในทะเลสลาบ Joyce 
- ยีนท่ีเก่ียวข้องกับการทนเย็น (antifreeze 
proteins, cold-shock DEAD-box protein 
A, cold shock family of proteins, fatty 
acid desaturase, ice nucleation protein 
และ trehalose synthase) 

Microbial 
mats จาก
ทะเลสาบ 

Joyce ทวีป 
แอนตาร์กติกา 

MG-RAST 
และ 

R-code 
SEED 

Koo และ
คณะ (2016) 

- ประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดิน 
- ยีนท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายแอลเคน 
(alkane monooxygenase, cytochrome 
P450, alcohol dehydrogenases และ 
aldehyde dehydrogenases) 

ดินจากระบบ
นิเวศจ้าลองดิน

ท่ีมีการ
ปนเป้ือน 

น ้ามันดีเซล 

MG-RAST 
และ 

STAMP 
M5RNA 

Jung และ
คณะ (2016) 
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ตารางที่ 2.6 (ต่อ) 

หัวข้อท่ีสนใจศึกษา แหล่งตัวอย่าง 
โปรแกรม 

ชีวสารสนเทศ 
ฐานข้อมูล อ้างอิง 

- ยีนท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซล 
(alkyl group hydroxylase, extradiol 
aromatic-ring-cleavage dioxygenase และ 
intradiol aromatic-ring-cleavage 
dioxygenase) 

ดินอาร์กติกท่ี
ปนเป้ือน 

น ้ามันดีเซล 

MG-RAST 
และ 

BLAST 
SEED 

Yergeau 
และคณะ 
(2012) 

- ยีนต้านทานยาปฏิชีวนะ (sul2, qnrD, 
aph(6)-Id, aph(3)-Ib 0, CMY2, sul1, qnrS, 
ant(3)-Ia, dfrB1/dfrB5/dfrB6/dfrB8, GES, 
ere(A)/ere(C), qnrC, mph(E), 
dfrA1/dfrA15, erm(F), ant(2)-Ia, 
dfrA5/dfrA14/dfrA25/dfrA30, OXA-2, 
cmlA และ tet(39)) 

ดินตะกอน
จากทะเลสาบ 
Kazipally 
อินเดีย และ
ทะเลสาบ 

Nydalasjön
สวีเดน 

BLAST 
TIGRFAM, 
RefSeq 

และ NCBI 

Bengtsson
-Palme 
และคณะ 
(2014) 

- ประชาคมแบคทีเรียใต้น ้าแข็ง 
ในแอนตาร์กติกาและอาร์กติก 
- ยีนตอบสนองต่อความเครียด (Acid 
resistance mechanism, Detoxification, 
Periplasmic stress, Bacitracin stress 
response, Copper homeostasis, Sigma B 
stress response regulation, Universal 
stress protein family, Phage shock 
protein (psp) operon, Flavohemoglobin, 
Bacterial hemoglobin, Heat shock dnaK 
gene cluster extended, Hfl operon และ 
Carbon starvation) 

ตัวอย่างใต้
น ้าแข็งในแอน
ตาร์กติกาและ

อาร์กติก 

MG-RAST SEED 
Varin และ
คณะ 
(2012) 

- ประชาคมแบคทีเรียในน ้าพุร้อน 
- การสังเคราะห์สารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิ 
- วิถีการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอน 
(วิถีเมแทบอลิซึมของมีเทน, วิถีการย่อยสลาย
โทลูอีน, วิถีการย่อยสลายเบนโซเอท, วิถีการ
ย่อยสลายเบนซีน และ วิถีการย่อยสลายไซลีน) 

น ้าจากน ้า 
พุร้อน 

Anhoni และ 
Tattapani 

อินเดีย 

eggnog และ 
QIIME 

KEGG 
pathway 

และ 
Green 
genes 

Saxena 
และคณะ 
(2016) 
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บทที่ 3 
วิธ ีการด าเนนิการวิจยั 

อุปกรณ์ทีใ่ชใ้นงานวจิยั 
1. เครื่องแก้วและอุปกรณ์พื นฐานที่ใช้โดยทั่วไปในห้องปฏิบัติการ 

2. เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี (gas chromatography, GC) ประกอบด้วย 
 - เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟีรุ่น 6890N บริษัท Agilent Technologies, USA 

- คอลัมน์ (column) ชนิด HP-5 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 320 ไมโครเมตร ความยาว 30 

เมตร ภายในเคลือบด้วยเฟนนิล เมทิล ไซโลเซน เข้มข้น 5% หนา 0.25 ไมครอน บริษัท 
Agilent Technologies, USA 

- เครื่องตรวจวัด (detector) ชนิด Flame Ionization Detector (FID) บริษัท Agilent 
Technologies, USA 
- เข็มฉีดยาขนาดเล็ก (microsyring) 10 ไมโครลิตร 

3. เครื่องเขย่ารุ่น PNP, Green Seriker 2 บริษัท Pana Polytech 
4. เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ (controlled environment incubator shaker) รุ่น NB-205V 

บริษัท N-Biotek, Korea 
5. เครื่องเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (mini agarose gel electrophoresis system) รุ่น i-mupid บริษัท
Cosmo Bio, Japan 

6. เครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล (Gel documentation system) รุ่น Gel Doc 2909TM        
บริษัท Bio-Rad, USA 

7. เครื่องชั่ง รุ่น P2002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
8. เครื่องปั่นผสม (vortex) รุ่น Gene 2 บริษัท Scientific Industries, USA 
9. เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบตั งโต๊ะชนิดควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge) รุ่น 1920 บริษัท Kubota, Japan 

10. เครื่องเพ่ิมปริมาณ DNA (DNA-Thermal Cycle) รุ่น G-STORM บริษัท Gene Technologies, 
England 

11. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น UV-160A บริษัท Shimadzu, Japan 
12. เครื่องวัดความเข้มข้น DNA (UV-vis spectrophotometer) รุ่น Nanodrop 2000 บริษัท 
Thermo Scientific, USA 

13. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 240 บริษัท Corning, USA 
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14. เครื่องวัดแรงตึงผิว (dynamic contact angle meter and tensiometer) รุ่น DCAT21          
บริษัท Future Digital Scientific Corp., USA 

15. เครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ (microplate reader) บริษัท Bio-Tex Instrument, USA 
16. ชุด PowerSoil DNA Isolation Kit บริษัท MO BIO laboratories, INC., USA 

17. ชุด DCode™ System บริษัท Bio-Rad, USA 
18. ตู้เขี่ยเชื อ (ISSCO laminar flow) รุ่น HT-122.5 บริษัท International Scientific Supply, 
USA 

19. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็ง (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสรุ่น ULT1786 บริษัท Forma 
Scientific, USA 

20. ตู้แช่แข็งจุดเยือกต้่า (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น MDF-U332 บริษัท 
Sanyo Electric, Japan 
21. ตู้บ่มเชื ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บริษัท New Brunswick Scientific, USA 

22. ตู้อบฆ่าเชื อ (hot air oven) รุ่น D06063 บริษัท Memmert, German 
23. ตู้อบแห้ง (oven) บริษัท Contherm Scientific, New Zealand 

24. หม้อนึ่งฆ่าเชื อความดันไอ (autoclave) บริษัท Kakusan, Japan 
25. เครื่อง Mini-Bead Beater บริษัท Biospec products, USA 
26. หัวกรอง PTFE (PTFE filter) ขนาดความกว้างรู 0.2 ไมโครเมตร บริษัท Chrom Tech, USA 

27. อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุ่น digital water bath SB-1000 บริษัท Eyela, Japan 

 

เคมีภ ัณฑท์ีใ่ชใ้นงานวจิยั 

1. กรดอะซิติก (C2H4O2) (AR grade) บริษัท Merck, Germany 

2. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) (AR grade) บริษัท BDH Chemicals, Australia 
3. กลีเซอรอล (C3H8O3) บริษัท Research organics, USA 
4. กลูโคส (C6H12O6) บริษัท Merck, Germany 

5. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2·2H2O) บริษัท Merck, Germany 
6. คลอโรฟอร์ม (chloroform) (AR grade) บริษัท RCI Labscan, Thailand 

7. เซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (CTAB) บริษัท Bio Basic, Canada 
8. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany 
9. โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) บริษัท Merck, Germany 

10. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) บริษัท Nacalai Tesque, Japan 
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11. โซเดียมไฮดรอกไซต์ (NaOH) บริษัท Merck, Germany 
12. น ้ามันดีเซล (Diesel oil) บริษัท ปตท. จ้ากัด (มหาชน) 

13. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany 
14. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 

15. ทริปโตน (tryptone) บริษัท Difco, USA 
16. ทริส [ไฮดรอกซีเมทิล] อะมิโนมีเทน (Tris) บริษัท Sigma, USA 
17. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (APS) บริษัท Promega, USA 

18. แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) บริษัท Merck, Germany 
19. โปรติเนสเค (Proteinase K) บริษัท United States Biological, USA 

20. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) บริษัท Merck, Germany 
21. ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) บริษัท Difco, USA 
22. โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) บริษัท Merck, Germany 

23. โพแทสเซียมอะซิเตท (CH3COOK) บริษัท Merck, Germany 
24. ฟีนอล (phenol) บริษัท Merck, Germany 

25. เฟอริกซิเตรท (C6H5O7Fe·5H2O) บริษัท BDH Chemicals, England 
26. เมทานอล (CH3OH) (HPLC grade) บริษัท Merck, Germany 
27. แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) บริษัท Merck, Germany 

28. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4·7H2O) บริษัท Carlo Erba, France 
29. แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2) บริษัท Merck, Germany 
30. รูบิเดียมคลอไรด์ (RbCl) บริษัท Sigma, USA 

31. ยูเรีย (CH4N2O) บริษัท Research organics, USA 
32. โซเดียมไนเตรท (NaNO3) บริษัท Merck, Germany 

33. ไลโซไซม์ (lysozyme) บริษัท Bio Basic, Canada 
34. สารละลาย DNA มาตรฐาน 100 bp DNA ladder บริษัท Geneaid, Taiwan 
35. สารละลาย DNA มาตรฐาน Lamda HindIII บริษัท New England Biolabs, UK 

36. อะกาโรส (agarose) บริษัท Research organics, USA 
37. เอทานอล (ethanol) (AR grade) บริษัท Merck, Germany 

38. เอทิลีนไดเอมีนเททราอะซีติกแอซิด (EDTA) บริษัท Sigma, USA 
39. เอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) บริษัท Promega, USA 
40. เอนไซม์อาร์เอ็นเอสเอ (Rnase A) บริษัท Promega, USA 

41. เอนไซม์โปรติเนสเค (proteinase K) บริษัท United States Biological, USA 
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42. ไอโซโพรพานอล (isopropanol) (HPLC grade) บริษัท Merck, Germany 
43. เฮกเซน (hexane) (HPLC grade) บริษัท RCI Labscan, Thailand 

44. เฮกซะเดกเคน (hexadecane) บริษัท Sigma, USA 
45. เตตระเดกเคน (tetradecane) บริษัท Sigma, USA 

46. แอมพิซิลิน (ampicillin) บริษัท Nacalal Tesque, Japan 
47. เอนไซม์ EcoRI บริษัท Promega, USA 
48. 40% Acrylamide: Bis (37:1) บริษัท Bio-Rad, USA 

49. GoTaq®qPCR Master Mix บริษัท Promega, USA 
50. IPTG (Isopropyl thio- ß-D-galactoside) บริษัท BIO BASIC INC, Canada 

51. X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- ß-D-galactoside) บริษัท BIO BASIC INC, Canada 
52. pGEM® – T Easy Vector System บริษัท Promega, USA 
53. Pestro™ Mini Plasmid Kit บริษัท Geneaid, Taiwan 

 

ไพรเมอรท์ี่ใชใ้นงานวจิยั 

ตารางที่ 3.1 ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 

ไพรเ์มอร ์ ล าดับนิวคลโีอไทด ์(5’-3’) 
ขนาด 
(bp) 

อ้างอิง 

ไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะต่อนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA 

314F-GC clamp CCTACGGGAGGCAGCAG-GC clamp  
Muyzer และ
คณะ (1993) 

314F CCTACGGGAGGCAGCAG-GC 
520R ACCGCGGCTGCTGGC 

ไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะต่อยีนย่อยสลายอะลิฟาติก 
ALK1F CATAATAAAGGGCATCACCGT 185 Kohno และ

คณะ (2002) ALK1R  GATTTCATTCTCGAAACTCCAAAC (alkB) 
ALK2F GAGACAAATCGTCTAAAACGTAA 271 Kohno และ

คณะ (2002) ALK2R TTGTTATTATTCCAACTATGCTC (alkM) 

ALK3F TCGAGCACATCCGCGGCCACCA 330 Kohno และ
คณะ (2002) ALK3R CCGTAGTGCTCGACGTAGTT (alkB1) 

AlkB-1F AAYACNGCNCAYGARCTNGGNCAYAA 550 Kloos และ
คณะ (2006) AlkB-1R GCRTGRTGRTCNGARTGNCGYTG (alkB-1) 
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ตารางที่ 3.1 (ต่อ)   

ไพรเ์มอร ์ ล าดับนิวคลโีอไทด ์(5’-3’) 
ขนาด 
(bp) 

อ้างอิง 

ไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะต่อยีนย่อยสลายอะลิฟาติก (ต่อ) 
AlkB1F ATCTGGGCGCGTTGGGATTTGAGCG 629 

(alkB1) 
Whyte และ
คณะ (2002) AlkB1R CGCATGGTGATCGCTGTGCCGCTGC 

AlkB2F ACTCTGGCGCAGTCGTTTTACGGCC 552 
(alkB2) 

Whyte และ
คณะ (2002) AlkB2-R CCCACTGGGCAGGTTGGGCGCACCG 

CYP153F ATGTTYATYGCNATGGAYCCN 820 

(CYP153) 

Wang และ

คณะ (2011) CYP153R GCGRTTVCCCATRCARCGRTG 
P450F TGTCGGTTGAAATGTTCATYGCNMTG

GAYCC 800 
(CYP153) 

Wang และ
คณะ (2010) P450R TGCAGTTCGGCAAGGCGGTTDCCSRY

RCAVCK RTG 

AlmAwF GGNGGNACNTGGGAYCTNTT 1131 
(almA) 

Liu และคณะ 
(2011) AlmAwR ATRTCNGCYTTNAGNGTCC 

P450fw1 GTSGGCGGCAACGACACSAC 
339 

(CYP153) 

van Beilen 
และคณะ 
(2006) 

P450rv3 GCASCGGTGGATGCCGAAGCCRAA 

 

วิธ ีด าเนนิงานวจิยั 

3.1 ศ ึกษาลักษณะสมบัตทิางกายภาพ เคมี และชวีภาพของดินแอนตารก์ติก 

3.1.1 ตัวอย่างดินแอนตารก์ติก 

ตัวอย่างดินแอนตาร์กติกที่ใช้ในงานวิจัยนี  รศ.ดร.อรฤทัย ภิญญาคง เก็บมาจากบริเวณภูเขา

หลังสถานีวิจัยเกรทวอลล์ (รูปที่ 3.1) ซ่ึงเป็นสถานีวิจัยของสาธารณรัฐประชาชนจีน ตั งอยู่บนเกาะ
คิงส์จอร์จ ทางตอนเหนือของคาบสมุทรแอนตาร์กติก ทวีปแอนตาร์กติกา พิกัด GPS 62°13'14.0"S 

58°57'27"W ดังรูปที่ 3.2 ภายใต้โครงการวิจัยขั วโลกตามพระราชด้าริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุ ดาฯ 
สยามบรมราชกุมารี ซ่ึงเป็นความร่วมมือระหว่างสาธารณรัฐประชาชนจีนและประเทศไทย  
เก็บตัวอย่างดินวันที่ 18 มกราคม พ.ศ. 2557 และเก็บรักษาที่ อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

ก่อนการทดลอง 
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ร ูปที่ 3.1 การเก็บตัวอย่างดินแอนตาร์กติกบริเวณสถานีวิจัยเกรทวอลล์ 

 
 

 

ร ูปที่ 3.2 แผนที่บริเวณเก็บตัวอย่างดินแอนตาร์กติก บริเวณภูเขาหลังสถานีวิจัยเกรทวอลล์ ซ่ึงตั งอยู่

บนเกาะคิงจอร์จ (พิกัด GPS 62°13'14.0"S 58°57'27"W) ที่มา : Google map 

3.1.2 ศ ึกษาลักษณะสมบตัิทางกายภาพและเคมีของตัวอยา่งดินแอนตารก์ติก 

ส่งวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพและเคมีของตัวอย่างดินแอนตาร์กติก  ที่โครงการพัฒนา
วิชาการดิน-ปุ๋ย และสิ่งแวดล้อม ภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ โดย

วิเคราะห์สมบัติทางกายภาพและเคมีได้แก่ ลักษณะเนื อดิน ด้วยวิธี Hydrometer อินทรียวัตถุ ด้วยวิธี 
Walkley and Black ฟอสฟอรัส ด้วยวิธี Bray II โพแทสเซียม ไนโตรเจน ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 

ใช้ pH meter (ดิน:น ้า เท่ากับ 1:1) ค่าความชื น และอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
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3.1.3 ศ ึกษาลักษณะสมบตัิทางชวีภาพของตัวอยา่งดินแอนตารก์ติก 
3.1.3.1 ตรวจนบัจ านวนแบคทเีรยียอ่ยสลายน  ามันดีเซลโดยวธิ ีMost 

Probable Number (MPN) 

ตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดีเซลตามวิธีที่ดัดแปลงจาก Johnsen และคณะ 

(2002) โดยน้าสารละลายของน ้ามันดีเซลที่ละลายใน n-Hexane (5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ปิเปตลงในจานหลุม 96 หลุม เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากับ 0.1 มิลลิกรัม/หลุม 
ระเหยตัวท้าละลาย ประมาณสองชั่วโมง จึงเติมอาหารเลี ยงเชื อเหลว Mineral salt medium (MSM) 

(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 180 ไมโครลิตร และตัวอย่างดินแอนตาร์กติก (ตัวอย่างดิน 1 กรัม ในอาหาร
เลี ยงเชื อเหลว MSM 9 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในจาน

หลุม 96 หลุม และเจือจางตั งแต่ 10-2-10-5 โดยท้า 5 หลุม จ้านวน 3 ซ ้า แล้วน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 15 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์ วิเคราะห์ผลการเจริญของแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้า มันดีเซล โดย
เติมสารละลายไอโอโดไนโตร เตตระโซ เลียม- คลอไรด์ ( INT dye) ปลอดเชื อ ความเข้ มข้ น  

15 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในจานหลุม 96 
หลุมผสมให้เข้ากันโดยน้าไปวางบนเครื่ องเขย่าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตตะกอนสีชมพูของ 

formazan ที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสร้างของเตตระโซเลียม-คลอไรด์ที่ถูกรีดิวซ์จากกระบวนการ  
เมแทบอลิซึมของแบคทีเรียที่ใช้น ้า มันดีเซลเป็นแหล่งพลังงาน แล้วน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 450 นาโนเมตร น้าผลท่ีได้มาเปรียบเทียบกับตาราง MPN และค้านวณหาจ้านวนแบคทีเรีย

ย่อยสลายน ้ามันดีเซลทั งหมดเพ่ือประเมินการมีอยู่ของแบคทีเรียย่อยสลายน ้า มันดีเซลในตัวอย่า งดิน

แอนตาร์กติกเบื องต้น 

3.1.3.2 ตรวจสอบยนีทีเ่กีย่วขอ้งในการยอ่ยสลายน  ามันดีเซลของตัวอยา่งดิน

แอนตารก์ติก 

3.1.3.2.1 สกัด DNA จากตัวอย่างดนิแอนตารก์ตกิ       

สกัด DNA จากตัวอย่างดินแอนตาร์กติกโดยใช้ชุด PowerSoil DNA Isolation Kit ตามวิธี 
ที่ระบุในคู่มือโดยน้าตัวอย่างดินแอนตาร์กติก 0.25 กรัม ใส่ลงในหลอดของชุด PowerSoil DNA โดย
ท้า 3 ซ ้า ผสมสารด้วยเครื่องผสมสาร 1 นาที เติมสาร C1 ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ผสมสารด้วยเครื่อง

ผสมสาร 1 นาที น้าตัวอย่างใส่ในเครื่อง Mini-Bead Beater 3 นาที และน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ควา มเร็ว 
10,000 รอบ/นาที 30 วินาที ดูดส่วนของเหลวใสปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดไมโคร  

เซนตริฟิวจ์ เติมสาร C2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แล้วผสมสารด้วยเครื่องผสมสาร 5 นาที บ่มที่
อุณหภูมิ 5 องซาเซลเซียส 5 นาที น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10 ,000 รอบ/นาที 1 นาที ดูดส่วนใส
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ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดใหม่ แล้วเติมสาร C4 ปริมาตร 1,200 
มิลลิลิตร ผสมสารด้วยเครื่องผสมสาร 5 นาที ดูดส่วน ของเหลวใสจากหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ 

ปริมาตร 675 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด Spin Filter ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที 1 นาที 
ทิ งส่วนของเหลว และท้าซ ้าอีกครั งโดยการดูดส่วนของเหลวใสที่เหลืออยู่ในหลอดไมโครเซนตริ ฟิวจ์  

อีก 675 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด Spin Filter ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที 1 นาที ทิ ง
ส่วนของเหลว และเติมสาร C5 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10 ,000 รอบ/นาที 30 
วินาที และทิ งส่วนของเหลว จากนั นน้าเฉพาะตัวกรองของ Spin Filter ใส่ลง ในหลอดไมโคร 

เซนตริฟิวจ์หลอดใหม่ เติมสาร C6 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10 ,000 รอบ/นาที 

30 วินาที ถอด Spin Filter ทิ ง จะได้ส่วนของเหลวคือ DNA เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

   3.1.3.2.2 ตรวจสอบความสมบรูณข์อง DNA 

ตรวจสอบความสมบูรณ์ของสารละลาย DNA ที่สกัดได้จากข้อ 3.1.3.2.1 ด้วยวิธีอะกาโรส
เจลอิเลคโทรโฟรีซิ ส (agarose gel electrophoresis) โดยเตรียมอะกาโร สเจ ลควา ม เข้ มข้ น  

2% ที่ละลายในบัฟเฟอร์ Tris-acetate-EDTA ความเข้มข้น 1 เท่า (1X TAE) เทลงในแม่พิมพ์ที่ มีหวี
เสียบอยู่ ทิ งให้อะกาโรสเจลแข็งตัว จากนั นน้าหวีเสียบออกและวางชิ นอะกาโรสเจลที่ได้ลงในแชม

เบอร์ที่ มีบัฟเฟอร์ 1X TAE ผสม DNA ที่สกัดได้ปริมาตร 5 ไมโครลิตรกับสีย้อมติดตามปริมาตร  
1 ไมโครลิตร หยอดลงในช่องวิ่ง โดยให้ช่องวิ่งแรกเป็นสารละลาย DNA มาตรฐาน Lambda HindIII 
ที่ผสมกับสีติดตาม ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ท้าอิเลคโทรโฟรีซิส โดยใช้ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็น

เวลา 28 นาที แล้วย้อมแผ่นอะกาโรสเจลด้วยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 15 นาที และตรวจดูแถบ DNA ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 312 
นาโนเมตร 

3.1.3.2.3 ตรวจสอบชิ นส่วน DNA บร ิเวณ 16S rRNA 

น้า DNA ที่สกัดได้จากข้อ 3.1.3.2.1 มาตรวจสอบชิ นส่วน DNA บริเวณ 16S rRNA ด้วยวิธี

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยใช้ คู่ไพร์เมอร์ 341-F และ 
520-R และเตรียมส่วนผสมสุดท้ายของสารแต่ละชนิดดังนี  

- GoTaq® Green Master Mix ปริมาตร 15 ไมโครลิตร   

- สารละลายไพร์เมอร์ของแต่ละตัวความเข้มข้น 20 พิโคโมล/ไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร   
- DNA ที่สกัดได้ปริมาตร 1 ไมโครลิตร   

- น ้าปลอดประจุปลอดเชื อปริมาตร 12 ไมโครลิตร     
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รวมส่วนผสมทั งหมดให้มีปริมาตรสุทธิเป็น 30 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั นด้าเนิน
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณ DNA (DNA Thermo Cycle) โดยให้มีสภา วะที่

เหมาะสมดังนี       
1.  Initial denaturation        ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส      เป็นเวลา 5 นาที  

2.  Denaturation         ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส      เป็นเวลา 30 วินาที  
3.  Annealing          ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส      เป็นเวลา 30 วินาที  
4.  Extension          ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส      เป็นเวลา 1 นาที    

     ท้าซ ้าขั นตอนที่ 2-4 จ้านวน 30 รอบ  

5.  Final extension        ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส      เป็นเวลา 7 นาที 

ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ เกิดขึ นด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิสด้วยวิธีเช่นเดียว กับข้อ 

3.1.3.2.2 โดยเปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐาน 100 bp DNA ladder 

3.1.3.2.4 ตรวจสอบยีนทีเ่กีย่วข้องในการยอ่ยสลายน  ามันดเีซล  

น้า DNA ที่สกัดได้จากข้อ 3.1.3.2.1 มาตรวจหายีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มัน ดี เซล
ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะต่อยีนอัลเคนโมโนออกซิจีเนส (alkane 

monooxygenase; alkB) ยีนอัลเคนไฮดรอกซิเลส (alkane hydroxylase; alkM) ยีนโมโนออกซิ
จีเนส (flavin-binding monooxygenase; almA) ยีน P450 ไซโตโครมโมโนออกซิจีเนส (P450 
cytochrome monooxygenase; CYP153) องค์ประกอบของสารต่าง ๆในปฏิกิริยาแสดงดังข้อ 

3.1.3.2.3 และด้าเนินปฏิกิริยาตามสภาวะดังนี  

คู่ไพร์เมอร์ Alk1F, Alk1R และ Alk2F, Alk2R และ Alk3F, Alk3R 

1.  Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที  

2.  Denaturation   ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 นาที  
3.  Annealing    ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที  

4.  Extension    ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที  
ท้าขั นตอนที่ 2-4 จ้านวน 30 รอบ   
5.  Final extension   ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที  

 
 

 
 



 

 

38 

คู่ไพร์เมอร์ AlkB-1F และ AlkB-1R  

1.  Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที  

2.  Denaturation   ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที  
3.  Annealing    ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที  

4.  Extension    ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 นาที  
ท้าขั นตอนที่ 2-4 จ้านวน 35 รอบ  

5.  Final extension   ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที  

คู่ไพร์เมอร์ AlkB1F, AlkB1R และ AlkB2F, AlkB2R  

1.  Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที  

2.  Denaturation   ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 นาที  
3.  Annealing    ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 นาที  
4.  Extension    ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 นาที  

ท้าขั นตอนที่ 2-4 จ้านวน 30 รอบ  

5.  Final extension   ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 3 นาที  

คู่ไพร์เมอร์ AlmAwF และ AlmAwR  
1.  Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที 
2.  Denaturation   ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที  

3.  Annealing    ที่อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที  
4.  Extension    ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 นาที  
ท้าขั นตอนที่ 2-4 จ้านวน 30 รอบ  

5.  Final extension   ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 7 นาที  

คู่ไพร์เมอร์ CYP153F และ CYP153R  

1.  Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที  
2.  Denaturation   ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 45 วินาที  
3.  Annealing   ที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที  

4.  Extension    ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 นาที  
ท้าขั นตอนที่ 2-4 จ้านวน 35 รอบ  

5.  Final extension   ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาที  
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คู่ไพร์เมอร์ P450F, P450R  
1.  Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 4 นาที  

2.  Denaturation   ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที  
3.  Annealing    ที่อุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที  

4.  Extension    ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 นาที  
ท้าขั นตอนที่ 2-4 จ้านวน 32 รอบ  

5.  Final extension   ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาที  

คู่ไพร์เมอร์ P450fw, P450rv 
1.  Initial denaturation  ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 4 นาที  

2.  Denaturation   ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 45 วินาที  
3.  Annealing    ที่อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 นาที 
4.  Extension    ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 นาที  

ท้าขั นตอนที่ 2-4 จ้านวน 25 รอบ  

5.  Final extension   ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที 

 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ นด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสตามวิธีที่ ระบุไว้ในข้อ 

3.1.3.2.2 โดยเปรียบเทียบกับสารละลาย DNA มาตรฐาน 100 bp DNA ladder 

3.2 วิเคราะห์บทบาทของแบคทเีรยีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการยอ่ยสลายน  ามันดเีซลในตวัอยา่งดินแอน

ตาร ์กติกภายใต้อณุหภมูิต่ า 

 3.2.1 สร ้างระบบนเิวศจ าลองดนิแอนตารก์ติกปนเปื้อนน  ามันดเีซลภายใตอุ้ณหภูมติ่ า 

 ชั่งตัวอย่างดินแอนตาร์กติก 8 กรัม ใส่ลงในขวดแก้วฝาเกลียวขนาด 30 มิลลิลิตร เติมน ้ามัน

ดีเซล 1% และ 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) แบ่งเป็น 8 ชุดการทดลอง ชุดละ 3 ซ ้า ดังตารางที่ 3.2 และ
รูปที่ 3.3 โดยชุดการทดลอง AC (abiotic control) น้าตัวอย่างดินแอนตาร์กติกนึ่งฆ่าเชื อที่ อุณหภู มิ 

121 องศาเซลเซียส 15 นาที จ้านวน 1 ครั ง/วัน เป็นเวลา 3 วัน ชุดการทดลอง NA (natural 
attenuation) เพ่ือทดสอบการย่อยสลายน ้ามันดีเซลโดยแบคทีเรียประจ้าถิ่ น ชุดการทดลอง BS 
(biostimulation) เพ่ือทดสอบการย่อยสลายน ้า มันดีเซลด้วยการกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรีย โดย

การเติมสารอาหาร ปรับปริมาณสารอาหารในชุดการทดลอง BS ให้มีอัตราส่วน คาร์บอนต่อไนโตรเจน
ต่อฟอสฟอรัสใกล้เคียงกับ 100:10:1 โดยเติมโซเดียมไนเตรทเป็น แหล่ งไนโตรเจนและ เ ติม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเป็นแหล่งฟอสฟอรัส กวนผสมสารทั งหมดให้เข้า กัน และเพ่ือ
ทดสอบว่าน ้า มันดีเซลมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียจึงจัดท้าชุดการทดลอง  
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CT (Control) โดยน้าตัวอย่างดินแอนตาร์กติกใส่ในขวดแก้วและตั งไว้ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 
ชุดการทดลอง CT+BS (control+biostimulation) น้าตัวอย่างดินแอนตาร์กติกใส่ในขวดแก้วละปรับ

ปริมาณสารอาหารให้มีอัตราส่วนคาร์บอน:ไนโตรเจน:ฟอสฟอรัสใกล้เคียงกับ 100:10:1 บ่มที่อุณหภูมิ 
15 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่าง วันที่ 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90,105 และ 120 ส้าหรับชุดการ

ทดลองที่เติมน ้า มันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) และเก็บตัวอย่างวันที่ 0, 30, 90, 150และ 210 
ส้าหรับชุดการทดลองที่เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณน ้ามันดีเซล 
ที่เหลืออยู่ วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงไปของประชาคมแบคทีเรีย และ คัดแยกแบคทีเรียสา ย พันธุ์

บริสุทธ์ิจากระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า 

ตารางที่ 3.2 ระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกปนเปื้อนน ้ามันดีเซล 

ชุดการทดลอง 
ดินที่ไมไ่ด้

ฆ่าเช ื อ 

ดินที่ผ่าน

การฆ่าเช ื อ 

น  ามันดีเซล 

(น  าหนัก/น  าหนกั) 
สารอาหาร 

control (CT) √ - -  

control+biostimulation 
(CT+BS) 

√ - - √ 

abiotic control1 (AC1) - √ 1% - 

abiotic control2 (AC2) - √ 3% - 

natural attenuation1 (NA1) √ - 1% - 

natural attenuation2 (NA2) √ - 3% - 

biostimulation1 (BS1) √ - 1% √ 

biostimulation2 (BS2) √ - 3% √ 

 

 
ร ูปที่ 3.3 ระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกปนเปื้อนน ้ามันดีเซล 
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3.2.2 วิเคราะหป์รมิาณน  ามันดเีซลทีเ่หลอือยูใ่นระบบนเิวศจ าลองดิน 
3.2.2.1 สร ้างกราฟมาตรฐานส าหรบัวเิคราะห ์Gas Chromatography- 

Flame ionization detector (GC-FID) 

ชั่งน ้ามันดีเซล 300 มิลลิกรัม ผสมลงในเฮกเซน 10 มิลลิลิตร และ เจือจางให้ได้ความเข้มข้น 

5,000 10,000 20,000 และ 30,000 มิลลิกรัม/ลิตร กรองด้วยหัวกรอง PTFE (PTFE filter) ขนาด
ความกว้างรู 0.2 ไมโครเมตร ลงในขวดส้าหรับวิเคราะห์ GC-FID และน้าไปวิเคราะห์ปริมาณน ้า มัน
ดีเซลด้วยเครื่อง GC-FID จากนั นน้าข้อมูลที่ได้มาสร้างกราฟมาตรฐานของน ้า มันดีเซลระหว่างพื นที่ ใต้

กราฟและความเข้มข้นของน ้ามันดีเซล 

3.2.2.2 สกัดน  ามันดีเซลทีเ่หลืออยูใ่นดนิดว้ยเฮกเซน 

สกัดน ้า มันดีเซลที่เหลืออยู่ในดินตามวิธีที่ระบุไว้ใน  Nopcharoenkul และคณะ (2011)  
โดยตักดินแอนตาร์กติกจากระบบนิเวศจ้าลองดิน 2 กรัม ใส่ในขวดแก้วฝาเกลียวขนาด 50 มิลลิลิตร 
เติมเฮกเซน 5 มิลลิลิตร ลงไปในขวดแก้วฝาเกลียว ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารเป็นเวลา 2 นาที 

และน้าไปเขย่าบนเครื่องเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที 24 ชั่วโมง แช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง เพ่ือแยกชั นเฮกเซน หลังจากนั นดูดส่วนเฮกเซนใส่ในหลอดทดลองหลอด

ใหม่ เติมโซเดียมซัลเฟตที่ผ่านการอบข้ามคืนที่ อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ปั่นผสมเพ่ือให้โซเ ดียม
ซัลเฟตก้าจัดน ้าที่เหลืออยู่ในส่วนของเฮกเซน น้าส่วนของเฮกเซนที่ผ่านการก้าจัดน ้าออกไประเหยแห้ง
ที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส เติมเฮกเซน 1 มิลลิลิตร ปั่นผสมด้วยเครื่องผสมสาร 1 นาที กรอง

สารละลายผ่านหัวกรอง PTFE ที่มีขนาดความกว้างรู 0.20 ไมโครเมตร ลงในขวดส้าหรับวิเคราะห์ 
GC-FID และวิเคราะห์ปริมาณน ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ด้วยเครื่อง GC-FID ภายใต้สภาวะดังนี  

คอลัมน์ HP-N5 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.32 มิลลิเมตร ยาว 30 เมตร ภายใน เคลือบด้วย

เฟนนิลเมทิลไซโลเซน 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร  
อุณหภูมิคอลัมน์   เริ่มต้น 80 องศาเซลเซียส เพ่ิมด้วยอัตรา 25 องศาเซลเซียส/นาที จนถึง 

160 องศาเซลเซียส หยุดเป็นเวลา 3 นาที เพ่ิมด้วยอัตรา 3 องศาเซลเซียส/
นาที จนถึง 240 องศาเซลเซียส หยุดเป็นเวลา 2 นาที และเพ่ิมด้วยอัตรา 
40 องศาเซลเซียส/นาที จนถึง 300 องศาเซลเซียส  หยุดเป็นเวลา 10 นาที  

แก๊สตัวพา    ฮีเลียม  
อัตราเร็วของแก๊สตัวพา  1.7 มิลลิลิตร/นาที  

โหมด      split 
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ค้านวณปริมาณน ้ามันที่หายไป ดังสมการ  
ปริมาณน ้ามันที่หายไป (%) = (พื นที่ใต้กราฟวันที่ 0 – พื นที่ใต้กราฟของตัวอย่าง) x100         

                                 พื นที่ใต้กราฟวันที่ 0 
ค้านวณปริมาณน ้ามันที่เหลืออยู่ ดังสมการ 

ปริมาณน ้ามันที่เหลืออยู่ (%) = 100 – ปริมาณน ้ามันที่หายไป (%) 

  3.2.2.3 วิเคราะหอ์ตัราการยอ่ยสลายน  ามันดเีซลโดยใชจ้ลนพลศาสตรก์ารยอ่ย

สลายของน  ามันดีเซล 

 โดยศึกษาจากแบบจ้าลองค่าคงที่ อัตราเร็วปฏิกิริยาอันดับหนึ่ง ( Pseudo-first order) 
(Ho และ McKay, 1998) ดังสมการ 

log(𝑞𝑒 − 𝑞𝑡) = log𝑞𝑒 −
𝑘1

2.303
𝑡 

เม่ือ  k1  คือ ค่า Rate Constant ของการย่อยสลายแบบ Pseudo–First Order 

qe  คือ ปริมาณการย่อยสลายสารที่สภาวะสมดุล 

qt  คือ ปริมาณการย่อยสลายสารที่เวลา t 

3.2.3 ค ัดแยกและศกึษาลกัษณะสมบัติของแบคทีเรยียอ่ยสลายน  ามันดีเซลจากระบบ

นิเวศจ าลองดนิ 
3.2.3.1 ค ัดแยกและระบชุนดิของแบคทเีรยียอ่ยสลายน  ามันดเีซลจากระบบนเิวศ

จ าลองดิน 

 เพ่ิมจ้านวนแบคทีเรียย่อยสลายน ้ามันดีเซลโดยน้าตัวอย่างดินแอนตาร์กติกจากระบบนิเวศ
จ้าลองดิน 0.5 กรัม แขวนลอยในอาหารเหลว MSM ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 200 

รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั นดูดส่วนน ้าใส 0.5 มิลลิลิตร  
ใส่หลอดทดลองที่บรรจุอาหารเหลว MSM ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร และเติมน ้า มันดีเซล  0.25% 
(ปริมาตร/ปริมาตร) บ่มในเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่ อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส  

เม่ือครบเวลา 7 วัน จึงถ่ายอาหารเหลวท่ีมีความขุ่นหรือมีการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวเม่ือเทียบ กับ  
ชุดควบคุม ลงในอาหารเหลว MSM หลอดใหม่ ที่มีน ้ามันดีเซล 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ท้าซ ้าเป็น

จ้านวน 3-4 ครั ง จากนั นคัดแยกแบคทีเรียย่อยสลายน ้า มันดีเซลโดยถ่ายเชื อจากหลอดอาหารเหลว 
MSM ที่เปลี่ยนแปลงเม่ือเทียบกับชุดควบคุม 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยลงบนอาหารแข็ง MSM ทีพ่่นทับด้วย 
0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) น ้ามันดีเซล บ่มที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส จนกว่าจะพบการเจริญของ

โคโลนี แยกเชื อให้บริสุทธิ์ตามวิธีของ Velho-Pereira และ Kamat (2011) โดยวิธี cross streak 
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plate ด้วยการน้าห่วงเขี่ยเชื อ (loop) เขี่ยเชื อที่ มีลักษณะโคโลนีแตกต่างกันมาลากท้าแนวระ นาบ
ติดต่อกันลงบนอาหารแข็ง 100% Luria-Bertani (LB) จากนั นน้าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 7 วัน  จากนั นระบุชนิดของแบคทีเรียด้วยการส่งเชื อไปวิเคราะห์ล้า ดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
16S rRNA ที่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต้ และน้าผลของล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปจ้า แนก  

ชนิ ดจุ ลิ นทรี ย์ แ ละ เปรียบ เที ยบ กับฐา นข้ อ มู ลGenBank โ ดย โปรแกรม nucleotide blast 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) 

3.2.3.2 ทดสอบประสิทธภิาพการยอ่ยสลายองคป์ระกอบของน  ามันดเีซลของ

แบคทเีรยีทีค่ดัแยกได ้

3.2.3.2.1 เตรยีมหวัเช ื อแบคทเีรยี 

เลี ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว 0.25 เท่า (0.25X LB) ปริมาตร 45 มิลลิลิตร โดยการถ่ายเชื อ
แบคทีเรียที่ได้จากการคัดแยก 5 มิลลิลิตรลงไป เขย่าบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที  
ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 7 วัน จากนั นน้ามาปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ด้วยความเร็ว 8 ,000  

รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 10 นาที ล้างตะกอนเซลล์ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% 
2 ครั ง แขวนลอยเซลล์ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% จากนั นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) โดยใช้เครื่อง Spectrophotometer ให้มีค่าประมาณ 1 ตรวจสอบ
จ้านวนหัวเชื อแบคทีเรียที่ได้ และใช้สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% ในการปรับหัวเชื อให้มีจ้านวน

แบคทีเรียเริ่มต้นประมาณ 6 log CFU/มิลลิลิตร 

3.2.3.2.2 ทดสอบประสิทธภิาพการยอ่ยสลายองคป์ระกอบของน  ามัน

ดีเซล 

ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายองค์ประกอบของน ้ามันดีเซลของแบคทีเรียที่ คัดแยก

ได้ในหลอดทดลองที่บรรจุอาหารเหลว MSM 4.5 มิลลิลิตร ที่มีสารแต่ละชนิดได้แก่ น ้ามันดีเซลความ
เข้มข้น 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร ) ฟีแนนทรีนความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/ลิตร เตตระเดกเคน  

และ เฮกซะเดกเคนความเข้มข้น 500 มิลลิกรัม/ลิตร โดยเติมหัวเชื อแบคทีเรีย 0.5 มิลลิลิตร ที่ผ่าน
การเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท้าการ
ทดลอง 3 ซ ้า  ควบคู่กับชุดควบคุม อาหารเหลว MSM ที่เติม สารแต่ละชนิด แต่ไม่เติมหัวเชื อ

แบคทีเรีย บ่มในเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างวันที่ 

0 และ 14 
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3.2.3.2.3 สกัดและวเิคราะหป์รมิาณองคป์ระกอบของน  ามันดเีซลที่

เหลืออยูจ่ากการยอ่ยสลาย 

สกัดและวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบของน ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่หลังจากการย่อยสลาย ด้วย
เครื่อง GC-FID ตามวิธีที่อธิบายไว้ในงานวิจัยของ (Nopcharoenkul และคณะ, 2011) โดยการเติม 

เฮกเซน 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองที่มีตัวอย่าง ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารเป็นเวลา 2 นาที 
แช่เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือแยกชั นของเฮกเซน จากนั นดูดสาร  
ชั นบนซ่ึงเป็นเฮกเซนใส่ลงในหลอดทดลองใหม่ เติมโซเดียมซัลเฟตที่ผ่านการอบข้ามคืนที่อุณหภูมิ 80 

องศาเซลเซียส ปั่นผสมด้วยเครื่องผสมสารเพ่ือให้โซเดียมซัลเฟตก้าจัดน ้าที่เหลืออยู่ในส่วนของเฮกเซน 
แล้วระเหยแห้งที่ อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส จากนั นเติมเฮกเซน 1 มิลลิลิตร ปั่นผสมด้วยเครื่ อง

ผสมสารเป็นเวลา 1 นาที แล้วกรองสารละลายผ่านหัวกรอง PTFE ที่มีขนาดความกว้างรู 0.20 
ไมโครเมตร ลงในขวดส้าหรับวิเคราะห์ GC-FID และวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบของน ้ามันดีเซลที่

เหลืออยู่ด้วยเครื่อง GC-FID ส้าหรับฟีแนนทรีน เตตระเดกเคน และเฮกซะเดกเคนภายใต้สภาวะดังนี  

คอลัมน์ HP-N5 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.32 มิลลิเมตร ยาว 30 เมตร ภายใน เคลือบด้วย
เฟนนิลเมทิลไซโลเซน 5% หนา 0.25 ไมโครเมตร  

อุณหภูมิคอลัมน์   เริ่มต้น 80 องศาเซลเซียส เพ่ิมด้วยอัตรา 25 องศาเซลเซียส/นาที จนถึง 
160 องศาเซลเซียส หยุดเป็นเวลา 3 นาที เพ่ิมด้วยอัตรา 3 องศาเซลเซียส/
นาที จนถึง 220 องศาเซลเซียส หยุดเป็นเวลา 2 นาที และเพ่ิมด้วยอัตรา 

40 องศาเซลเซียส/นาที จนถึง 300 องศาเซลเซียส  หยุดเป็นเวลา 7 นาที  
แก๊สตัวพา    ฮีเลียม  
อัตราเร็วของแก๊สตัวพา  2.1 มิลลิลิตร/นาที  

โหมด      splitless 
 

ค้านวณประสิทธิภาพการย่อยสลาย ดังสมการ  
ประสิทธิภาพการย่อยสลาย (%) = (พื นที่ใต้กราฟชุดควบคุม – พื นที่ใต้กราฟตัวอย่าง) x100         

                                 พื นที่ใต้กราฟชุดควบคุม 
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3.2.3.3 ศ ึกษาแนวโนม้ในการผลติสารลดแรงตึงผิวชวีภาพเบื องต้นและความไม่

ชอบน  าของเซลล์ทดสอบประสิทธภิาพการสรา้งสารลดแรงตึงผิว 

ศึกษาแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื องต้นและความไม่ชอบน ้าของเซลล์ของ
แบคทีเรียตามวิธีของ (Abouseoud และคณะ, 2010) โดยเตรียมหัวเชื อแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุ ทธิ์

ตามวิธีที่ระบุในข้อ 3.2.3.2.1 โดยใช้จ้านวนเซลล์เริ่มต้นประมาณ 6 log CFU/มิลลิลิตร เติมหัวเชื อ
แบคทีเรียปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ที่มีอาหารเลี ยงเชื อเหลว MSM ปริมาตร 45 มิลลิลิตร 
และเติมน ้ามันดีเซลความเข้มข้น 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลั งงาน

โดยท้าควบคู่กับชุดควบคุมที่มีการ เติมน ้ามันดีเซลความเข้มข้น 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงไปใน
อาหารเลี ยงเชื อเหลว MSM ท้าการทดลอง 3 ซ ้า  จากนั นน้าไปบ่มบนเครื่องเขย่าความเร็ว 200  

รอบ/นาที ที่ อุณหภูมิ  15 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ปั่นแยกเซลล์ด้วยความเร็ ว 8 ,000  
รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั นน้าส่วนของเหลวใส (supernatant) 
และส่วนตะกอนเซลล์ท่ีแยกได้ไปศึกษาแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื องต้นและ ความ

ไม่ชอบน ้าของเซลล์โดยวิธีการต่าง ๆ ดังนี  

3.2.3.3.1 การวดัคา่แรงตึงผวิ (Surface tension)      

น้าส่วนของเหลวใส (supernatant) จากข้อ 3.2.3.3 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ไปวัดค่าแรงตึง
ผิวด้วยเครื่องวัดแรงตึงผิว (Tensiometer) ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ โดยท้าการทดลองซ ้า 3 ครั ง บันทึก

ค่าที่ได้และเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

3.2.3.3.2 การวดัคา่การกระจายน  ามัน (Oil displacement) 

วัดค่าการกระจายน ้ามันโดยเติมน ้ากลั่นปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเลี ยงเชื อขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 15 เซนติเมตร หยดน ้ามันดีเซลปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนผิวน ้า จากนั นน้า

ส่วนของเหลวใส (supernatant) จากข้อ 3.2.3.3 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนผิวหน้าน ้า มัน 
แล้ววัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณใสที่น ้า มันกระจายตัว (clear zone) โดยท้าการทดลองซ ้า  

3 ครั ง และน้าผลมาค้านวณหาพื นที่การกระจายน ้ามันดังสมการ 

พื นที่การกระจายน ้ามัน =  πr2  

3.2.3.3.3 การวดัคา่ดรรชนีอมิัลชนั (Emulsion Index, E24)      

น้าส่วนของเหลวใส (supernatant) จากข้อ 3.2.3.3 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด
ทดลอง จากนั นเติมน ้ามันดีเซลปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงไป ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารเป็น เวลา 
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2 นาที โดยท้าการทดลองซ ้า 3 ครั ง ตั งทิ งไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั นน้ามาวัดค่า

ความสูงของชั นอิมัลชันที่เกิดขึ น และค้านวณค่าดรรชนีการเกิดอิมัลชันดังสมการ 

E24 (%) = (ความสูงของชั นอิมัลชัน/ความสูงของของเหลวทั งหมด) x 100 

3.2.3.3.4 การตรวจสอบความไม่ชอบน  าของเซลล์ (Hydrophobicity) 

น้าส่วนตะกอนเซลล์จากข้อ 3.2.3.3 มาตรวจสอบความไม่ชอบน ้าของเซลล์ตามวิธีของ 
(Costa และคณะ, 2010) โดยล้างตะกอนเซลล์ด้วยบัฟเฟอร์ฟอสเฟตยูเรียแมกนีเซียมซัลเฟต (PUM) 
(ภาคผนวก ข) จ้านวน  1 ครั ง แขวนลอยเซลล์ในบัฟเฟอร์ PUM จากนั นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 400 นาโนเมตรให้มีค่าเท่ากับ 1.0 แล้วน้าเซลล์ท่ีแขวนลอยปริมาตร 4 มิลลิลิตรมาผสมกับ
เฮกซะเดกเคน (hexadecane) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารเป็นเวลา 1 

นาที โดยท้าการทดลองซ ้า3 ครั ง ตั งทิ งไว้ให้แยกชั นที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั นดูดสาร
แขวนลอยของแบคทีเรียชั นล่างมาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตรอีกครั ง  

และค้านวณการเกิดไฮโดรโฟบิกดังสมการ 

การเกิดไฮโดรโฟบิก (%)  =  (1 – OD400 สุดท้าย) x 100                                                                                        

                           OD400 เริ่มต้น 

3.2.4 วิเคราะหก์ารเปลีย่นแปลงและความสมัพันธข์องแบคทเีรยีในระบบนิเวศจ าลองดิน 
3.2.4.1 ตรวจติดตามการเปลีย่นแปลงประชาคมแบคทเีรยีในดนิดว้ยวธิ ี

polymerase chain reaction denature gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) 

เพ่ิมปริมาณ DNA (ที่สกัดได้จากระบบนิเวศจ้าลองดิน ตามวิธีข้อ 3.1.3.2.1 โดยสกัดตัวอย่าง
ละ 3 ซ ้า น้า DNA ทั ง 3 ซ ้ามาผสมรวมกัน ) บริเวณ 16S rRNA ด้วยวิธี PCR โดยใช้ คู่ไพร์เมอร์  
341F-GC และ 520R (ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์แสดงในตารางที่ 3.1) ซ่ึงมีส่วนผสมสุดท้าย

ของแต่ละสารดังข้อ 3.1.3.2.3 และด้าเนินปฏิกิริยาตามสภาวะดังนี  

1.  Initial denaturation        ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส      เป็นเวลา 5 นาที  

2.  Denaturation         ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส      เป็นเวลา 30 วินาที  
3.  Annealing          ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส      เป็นเวลา 30 วินาที  
4.  Extension          ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส      เป็นเวลา 30 วินาที 

   ท้าซ ้าขั นตอนที่ 2-4 จ้านวน 30 รอบ  

5.  Final extension         ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส      เป็นเวลา 7 นาที 
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ตรวจสอบประชาคมแบคทีเรียด้วยวิธี DGGE (Muangchinda และคณะ, 2013) โดยใช้ชุด
DCode™ System เริ่มจากเตรียมพอลิอะคริลาไมด์เจลเข้มข้น 8% ที่มีความเข้มข้นของ denaturant 

ได้แก่ ยูเรียและฟอร์มาไมด์ เป็นเกรเดียนท์เท่ากับ 30-70% (องค์ประกอบของสารที่ใช้ในการเตรี ยม
พอลิอะคริลาไมด์เจล ปริมาตร 32 มิลลิลิตร แสดงในตารางที่ 3.3) ท้าพอลิอะคริลาไมด์เจล ในชุด 

แซนวิชเตรียมเจล เสียบหวีลงไประหว่างกระจกแซนวิช ระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศ ทิ งให้พอลิอะคริ
ลาไมด์เจลแข็งตัวที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลาข้ามคืน (หรืออย่างน้อย 5 ชั่วโมง) วางชุดเจลแซนวิชที่ ได้ 
ลงในแชมเบอร์ที่มีบัฟเฟอร์ 1X TAE ปริมาตร 7 ลิตร ที่ผ่านการให้ความร้อนจนมี อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส หยอดผลิตภัณฑ์ PCR 25 ไมโครลิตร ที่ผสมกับสีติดตาม 5 ไมโครลิตร ลง ในช่องวิ่ง 
ท้าอิเล็กโทรโฟรีซิสที่ อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ความต่างศักย์ 130 โวลต์ เป็นเวลา 270 นาที  

แล้วน้าพอลิอะคริลาไมด์เจลมาย้อมด้วยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ เป็นเวลา 20 นาที ตรวจดู  
และถ่ายภาพแถบ DNA ด้วยเครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตควา มยาว

คลื่น 312 นาโนเมตร 

ตารางที่ 3.3 องค์ประกอบของพอลิอะคริลาไมด์เจลที่มี denaturant 30-70% 

สาร 
ปริมาตรของสาร (มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นสุดท้าย 
denaturant 30% denaturant 70% 

น ้ากลั่นปราศจากเชื อ 8.25 4.25 - 

40% อะคริลาไมด์:บิส 

(37:1) 

3.25 3.25 8% 

50 เท่า TAE 0.3 0.3 1 เท่า 

7 โมลาร์ ยูเรีย 1.9 4.4 แปรผัน 

40% ฟอร์มาไมด์ 1.8 4.3 แปรผัน 

กลีเซอรอล 0.3 0.3 2% 

10% แอมโมเนียมเปอร์

ซัลเฟต (APS) 
81 ไมโครลิตร 81 ไมโครลิตร 0.5 กรัม/ลิตร 

เตตระเมทิลีนไดอะมีน 

(TEMED) 

20 ไมโครลิตร 20 ไมโครลิตร - 
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3.2.4.2 การโคลนชิ นส่วนผลิตภณัฑล์ูกโซพ่อลิเมอรเ์รสเพือ่วเิคราะหแ์ละยนืยัน
ผลล าดับนิวคลโีอไทด์ของแถบ DNA เด่น 

3.2.4.2.1 ท าบรสิทุธ ิผ์ลิตภณัฑ ์PCR  

ตัดแถบผลิตภัณฑ์ PCR ตามขนาดที่ต้องการจากอะกาโรสเจลมาใส่ในหลอดไม โคร  

เซนตริฟิวจ์ ชั่งน ้าหนักชิ นอะกาโรสเจล แล้วท้าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย Gel/PCR DNA 
Fragments Extraction Kit ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ โดยเติม DF buffer 500 ไมโครลิตร ลงในชิ นอะกา
โรสเจลขนาด 300 มิลลิกรัม ปั่นผสมเล็กน้อย ละลายชิ นอะกาโรสเจลอย่างสมบูรณ์ที่อุณหภูมิ 55-60 

องศา เซลเซียส ประมาณ 10-15 นาที พร้อมทั งกลับหลอดไปมาทุก ๆ 2-3 นาที จากนั นตั งทิ งไว้ที่
อุณหภูมิห้องจนสารละลายผสมเย็น ดูดสารละลายผสม 800 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ DF ที่มี 

collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 วินาที 
เทส่วนน ้าใสทิ ง เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมและเทส่วน
ใสทิ ง เติม wash buffer (ที่เติมเอทานอลแล้ว) 600 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ ตั งทิ งไว้ท่ีอุณหภูมิห้ อง 

เป็นเวลา 1 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมและเทส่วนใสทิ ง ล้างด้วย wash buffer ซ ้าอีกครั ง ระเหย
เอทานอลออกจากคอลัมน์โดยปั่นเหวี่ยงอีกครั งด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 3 นาที 

ย้ายคอลัมน์ไปยังหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดใหม่ หยด elution buffer 30 ไมโครลิตร ลงตรงกลาง 
คอลัมน์ ตั งทิ งไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลาอย่างน้อย 2 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/ 
นาที เป็นเวลา 2 นาที จะได้สารละลายบริสุทธิ์ของผลิตภัณฑ์ PCR เก็บไว้ที่ อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส 

3.2.4.2.2 โคลนผลิตภณัฑ ์PCR 

ไลเกทผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากข้อ 3.2.3.2.1 เข้ากับพลาสมิดเวกเตอร์ pGEM®-T Easy ด้วย 

pGEM®-T Easy Vector Systems ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ โดยผสมสารต่าง ๆ ดังนี   

บัฟเฟอร์ 2X rapid ligation    5   ไมโครลิตร  

พลาสมิดเวกเตอร์ pGEM®-T easy (50 นาโนกรัม)  1   ไมโครลิตร  
เอนไซม์ T4 DNA ligase (3 หน่วย/ไมโครลิตร)  1   ไมโครลิตร  
ผลิตภัณฑ์ PCR     3   ไมโครลิตร 

ผสมให้เข้ากันด้วยการปิเปตต์ บ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง จะได้ 

รีคอมบิแนนท์พลาสมิด (recombinant plasmid) ที่มีผลิตภัณฑ์ PCR สอดแทรกอยู่ 

เตรี ยมเซลล์ คอมพี เทน ต์  ( competent) ของ  Escherichia coli JM109 ตา มวิ ธี ของ 

(Sambrook และ Russell, 2001) โดยเลี ยง E. coli JM109 บนอาหารแข็ง Ψb (ภาคผนวก ก)  
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บ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง เขี่ยโคโลนีเด่ียวลงในอาหารเหลว Ψb 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง หรือจนกระทั่งมีค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เท่ากับ 0.3-0.5 เพ่ือใช้เปนหัวเชื อ จากนั นถ่าย

หัวเชื อ 5 มิลลิลิตร ไปยังอาหารเหลว Ψb ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพู่ชนิด arm 
flask เขย่าที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่งมีค่า OD600 เท่ากับ 0.5 แล้วย้ายเชื อลงไปใน
หลอดเซนตริฟิวจ์ปราศจากเชื อ แช่ในน ้าแข็งเป็นเวลา 5 นาที (ท้าที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตั งแต่

ขั นตอนนี ) ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 3,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
เทอาหารเลี ยงเชื อทิ ง เติมสารละลาย TfbI (ภาคผนวก ข) ที่เย็น 40 มิลลิลิตร กระจายตะกอนเซลล์ให้
เข้ากัน (ห้ามใช้เครื่องปั่นผสม) แช่ในน ้าแข็งเป็นเวลา 5 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมและ  

เทสารละลาย TfbI ทิ ง เติมสารละลาย TfbII (ภาคผนวก ข) ที่เย็น 4 มิลลิลิตร กระจายตะกอนเซลล์
ให้เข้ากัน (ห้ามใช้เครื่องปั่นผสม) แช่ในน ้าแข็งเป็นเวลาอย่างน้อย 15 นาที แบ่งใส่หลอดไมโคร 

เซนตริฟิวจ์ปราศจากเชื อหลอดละ 100 ไมโครลิตร แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวทันที เก็บเซลล์ 
คอมพีเทนต์ไว้ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่ เซลล์คอมพีเทนต์ E. coli JM109 ด้วยวิธี heat 

shock (Sambrook และ Russell, 2001) โดยละลายเซลล์คอมพีเทนต์อย่างช้า  ๆ ในอ่างน ้าแข็ง 
จากนั นเติมรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ไลเกทไว้ 3 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แช่ในน ้าแข็งเป็นเวลา 20 

นาที บ่มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45-50 วินาที แล้วแช่ในน ้าแข็งทันทีเป็นเวลา 2 นาที 
เติมอาหารเหลว SOC (ภาคผนวก ก) 1 มิลลิลิตร เขย่าที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 2 

ชั่วโมง จะได้สารแขวนลอยของเซลล์คอมพีเทนต์ที่ทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 

คัดเลือกทรานสฟอร์แมนท์ ( transformant) ที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ ต้องการด้วย  
วิธี Blue/White selection (Sambrook และ Russell, 2001) โดยปั่นเหวี่ยงสารแขวนลอยของเซลล์

คอมพีเทนต์ที่ทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดแล้วด้วยความเร็ว 4,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 4 
นาที ดูดอาหารเลี ยงเชื อทิ งให้เหลือปริมาตรสุดท้ายในหลอดประมาณ 100 ไมโครลิตร กระจาย
ตะกอนเซลล์ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ แล้วน้ามาเกลี่ยลงบนอาหารแข็ง LB ที่ผสม 0.1 มิลลิลิตรของ

สารละลายแอมพิซิลิน (ภาคผนวก ข) ความเข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 0.1 มิลลิลิตร
ของสารละลาย X-gal (ภาคผนวก ข) ความเข้มข้นสุดท้าย 80 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 0.1 มิลลิลิตร

ของสารละลาย IPTG (ภาคผนวก ข) ความเข้มข้นสุดท้าย 0.5 มิลลิโมลาร์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 16-24 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนีสีขาวซ่ึงเป็นโคโลนีที่มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
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3.2.4.2.3 สกัดรคีอมบแินนทพ์ลาสมดิ 
เลี ยงเซลล์คอมพีเทนต์ที่ได้จากการโคลนผลิตภัณฑ์ PCR ในข้อ 3.2.3.2.2 ในอาหารเหลว LB 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่ผสมสารละลายแอมพิซิลิน ความเข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิ ตร 
เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-14 ชั่วโมง จากนั นน้ามาสกัดคอมบิแนนท์พลาส มิด

ด้วย Presto Mini Plasmid Kit (Gereaid, Taiwan) ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ โดยน้าเซลล์แบคทีเรีย 1.5 
มิลลิลิตร ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล์ด้วยความเร็ว 13 ,000 รอบ/นาที เป็น
เวลา 1 นาที เทอาหารเลี ยงเชื อทิ ง เติม PD1 buffer (ที่เติมอาร์เอ็นเอสเอแล้ว) 200 ไมโครลิตร  

ปั่นผสมเพ่ือ กระจายตะกอนเซลล์ เติม PD2 buffer 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการกลับ
หลอดไปมา บ่มที่ อุณหภูมิห้องเป็นเวลาอย่างน้อย 2 นาที เติม PD3 buffer 300 ไมโครลิตร ผสมให้

เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมา ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13 ,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 3 นาที  
ดูดสารละลายส่วนใสลงในคอลัมน์ PD ที่มี collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 30 วินาที เทส่วนน ้าใสทิ ง เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตรลง

ในคอลัมน์ ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมและเทส่วนใสทิ ง เติม wash buffer (ที่เติมเอทานอลแล้ว) 600 
ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะเดิมและเทส่วนใสทิ ง ล้างด้วย wash buffer ซ ้าอีกครั ง 

ระเหยเอทานอลออกจากคอลัมน์โดยปั่นเหวี่ยงอีกครั งด้วยความเร็ว 13 ,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 3 
นาที ย้าย คอลัมน์ไปยังหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดใหม่ หยด elution buffer 50 ไมโครลิตร  
ลงตรงกลางคอลัมน์ ตั งทิ งไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 2 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/ นาที เป็น

เวลา 2 นาที จะได้สารละลายบริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่คาดว่ามีผลิตภัณฑ์ PCR อยู่ เก็บไว้
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.2.4.2.4 ตรวจสอบผลิตภณัฑ ์PCR ในรคีอมบแินนท์พลาสมิด 

ตัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยเอนไซม์ EcoRI โดยมีองค์ประกอบของปฏิกิริยาปริมาตร 10 
ไมโครลิตร ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (ผสมสารทั งหมดให้ เข้า กันก่อน เติม เอน ไซ ม์) ดังนี  

                     น ้าปลอดประจุปราศจากเชื อ    7 ไมโครลิตร  
10 เท่าบัฟเฟอร์ (restriction enzyme buffer)  1  ไมโครลิตร  
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEM®-T Easy  1  ไมโครลิตร  

เอนไซม์ EcoRI     1  ไมโครลิตร  

ผสมเบา ๆ ให้เข้ากันอีกครั ง ปั่นเหวี่ยงเพ่ือให้สารผสมมารวมกันที่ก้นหลอด บ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-4 ชั่วโมง จากนั นน้าสารผสมหลังเกิดปฏิกิริยามา ตรวจส อบ ชิ น 
DNA สอดแทรกด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสในบัพเฟอร์ 1X TAE โดยใช้อะกาโรสเจลความ
เข้มข้น 2% เปรียบเทียบกับสารละลาย DNA มาตรฐาน 100 bp DNA ladder รีคอมบิแนนท์ 
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พลาสมิด pGEM®-T Easy ที่มีชิ น DNA สอดแทรกขนาดเท่ากับผลิตภัณฑ์ PCR จะถูกส่งไปวิเคราะห์
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 

3.2.4.2.5 ว ิเคราะห์ล าดับนวิคลโีอไทดบ์รเิวณ 16S rRNA  

ส่งวิเคราะห์ล้า ดับนิวคลีโอไทด์ของชิ น DNA สอดแทรกในรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที่ บริ ษัท 

Ward Medic Ltd., Part ด้วยระบบ Li-Cor® NEN 4200 Global IR2 และเครื่อง ABI® Prism DNA 
Sequencers ใน การวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้ไพรเมอร์ M13F และ M13R ซ่ึงจ้าเพาะกับ
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดเวกเตอร์ เม่ือได้ข้อมูลล้าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ น DNA สอดแทรก  

น้าข้อมูลที่ได้ไปเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์กับข้อมูลที่ มีในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม 

BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

3.2.4.3 วิเคราะหล์ักษณะและโครงสรา้งประชาคมแบคทเีรยีทั งหมดดว้ยการ

วิเคราะหล์ าดับเบสของแอมพลคิอนของยนี 16S rRNA 

สกัด DNA จากตัวอย่างดินในชุดการทดลองโดยใช้ชุด PowerSoil DNA Isolation Kit ตาม

วิธีที่ระบุในข้อ 3.1.3.2.1 โดยสกัด DNA ตัวอย่างละ 3 ซ ้า และน้า DNA ทั ง 3 ซ ้ามาผสมรวมกัน  
ส่งวิเคราะห์ตัวอย่างด้วยวิธีวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีนมีขั นตอนหลักดังนี  

น้า DNA ที่ได้จากการสกัดมาเพ่ิมจ้านวน DNA บริเวณ 16S rRNA ด้วย PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ 
515F (5’- GTG CCA GCM GCC GCG GTAA – 3’) และ 806R (5’- GGA CTA CHV GGG TWT 
CTA AT – 3’) (V4 region) (Walters และคณะ, 2016) 

ท้าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ DNA ที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส (PCR Clean up) โดยใช้ 
AMPure XP beads ของบริษัท Beckman Coulter, USA เพ่ือชะล้างบัฟเฟอร์ ไพร์เมอร์ และ ไพร์
เมอร์ไดเมอร์ที่อาจมีปะปนอยู่ในระหว่างขั นตอนของการเพ่ิมจ้านวน DNA ด้วยการท้า PCR  ใช้ 2x 

KAPA HiFi HotStart ReadyMix ข อ ง บ ริ ษั ท  Kapa Biosystems, USA ใ น ก า ร ติ ด  Index  
(ชุด Nextera XT Index Kit ของบริษัท Illumina, USA) ที่บริเวณปลาย sequencing primer ทั ง 2 

ด้าน และติดที่ Illumina sequencing adapters ท้าบริสุทธ์ิผลิตภัณฑ์ DNA ที่ได้จากการท้า PCR 
ครั งที่ 2 (PCR Cleanup 2) โดยใช้ AMPure XP beads เพ่ือชะล้างสารละลายไพร์เมอร์ไดเมอร์ที่อาจ
ยังคงมีหลงเหลืออยู่ในระหว่างขั นตอนของการเพ่ิมจ้านวน  DNA จากการท้า PCR ก่อนหน้านี   

วัดความเข้มข้นโดยใช้เครื่อง DeNovix ของบริษัท DeNovix, USA และ ค้านวณความเข้มข้น ของ 

DNA เจือจาง และรวมตัวอย่างโดยมีสูตรค้านวณความเข้มข้นของ DNA ดังนี            

(concentration in ng/µl)      ×    106 =   concentration in nM         

        (660 g/mol × average library size)        
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วิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ด้วยเครื่อง Miseq ของบริษัท 
Illumina, USA โ ดย ใช้  Miseq Reagent kit V2 ของบริ ษัท  Illumina, USA และ น้ า ผลที่ ไ ด้ไป

วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดินที่ปนเปื้อนน ้า มัน ดีเซล
ภายใต้อุณหภูมิต้่า ด้วยโปรแกรม Base space ด้วยฐานข้อมูล Greengenes ค้านวณจ้านวนกลุ่มโดย

การจัดกลุ่มที่ระดับความคล้ายคลึงของล้าดับเบสที่ 97% หรือ Operational taxonomic units 
(OTUs) ด้วยโปรแกรม mothur (Schloss และคณะ, 2009) และวิเคราะห์ค่าดัชนีความหลากหลาย 
Shannon-Wiener (Peet, 1975) จากสมการ 

𝐻′ = −∑𝑝𝑖(ln𝑝𝑖)

𝑠

𝑖=1

 

เม่ือ H’ คือ ค่าดัชนีความหลากหลายของ Shannon-Wiener 
  pi คือ สัดส่วนระหว่างจ้านวนแบคทีเรีย i ต่อจ้านวนแบคทีเรียทั งหมด  

                                         (เม่ือ i = 1, 2, 3,…s) 

 s คือ จ้านวนชนิดแบคทีเรียทั งหมด 

ln คือ ล็อกการิทึมฐานธรรมชาติ 

3.2.4.4 วิเคราะหโ์ครงสรา้งประชาคมแบคทีเรยีทั งหมดและยีนทีเ่กีย่วข้องกบัการ

ย่อยสลายน  ามันดีเซลภายใต้อณุหภมูิต่ าด้วยเทคนคิชอ็ตกนัเมตาจโีนมิกส์ 

สกัด DNA จากตัวอย่างดินในชุดการทดลองโดยใช้ชุด PowerSoil DNA Isolation Kit ตาม

วิธีที่ระบุในข้อ 3.1.3.2.1 โดยสกัด DNA ตัวอย่างละ 3 ซ ้า และน้า DNA ทั ง 3 ซ ้ามาผสมรวมกัน ส่ง
วิเคราะห์ตัวอย่างด้วยวิธีช็อตเมตาจีโนมิกส์ซ่ึงมีขั นตอนหลักดังนี    

ใช้ 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix ของบริษัท Kapa Biosystems, USA ในการติด 
Index (ชุด Nextera XT Index Kit ของบริษัท Illumina, USA) บ่มที่ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  
5 นาทีเพ่ือตัดให้ได้ชิ นส่วนที่ ต้องการ น้า Neutralize NTA ออก ติด index 1(i7) และ index2 (i5) 

ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ท้าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ DNA ที่ได้จากการท้า PCR ครั งที่ 2 (PCR 
Cleanup 2) โ ดย ใช้  1.8x AMPure XP beads วั ดขนา ดชิ นส่ วน  DNA ด้ วย  Bioanalyzer และ 

วิเคราะห์ Metagenomic sequencing ด้วยเครื่อง Miseq ของบริษัท Illumina, USA โดยใช้ Miseq 

Reagent kit V2 ของบริษัท Illumina, USA  

 3.2.4.5 ว ิเคราะหข์้อมูลเมตาจโีนมิกส์ดว้ยโปรแกรมชวีสารสนเทศ 

น้าข้อมูลเมตาจีโนมิกส์จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์ ไปวิเคราะห์การ
เปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียและยีนในระบบนิเวศจ้าลองดินที่ปนเปื้อนน ้า มันดีเซลภาย ใต้
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อุณหภูมิต้่า  โดยอัพโหลดลง MG-RAST (https://metagenomics.anl.gov) เวอร์ชัน 4.0 (Meyer 
และคณะ , 2008) ประมวลผลผ่าน QC โดย metagenomic sequences ถูกเก็บอยู่ใน MG-RAST 

ล้าดับ mgm4721951.3 ถึง mgm4721963.3 วิเคราะห์ประชาคมแบคทีเรียด้วยการเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูล KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) วิเคราะห์ยีนที่ เก่ียวข้องกับ

การทนเย็นด้วยการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล COG (Clusters of Orthologous Groups) และยีน 
ที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลด้วยการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล KO (KEGG Orthology) 
โดยใช้ค่า e-value สูงสุดคือ 10−5  ค่าความเหมือนของนิวคลีโอไทด์มากกว่า 60% และความยาวใน

การจัดเรียงอย่างน้อย 15 bp ส้าหรับการวิเคราะห์ประชาคมแบคทีเรีย และอย่างน้อย 15 กรดอะมิ

โนส้าหรับการวิเคราะห์ยีนที่เก่ียวข้องกับการทนเย็นและย่อยสลายน ้ามันดีเซล  

  3.2.4.6 ว ิเคราะหข์้อมูลเมตาจโีนมิกส์ดว้ยการวเิคราะหท์างสถติิ 

 วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้  White’s non-parametric t test ด้วย false discovery 
rate (FDR) ซ่ึงแสดงผลออกมาเป็นค่า q-value ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% และวิเคราะห์ทา งสถิติ

ด้วยวิธีการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (Principal component analysis; PCA) ด้วยโปรแกรม 

STAMP เวอร์ชัน 2.1.3 (Parks และคณะ, 2014) โดยแนวทางการเปรียบเทียบแสดงดังตารางที่ 3.4 

ตารางที่ 3.4 แนวทางการเปรียบเทียบทางสถิติด้วยข้อมูลเมตาจีโนมิกส์ควบคู่กับการวิเคราะห์
ประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า  

Treatment ข ้อมลูชอ็ตกนัเมตาจโีนมกิส์ 
ประสทิธภิาพการยอ่ย
สลายน  าม ันดเีซลใน
ระบบนเิวศจ าลองดนิ 

น ้ามันดีเซล 
ชุดควบคุมท่ีไม่ได้เติมน ้ามัน

ดีเซล 
(CT30 และ CT30BS) 

ชุดการทดลองท่ีเติมน ้ามันดีเซล 
1% (NA30, NA90, BS30, และ 

BS90), 3% (NA30, NA90, NA210, 
BS30, BS90, BS210) 

- 

ความเข้มข้น
น ้ามันดีเซล 

ชุดท่ีเติมน ้ามันดีเซล 1% 
(น ้าหนัก/น ้าหนัก) 

(NA30, NA90, BS30, และ BS90) 

ชุดท่ีเติมน ้ามันดีเซล 3% 
(น ้าหนัก/น ้าหนัก) 

(NA30, NA90, NA210, BS30, 
BS90, BS210) 

 

สารอาหาร 
ชุด natural attenuation 

1% (NA30 และ NA90) 

3% (NA30, NA90 และ NA210) 

ชุด biostimulation 
1% (BS30 และ BS90) 

3% (BS30, BS90 และ BS210) 
 
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บทที่ 4 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 ลักษณะสมบัตทิางกายภาพ เคมี และชวีภาพของตัวอย่างดนิแอนตารก์ตกิ  

4.1.1 ลักษณะสมบัตทิางกายภาพและเคมีของตัวอยา่งดินแอนตารก์ติก 

 ผลการวิเคราะห์ลักษณะสมบัติทางกายภาพและเคมีของตัวอย่างดินแอนตาร์กติกที่ได้มาจาก
บริเวณภูเขาหลังสถานีวิจัยเกรทวอลล์ ทวีปแอนตาร์กติกา จากการส่งวิเคราะห์ที่โครงการ พัฒนา
วิชาการดิน-ปุ๋ย และสิ่งแวดล้อม ภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์แสดง ดัง

ตารางที่ 4.1 

ตารางที่ 4.1 สมบัติทางกายภาพและเคมีของตัวอย่างดินแอนตาร์กติก 

ลักษณะดิน pH ความชื น 

(%) 

อินทรียวัตถุ(%) Total N 

(%) 

Total P 

(%) 

C/N ratio 

ดินร่วนปนทราย 7 1.28% 0.45 0.03 0.04 8.6 

 
จากผลการวิเคราะห์ลักษณะของดินพบว่าอนุภาคของดินมีลักษณะเป็นทราย 73% ทราย

แป้ง 16% และดินเหนียว 10% โดยอนุภาคของดินมีผลต่อการแทรกซึมของน ้าและสารอาหาร  
รวมไปถึงน ้ามันลงสู่ดิน ซ่ึงดินที่มีลักษณะเป็นดินทรายนั น น ้ามันสามารถซึมผ่านได้ดีกว่าดินร่ว นหรือ
ดินเหนียว และอาจส่งผลดีต่อการเข้าถึงน ้า มันของแบคทีเรียในดิน (Labud และคณะ, 2007) และ

พบว่าดินตัวอย่างแอนตาร์กติกมีค่า pH เท่ากับ 7 ซ่ึงอยู่ในช่วงที่ เหมาะสมส้าหรับการเจริญของ
แบคทีเรียส่วนใหญ่ที่ย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอน เนื่องจากค่า pH มีผลต่อการละลายและ

การเข้าถึงทางชีวภาพของสารประกอบไฮโดรคาร์บอน โดยช่วงค่า pH ที่เหมาะสมต่อการย่อยสลาย
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนอยู่ในช่วง 5.0-9.0 (Lu และคณะ , 2011; Rahman และคณะ , 2002) 
และผลการวิเคราะห์สารอาหารในดินแอนตาร์กติกพบว่ามีปริมาณน้อย โดยอัตราส่วนคาร์บอน ต่อ

ไนโตรเจนต่อฟอสฟอรั สใน ดิน มีอัตราส่วนประมาณ 8.6:1:1.3 โดยรายงานของ Ron และ 
Rosenberg (2010) พบว่าอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัส 100:10:1 เป็นอัตราส่วน  

ที่เหมาะสมที่สุดในการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนโดยแบคทีเรีย ดังนั นหากมีการปนเปื้อน
น ้ามันปิโตรเลียม อัตราส่วนของ C:N:P อาจมีผลต่อกิจกรรมของจุลินทรีย์ ในการศึกษานี จึงเลื อกใช้  
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วิธี biostimulation ซ่ึงเป็นการเติมสารอาหารเป็นหนึ่งในวิธีที่ใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพการย่อย

สลายน ้ามันดีเซลของแบคทีเรียประถิ่นในดินแอนตาร์กติกต่อไป 

4.1.2 ลักษณะสมบัตทิางชวีภาพของตัวอยา่งดินแอนตารก์ตกิ 
  4.1.2.1 จ านวนแบคทเีรยีทั งหมดและจ านวนแบคทเีรยียอ่ยสลายน  ามันดเีซลใน

ตัวอย่างดินแอนตารก์ติก 

ผลการตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียโดยวิธี MPN ในตัวอย่างดินแอนตาร์กติก พบว่ามีจ้านวน
แบคทีเรียทั งหมด 1.1 ± 0 × 107 MPN/กรัม น ้าหนักดินเปียก และมีจ้านวนแบคทีเรียย่อยสลาย

น ้ามันดีเซล 1.96 ± 1.20 x 104  MPN/กรัม น ้าหนักดินเปียก ซ่ึงแสดงถึงการมีอยู่ของแบคทีเรีย ที่ มี
ความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในตัวอย่างดินแอนตาร์กติก โดย Coulon และคณะ (2005) 

ได้นับจ้านวนแบคทีเรียย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในตัวอย่างดินที่ปกคลุมด้วยพืช บริเวณ
สถานีวิจัยของฝรั่งเศสในทวีปแอนตาร์กติกา ซ่ึงใช้น ้า มันดิบเป็นแหล่งคาร์บอน บ่มที่ อุณหภูมิ  
12 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วัน พบว่ามีจ้านวนแบคทีเรียย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน   

2.2 x 105 MPN/กรัม น ้าหนักดินเปียก แต่งานวิจัยดังกล่าวไม่ได้รายงานจ้านวนแบคทีเรียทั งหมด เม่ือ
เปรียบเทียบกับงานวิจัยนี พบว่างานวิจัยของ Coulon และคณะ (2005) พบแบคทีเรียย่อยสลาย

ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนมากกว่างานวิจัยนี เพียงเล็กน้อย คาดว่าเป็นผลมาจากลักษณะทางกายภาพ
ของดิน และสารประกอบไฮโดรคาร์บอนในดินที่แตกต่างกัน ซ่ึงในงานวิจัยของ Coulon และคณะ 
(2005) พบว่า C/N ratio ในดินมีค่า 13.6 ซ่ึงปัจจัยเหล่านี น่าจะส่งผลต่อจ้านวนแบคทีเรียย่อยสลาย

ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน 

  4.1.2.2 ยีนที่เกี่ยวข้องในการยอ่ยสลายน  ามันดเีซลของตัวอยา่งดนิแอนตารก์ตกิ  

จากผลการตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้า มันดีเซลโดยวิธี MPN พบว่าในตัวอย่าง

ดินแอนตาร์กติกมีแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้า มันดีเซล ดังนั นจึงตรวจสอบยีนที่เก่ียวข้องกับการย่ อย
สลายน ้ามันดีเซลเพ่ือยืนยันผลการมีอยู่ของแบคทีเรียที่มีแนวโน้มในการย่อยสลายน ้ามันดีเซล ซ่ึงผล

การตรวจสอบยีนโดยใช้ 10 คู่ไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะต่อยีนย่อยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน แสดง 
ดังตารางที่ 4.2 และรูปที่ จ .1, ภาคผนวก จ พบว่าในตัวอย่างดินแอนตาร์กติกสามารถตรวจพบ
ผลิตภัณฑ์ PCR จากคู่ไพร์เมอร์ P450fw1 และ P450rv3 ตามขนาดที่คาดหวัง 339 bp ซ่ึงจ้าเพาะ

ต่อยีน CYP153 ที่ประมวลรหัสเอนไซม์ไซโตโครม P450 โมโนออกซิจีเนส (cytochrome P450 
monooxygenase; CYP153) ที่จ้าเพาะกับการย่อยสลายแอลเคนสายกลางที่มีจ้านวนคาร์บอน 8-16 

อะตอม (van Beilen และคณะ, 2006) โดยอาศัยระบบขนส่งอิเล็กตรอนที่ประกอบด้วยเฟอร์รีดอก
ซิ น  ( ferredoxin) แ ล ะ เ ฟ อ ร์ รี ด อ ก ซิ น รี ดั ก เ ท ส  (ferredoxin reductase) เ ช่ น  CYP153  



 

 

56 

ของ Acinetobacter sp. EB104 ที่สามารถย่อยสลายแอลเคนที่มีจ้านวนคาร์บอน 6-11 อะตอม 
(Maier และคณะ, 2001) 

ผลการตรวจหายีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายแอลเคนของตัวอย่างดินแอนตาร์กติกไ ม่พบ
ผลิตภัณฑ์ PCR จากไพร์เมอร์ ALK1 ซ่ึงจ้าเพาะต่อยีน alkB ที่มีบทบาทในการย่อยสลายแอลเคนสาย

สั นถึงกลาง และผลิตภัณฑ์ PCR จากไพร์เมอร์ ALK2 และ AlmAw ซ่ึงจ้าเพาะต่อยีน alkM และ 
almA ที่มีบทบาทในการย่อยสลายแอลเคนสายกลางถึงยาว แต่พบผลิตภัณฑ์ PCR จากคู่ไพร์เมอร์ 
P450fw1 และ P450rv3 ที่จ้าเพาะต่อยีน CYP153 ซ่ึงมีบทบาทในการย่อยสลายแอลเคนสายกลางที่

มีจ้านวนคาร์บอน 8-16 อะตอม อย่างไรก็ตามไพร์เมอร์ที่จ้า เพาะกับยีน CYP153 ที่ใช้ในงานวิจัยนี มี
หลายคู่ แต่สามารถตรวจพบด้วยไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะกับบริเวณ substrate-binding GGNDTTRN และ 

heme-binding cysteine (HLSFGFGIHRC) โดยผลิตภัณฑ์ PCR จากคู่ไพร์เมอร์ P450 fw1 & rv3 
ที่พบในตัวอย่างดินแอนตาร์กติกมีความคล้ายคลึงกับล้าดับกรดอะมิโนของยีน Cytochrome P450 ที่
พบ ใน  Actinobacteria 80% (ตา ร า งที่  ง .1, ภา คผนวก ง ) จึ งคา ดว่ า ใน ตัวอย่ า ง ดินแอน 

ตาร์กติกน่าจะมี Actinobacteria และแบคทีเรียดังกล่าวอาจมีบทบาทในการย่อยสลายน ้ามันดีเซล 

ตารางที่ 4.2 ยีนที่เก่ียวข้องในการย่อยสลายน ้ามันดีเซลโดยใช้ 10 คู่ไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะต่อยีน 

ย่อยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน (รูปที่ จ.1, ภาคผนวก จ) 

ตัว
อย่

าง
ดิน

 

ไพร์เมอร์ 

AL
K1

 (ยี
น 

al
kB

) 

AL
K2

 (ยี
น 

al
kM

) 

AL
K3

 (ยี
น 

al
kB

1) 

AL
KB

-1
 (ยี

น 
al

kB
-1

) 

AL
KB

1 (
ยีน

 a
lkB

1)
 

AL
KB

2 (
ยีน

 a
lkB

2)
 

CY
P1

53
  

(ยี
น 

CY
P1

53
) 

P4
50

 (ยี
น 

CY
P1

53
) 

Al
m

Aw
 (ยี

น 
al

m
A)

 

P4
50

 fw
1 &

 rv
3 

(ยี
น 

CY
P1

53
) 

- - - - - - - - - + 

หมายเหต ุ:  -  หมายถึง  ไม่พบผลิตภัณฑ์ PCR ตามขนาดท่ีคาดหวัง              
               + หมายถึง พบผลิตภัณฑ์ PCR ตามขนาดท่ีคาดหวัง 

4.2 แบคทีเรยีที่มีบทบาทเกีย่วข้องกบัการย่อยสลายน  ามันดีเซลในตัวอยา่งดนิแอนตารก์ตกิภายใต้

อุณหภูมิต่ า 

4.2.1 การยอ่ยสลายน  ามันดเีซลในตวัอยา่งดินแอนตารก์ติกในระบบนิเวศจ าลองดิน

ภายใต้อณุหภมูิต่ า 

 จากผลการตรวจนับจ้านวนแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้า มันดีเซล และการตรวจสอบยีน 
ที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายแอลเคน พบว่ามีแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามันดีเซล และพบยีน CYP153 

ซ่ึงเก่ียวข้องกับการย่อยสลายแอลเคนสายกลาง ดังนั นคาดว่าแบคทีเรียประจ้าถิ่นในตัวอย่างดิน 



 

 

57 

แอนตาร์กติกน่าจะมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้า มันดีเซลได้  จึงทดสอบการย่อยสลายน ้า มัน
ดีเซลในดินแอนตาร์กติกในระบบนิเวศจ้าลองดินภายใต้อุณหภูมิต้่า โดยเติมน ้ามันดีเซล 1% และ 3% 

(น ้าหนัก/น ้าหนัก) เพ่ือทดสอบปัจจัยความเข้มข้นของน ้า มันดีเซลต่อการเปลี่ยนแปลงประชาคม
แบคทีเรียและประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซลของแบคทีเรียในตัวอย่างดินแอนตาร์กติก 

ทดสอบ 3 ชุดการทดลอง ชุด AC คือ abiotic control หรือชุดควบคุม ชุด NA คือ natural 
attenuation เพ่ือทดสอบการย่อยสลายน ้ามันดีเซลโดยแบคทีเรียประจ้าถิ่นในดินแอนตาร์กติก  
ชุด BS คือ biostimulation เพ่ือทดสอบการย่อยสลายน ้ามันดีเซลด้วยการกระตุ้นการเจริญของ

แบคทีเรียประจ้าถิ่นในดินแอนตาร์กติกโดยการเติมสารอาหารที่ปรับให้มีอัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัสเท่ากับ 100:10:1 เนื่องจากสารอาหารในตัวอย่างดินแอนตาร์กติก มีปริมาณ

ต้่า ซ่ึงอาจไม่เหมาะสมต่อการย่อยสลายทางชีวภาพของแบคทีเรีย ผลการวิเคราะห์ค่าเฉลี่ยของ
ปริมาณน ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ในชุดการทดลองที่เติมน ้า มันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) เม่ือเวลาผ่าน
ไป 15, 30, 75, 90 และ 120 วัน แสดงดังตารางที่ 4.3 และรูปที่ 4.1 และผลการวิเคราะห์ค่าเฉลี่ย

ของปริมาณน ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ในชุดการทดลองที่เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) เม่ือเวลา

ผ่านไป 30, 90, 150 และ 210 วัน แสดงดังตารางที่ 4.4 และรูปที่ 4.2 

 

ตารางที่ 4.3 การย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่าที่เติม

น ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) และวิเคราะห์ปริมาณน ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ด้วย GC-FID 

ชุดการทดลอง 
น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ (%) 

วันที่ 15 วันที่ 30 วันที่ 75 วันที่ 90 วันที่ 120 

ชุด AC abiotic control 96±4.8 99.3±1.3 97.7±1.4 97.8±2.1 95.1±5.2 

ชุด NA natural attenuation 66.2±3.6 66.2±8.1 37±5.5 29.8±3.9 28.1±3.7 

ชุด BS biostimulation 54.3±1.8 43.3±6.8 28.1±1.2 28.2±0.8 23.2±1.8 
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ร ูปที่ 4.1 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่
เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) และวิเคราะห์ปริมาณน ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่โดย GC-FID 

 
ตารางที่ 4.4 การย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่าที่เติม

น ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) และวิเคราะห์ปริมาณน ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ด้วย GC-FID 

ชุดการทดลอง 
น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ (%) 

วันที่ 30 วันที่ 90 วันที่ 150 วันที่ 210 

ชุด AC abiotic control 81.1±6.7 88.9±9.5 89.8±9.2 90.2±2.8 

ชุด NA natural attenuation 93.4±4.2 72.5±8.6 53.7±3.3 21.7±4 

ชุด BS biostimulation 77.1±17.7 58.7±8.5 51.3±11.3 27.3±5.4 
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ร ูปที่ 4.2 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่
เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) และวิเคราะห์ปริมาณน ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่โดย GC-FID 

 
จากผลการทดสอบการย่อยสลายน ้า มันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่ เ ติม

น ้ามันดีเซล 1% และ 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) เม่ือเปรียบเทียบระหว่างชุด abiotic control และ ชุดที่
มีแบคทีเรียประจ้าถิ่นในดินแอนตาร์กติก (natural attenuation และ biostimulation) พบว่าตลอด
การทดลอง น ้ามันดีเซลในชุดการทดลอง abiotic control ลดลงเพียงเล็กน้อยไม่ถึง 10% และ 20% 

ตามล้าดับ ซ่ึงน่าจะเป็นผลมาจากการระเหยของน ้ามันดีเซลเนื่องจากบ่มเป็นเวลานาน ในขณะที่ชุดที่
มีแบคทีเรียประจ้าถิ่นพบว่ามีการลดลงของน ้ามันดีเซลอย่างมาก ดังนั นจึงสรุปได้ว่าภายในระบบนิเวศ

จ้าลองดินแอนตาร์กติกที่เติมน ้า มันดีเซล 1% และ 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) เกิดการย่อยสลาย 
ทางชีวภาพโดยแบคทีเรีย และพบว่าในระยะแรกของชุด biostimulation ทั งในชุดการทดลองที่เ ติม
น ้ามันดีเซล 1% และ 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) มีปริมาณน ้ามันดีเซลลดลงอย่างรวดเร็วและมีแนวโน้ม

ในการย่อยสลายน ้ามันดีเซลดีกว่าชุด natural attenuation จนกระทั่งระยะเวลาหนึ่ง พบว่าปริมาณ
น ้ามันดีเซลในชุด natural attenuation และ biostimulation ทั งชุดการทดลองที่เติมน ้า มัน ดีเซล 

1% และ 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) เหลืออยู่ใกล้เคียงกัน โดยชุดที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 
ในวันที่ 90 พบว่ามีปริมาณน ้า มันดีเซลเหลืออยู่ประมาณ 30% และชุดที่ เติมน ้า มันดีเซล 3% 
(น ้าหนัก/น ้าหนัก) ในวันที่ 150 พบว่ามีปริมาณน ้ามันดีเซลเหลืออยู่ประมาณ 50% 
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จากผลการย่อยสลายน ้ามันดีเซล 1% และ 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ในระบบนิเวศจ้าลองดิน
แอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่าแสดงให้เห็นว่า การเติมสารอาหารเพ่ือกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรีย

ประจ้าถิ่นสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซลได้ในระยะแรก เม่ือเวลาผ่านไปการเติม
สารอาหารไม่ได้ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซล ทั งนี อาจเนื่องมาจากเม่ือเวลาผ่านไป

สารอาหารถูกใช้ไปจนเหลือน้อยลง ซ่ึงอาจส่งผลต่อสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคที เรีย  
ที่ย่อยสลายน ้ามันดีเซล และแบคทีเรียประจ้าถิ่นในชุด natural attenuation อาจมีการปรับตัวเม่ือ 
มีการปนเปื้อนของน ้า มันดีเซล โดยเพ่ิมจ้านวนแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายน ้ามันดีเซล และท้าให้

เกิดการชักน้าให้เกิดการสร้างเอนไซม์ที่เก่ียวข้องเพ่ือใช้ในการย่อยสลายน ้ามันดีเซล (Bento และคณะ
, 2005) จึงท้าให้ปริมาณน ้าดีเซลที่เหลืออยู่ในช่วงท้ายการทดลองในชุด natural attenuation และ 

biostimulation มีค่าใกล้เคียงกัน สอดคล้องกับการทดลองของ Coulon และคณะ (2005) ซ่ึงได้
ศึกษาปัจจัยของสารอาหารที่มีผลต่อการย่อยสลายน ้า มันดีเซลความเข้มข้น 27.33 มิลลิกรัม/กรัม 
น ้าหนักดินเปียก สร้างระบบนิเวศจ้าลองดินโดยใช้ดินที่ปนเปื้อนสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในทวีป

แอนตาร์กติกา แบ่งเป็นชุดการทดลองที่ไม่ได้เติมสารอาหาร และชุดการทดลองที่เติมสารอาหาร โดย
เติม Inipol EAP22 เป็นสารอาหารซ่ึงมีอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัสคือ 62:7.4:0.7 

บ่มที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 180 วัน พบว่าชุดการทดลองที่ไม่ได้เติมสารอาหาร และ
ชุดการทดลองที่เติมสารอาหารมีปริมาณน ้ามันดีเซลลดลง 85% และ 90% ตามล้าดับ 

นอกจากนี ได้ใช้จลนพลศาสตร์การย่อยสลายของน ้ามันดีเซลโดยศึกษาจากแบบจ้าลอง

ค่าคงที่อัตราเร็วปฏิกิริยาอันดับหนึ่ง (Pseudo-first order) เพ่ือเปรียบเทียบปัจจัยสารอาหารและ
ความเข้มข้นของน ้า มันดีเซลต่อการย่อยสลายน ้า มันดีเซลของแบคทีเรียในตัวอย่างดินแอนตาร์ก ติก 
พบว่า ผลการย่อยสลายน ้า มันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่าเม่ือน้า  

มาเขียนกราฟเส้นตรงตามสมการค่าคงที่ อัตราเร็วปฏิกิริยาอันดับหนึ่ง พบว่ามีค่าคงที่การย่อยสลาย
น ้ามันดีเซลแสดงดังตารางที่ 4.5 เม่ือพิจารณาจากค่าคงที่การย่อยสลายน ้า มันดีเซลพบว่า ในระบบ

นิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่เติมน ้า มันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) มีค่าคงที่การย่อยสลายมากกว่า
ชุดที่เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของน ้ามันดีเซลมีผลต่ออัตรา
การย่อยสลายของแบคทีเรีย โดย Van Hamme และคณะ (2003) รายงานว่าเม่ือมีความเข้มข้นของ

สารประกอบไฮโดรคาร์บอนน้อย แบคทีเรียสามารถน้าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานได้ หากมี
ความเข้มข้นของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนมากเกินพอท้าให้แบคทีเรียย่อยสลายสารประกอบ

ไฮโดรคาร์บอนได้ช้าลง เกิดการสะสมสารมลพิษภายในเซลล์ อาจท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงประชาคม
แบคทีเรีย และเม่ือเปรียบเทียบค่าคงที่การย่อยสลายน ้ามันดีเซลภายในชุดการทดลองที่เติมน ้า มัน
ดีเซล 1% และ 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) พบว่าทั งสองชุดการทดลองมีค่าคงที่การย่อยสลายน ้ามันดี เซล
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ในชุด natural attenuation และ biostimulation ไม่แตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่าสารอาหารไม่มีผล
ต่ออัตราการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า  

ตารางที่ 4.5 ค่าคงที่อัตราเร็วปฏิกิริยาอันดับหนึ่งของการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลอง

ดินภายใต้อุณหภูมิต้่า 

ระบบนิเวศจ้าลองดิน ค่าคงที่การย่อยสลายน ้ามันดีเซล (วัน-1) 

ชุด NA ที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 0.024 

ชุด BS ที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 0.025 

ชุด NA ที่เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 0.016 

ชุด BS ที่เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 0.012 

4.2.2 ลักษณะสมบัตขิองแบคทเีรยีสายพนัธ ุบ์รสิุทธ ิท์ ีค่ดัแยกได้จากระบบนเิวศจ าลองดิน 

 จากผลการทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้า มันดีเซลของแบคทีเรียประจ้า ถิ่น ใน

ระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า พบว่าแบคทีเรียประจ้าถิ่นในตัวอย่างดิน 
แอนตาร์กติกมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้า มันดีเซล ดังนั นเพ่ือศึกษาบทบาทในการย่อยสลาย

น ้ามันดีเซลของแบคทีเรียประจ้าถิ่นในดินแอนตาร์กติก จึงคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ จาก
ระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า และทดสอบการย่อยสลายองค์ประกอบของ
น ้ามันดีเซล รวมไปถึงการศึกษาแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื องต้นและความไม่ชอบ

น ้าของเซลล์  

4.2.2.1 ชนิดของแบคทีเรยีสายพันธ ุบ์รสิุทธ ิท์ ีค่ดัแยกไดจ้ากระบบนิเวศจ าลองดนิ

ภายใต้อณุหภมูิต่ า 

 ผลการคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิจากระบบนิเวศจ้าลองดิน พบว่าสามารถคัดแยก
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้า มันดีเซลได้ทั งหมด 5 สายพันธุ์ ดังรูป

ที ่4.3-4.4 และตารางที่ 4.6 และผลการจัดจ้าแนกชนิดแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิทั ง 5 สายพันธุ์ พบว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  

16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิ SP1, SP3, EN1 และ EN2 มีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรีย
ในจีนัส Pseudomonas 98%, 99%, 98% และ 97% ตามล้าดับ และล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
16S rRNA ของแบคที เ รี ย สา ย พันธุ์ บ ริ สุ ทธิ์  SP2 มีควา มคล้ า ยคลึ ง กับแบคที เ รี ย ในจี นั ส 
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Sphingomonas 99% เม่ือเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของสายพันธุ์บริสุทธิ์

ทั ง 5 สายพันธุ์กับล้าดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล GenBank แสดงดังตารางที่ 4.7-4.11 

 

 
ร ูปที่ 4.3 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของอาหารเลี ยงเชื อเหลว MSM ภายหลังการย่อยสลายน ้ามัน

ดีเซล 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ระยะเวลา 7 วัน ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิ SP1 SP2 และ 
SP3 เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

 

 

ร ูปที่ 4.4 ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของอาหารเลี ยงเชื อเหลว MSM ภายหลังการย่อยสลายน ้ามัน
ดีเซล 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ระยะเวลา 7 วัน ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิ EN1 และ EN2 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

 
 

 
 

 

Control     SP1       SP2     SP3 

Control        EN1          EN2 
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ตารางที่ 4.6 แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิที่สามารถย่อยสลายน ้ามันดีเซลจากการคัดแยกจากระบบ
นิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า 

แบคทเีรยีสายพนัธ ุบ์รสิุทธ ิ ์ ลักษณะของแบคทเีรยี แหล่งทีม่า 

SP1  

สีเหลืองนวล ขอบเรียบ มันวาว 

 

ระบบนิเวศจ้าลองดนิทีเ่ตมิน ้ามนั
ดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก)  
ทุกชุดการทดลอง natural 
attenuation 

SP2  

สีส้ม ขอบเรียบ มันวาว ระบบนิเวศจ้าลองดนิทีเ่ตมิน ้ามนั
ดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก)  
วันที่ 15 ในชุดการทดลอง 
natural attenuation  

SP3  

สีขาวขุ่น ขอบหยัก ระบบนิเวศจ้าลองดนิทีเ่ตมิน ้ามนั
ดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ทุก
ชุดการทดลอง  

EN1  

สีเหลืองนวล ขอบหยกั ด้าน 

 

ระบบนิเวศจ้าลองดนิทีเ่ตมิน ้ามนั
ดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) วันที่ 
90 ในชุดการทดลอง natural 
attenuation โดยวิธเีอนรชิเมนท์
ด้วยน ้าม ันดีเซล 

EN2  

สีเหลืองส้ม มันวาว ขอบเรยีบ 

 

ระบบนิเวศจ้าลองดนิทีเ่ตมิน ้ามนั
ดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก)  
วันที่ 90 ในชุดการทดลอง 
natural attenuation โดยวธิ ี
เอนริชเมนทด์้วยน ้ามนัดีเซล 
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จากผลการคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิพบว่ามีแบคทีเรียจีนัส Pseudomonas 4 สาย
พันธุ์ และแบคทีเรียจีนัส Sphingomonas 1 สายพันธุ์ โดยแบคทีเรียจีนัส Sphingomonas พบ

เฉพาะในชุดการทดลอง natural attenuation น่าจะเป็นผลมาจาก Sphingomonas อาจมีการ
แข่ งขั นหรื อการท้ างาน เป็นปฏิปั ก ษ์ กับแบคที เ รีย อ่ืนภายในระบบนิ เวศจ้ าลองดินท้าให้  

Sphingomonas ลดจ้านวนลง และไม่สามารถคัดแยกได้ในระยะเวลาต่อมา จากผลการคัดแยก
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิสอดคล้องกับการศึกษาของ de Jesus และคณะ (2015) ซ่ึงได้คัดแยกกลุ่ม
แบคทีเรียจากดินที่ปนเปื้อนน ้ามันดีเซลจากบริเวณคาบสมุทรแอนตาร์กติก เม่ือตรวจสอบประชาคม

แบคทีเรียด้วยวิธี PCR-DGGE พบว่าแบคทีเรียเด่นในดินที่ปนเปื้อนน ้า มันดีเซลคือ Pseudomonas 
sp., Sphingomonas sp. และ Acinetobacters sp. จึงสรุปได้ว่าแบคทีเรียจีนัส Pseudomonas 

และ Sphingomonas สามารถพบได้ในดินแอนตาร์กติกที่ปนเปื้อนน ้ามันดีเซล 

 
ตารางที่ 4.7 ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA ของสายพันธุ์ SP1 กับล้าดับนิวคลีโอไทด์จาก

ฐานข้อมูล GenBank 

ล าด ับ
ที่ 

สายพันธ ุข์องแบคทเีรยี 
Accession 

no. 
ค วามเหมอืน(%) อ้างอิง 

1 
Pseudomonas sp. Tibet-
IIA21 

DQ177468 1413/1437(98%) 
Zhang และคณะ 
(2007) 

2 Pseudomonas sp. EC-V20-9 AB379687 1417/1445(98%) 
Hara และคณะ 
(2009) 

3 Pseudomonas sp. Pier17 KC195902 1414/1445(98%) 
Colinon และคณะ 
(2013) 

4 Pseudomonas sp. Marine-13 FN377713 1422/1448(98%) 
Srinivas และคณะ 
(2009) 

5 Pseudomonas sp. hp7 JN637314 1401/1425(98%) Liu และคณะ (2012) 
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ตารางที่ 4.8 ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA ของสายพันธุ์ SP2 กับล้าดับนิวคลีโอไทด์จาก

ฐานข้อมูล GenBank 

ล าด ับ
ที่ 

สายพันธ ุข์องแบคทเีรยี 
Accession 

no. 
ค วามเหมอืน(%) อ้างอิง 

1 
Sphingomonas aerolata 
AIC10-14 JF970599 1442/1458(99%) Shivaji และคณะ 

(2013) 

2 Sphingomonas sp. R-36533 FR682705 1427/1438(99%) Peeters และคณะ 
(2011) 

3 
Sphingomonas aerolata 
NW12 NR042130 1432/1460(98%) Busse และคณะ 

(2003) 

4 
Sphingomonas sp. 
M3C203B-B AF395031 1399/1418(99%) Christner และคณะ 

(2001) 

5 Sphingomonas sp. NBGD25 HQ003449 1419/1451(98%) Sahay และคณะ 
(2013) 

 
 

ตารางที่ 4.9 ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA ของสายพันธุ์ SP3 กับล้าดับนิวคลีโอไทด์จาก
ฐานข้อมูล GenBank 

ล าดับ

ที่ 
สายพันธ ุข์องแบคทเีรยี 

Accession 

no. 
ความเหมอืน(%) อ้างอิง 

1 
Pseudomonas mandelii CIP 
105273 NR024902 1457/1479(99%) Verhille และคณะ 

(1999) 

2 Pseudomonas sp. M39 AY263482 1455/1477(99%) Meyer และคณะ 
(2004) 

3 Pseudomonas sp. IpA-93 AF177919 1460/1481(99%) Yu และคณะ (2000) 

4 Pseudomonas sp. PsE AF105383 1461/1480(99%) Kuske และคณะ 
(1999) 

5 Pseudomonas mandelii JR-1 CP005960 1457/1479(99%) Jang และคณะ 
(2012) 
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ตารางที่ 4.10 ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA ของสายพันธุ์ EN1 กับล้าดับนิวคลีโอไทด์

จากฐานข้อมูล GenBank 

ล าดับ

ที่ 
สายพันธ ุข์องแบคทเีรยี 

Accession 

no. 
ความเหมอืน(%) อ้างอิง 

1 
Pseudomonas syringae 
HS191 

CP006256    1479/1503(98%) 
Ravindran และคณะ 
(2015) 

2 
Pseudomonas cannabina 

CFBP 2341 
AJ492827 1479/1503(98%) 

Behrendt และคณะ 
(2003) 

3 
Pseudomonas syringae pv. 
actinidiae Kw11 

AB001439  1479/1503(98%) 
Sawada และคณะ 
(1997) 

4 Pseudomonas sp. In5 GQ254719    1479/1508(98%) 
Michelsen และ 
Stougaard (2011) 

5 Pseudomonas sp. SV5 AF251335 1481/1505(98%) 
Sentchilo และคณะ 
(2000) 

 
 

ตารางที่ 4.11 ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA ของสายพันธุ์ EN2 กับล้าดับนิวคลีโอไทด์

จากฐานข้อมูล GenBank 

ล าดับ

ที่ 
สายพันธ ุข์องแบคทเีรยี 

Accession 

no. 
ความเหมอืน(%) อ้างอิง 

1 Pseudomonas sp. IC1-11 HQ448935 1367/1408(97%) 
Zeng และคณะ 
(2013) 

2 
Pseudomonas lini CFBP 
5737 

AY035996 1379/1428(97%) 
Delorme และคณะ 
(2002) 

3 Pseudomonas sp. PsJ AF105388 1411/1476(96%) 
Kuske และคณะ 
(1999) 

4 Pseudomonas sp. PsC AF105381 1383/1425(97%) 
Kuske และคณะ 
(1999) 

5 Pseudomonas lini DLE411J NR029042 1379/1428(97%) 
Delorme และคณะ 
(2002) 
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4.2.2.2 ประสทิธภิาพการย่อยสลายองคป์ระกอบของน  ามันดีเซลของแบคทเีรยี

ย่อยสลายน  ามันดีเซลจากระบบนเิวศจ าลองดิน 

เนื่องจากแบคทีเรียประจ้าถิ่นในตัวอย่างดินแอนตาร์กติกมีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
น ้ามันดีเซล จึงทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายองค์ประกอบของน ้า มันดีเซลของแบคทีเรี ยสาย

พันธุ์บริสุทธ์ิทั ง 5 สายพันธุ์ท่ีคัดแยกจากระบบนิเวศจ้าลองดิน เพ่ือศึกษาบทบาทที่เก่ียวข้องกับการ
ย่อยสลายน ้ามันดีเซล โดยทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดีเซล 0.25% (ปริมาตร/
ปริมาตร) และตัวแทนองค์ประกอบของน ้ามันดีเซล ได้แก่ ฟีแนนทรีน 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เตตระเดก

เคน และเฮกซะเดกเคน 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างวันที่ 14 
ของทุกชุดการทดลอง โดยผลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายแสดงดังรูปที่ 4.5 

 

 
ร ูปที่ 4.5 ประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซล 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ฟีแนนทรีน 50 
มิลลิกรัม/ลิตร เตตระเดกเคน และเฮกซะเดกเคน 500 มิลลิกรัม/ลิตร ภายในระยะเวลา 14 วันของ

แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิ ทั ง 5 สายพันธุ์ 
 จากผลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซล 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) 

พบว่าในระยะเวลา 14 วัน แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิทั ง 5 สายพันธุ์สามารถย่อยสลายน ้ามันดีเซลได้ 
100% และจากผลจากทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีแนนทรีน 50 มิลลิกรัม/ลิตร พบว่า 
Pseudomonas sp. EN2 มีปร ะ สิ ทธิ ภ า พในกา รย่ อยสลา ย ฟีแนนทรี นมา กที่ สุ ด คือ  77%  
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รองลงมาคือ Pseudomonas sp. SP1, Pseudomonas sp. SP3, Sphingomonas sp. SP2 และ
Pseudomonas sp. EN1 ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีแนนทรีน 49%, 37%, 26% และ 

19% ตามล้าดับ เม่ือเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซล พบว่าแบคทีเรียสามารถ
ย่อยสลายฟีแนนทรีนได้น้อยกว่า เนื่องจากแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิผ่านการเอนริชเมนท์ด้วยน ้า มัน

ดีเซลซ่ึงมีองค์ประกอบของ PAHs น้อยมาก รวมไปถึง PAHs เป็นวงแหวนเบนซีนหลายวงซ่ึงถูกย่อย
สลายโดยแบคทีเรียได้ช้ากว่าองค์ประกอบส่วนใหญ่ของน ้ามันดีเซล ซ่ึงประกอบด้วยแอลเคนเป็นส่วน
ใหญ่ (Hendrikse และคณะ, 2015) เม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Crisafi และคณะ (2016) ซ่ึงได้

คัดแยกแบคทีเรียจากน ้าทะเลอาร์กติก และทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีแนนทรีน  50 
มิลลิกรัม/ลิตร โดยบ่มที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 60 วัน พบว่า Alcanivorax สามารถ

ย่อยสลายฟีแนนทรีนได้เพียง 10% สรุปได้ว่าแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิที่คัดแยกได้จากระบบนิเ วศ
จ้าลองดินแอนตาร์กติกในงานวิจัยนี มีประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีแนนทรีนมากกว่างานวิจัยดังกล่าว  

จากการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายเตตระเดกเคน  500 มิลลิกรัม/ลิตร พบว่า 

Pseudomonas sp. EN1 และ EN2 มีประสิทธิภาพการย่อยสลายเตตระเดกเคนสูงที่สุดคือ 100% 
รองลงมาคือ Sphingomonas sp. SP2, Pseudomonas sp. SP3 และ Pseudomonas sp. SP1 

โดยมีประสิทธิภาพการย่อยสลายเตตระเดกเคน 98%, 96% และ 62% ตามล้าดับ และผลการ
ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายเฮกซะเดกเคน 500 มิลลิกรัม/ลิตร พบว่า Sphingomonas sp. 
SP2 มีประสิทธิภาพการย่อยสลายเฮกซะเดกเคนสูงที่สุดคือ 93% รองลงมาคือ Pseudomonas sp. 

EN2, Pseudomonas sp. EN1, Pseudomonas sp. SP1 และ  Pseudomonas sp. SP3 โ ดย มี
ประสิทธิภาพการย่อยสลาย 86%, 73%, 50% และ 48% ตามล้าดับ จากการทดสอบประสิทธิภาพ
การย่อยสลายน ้า มันดีเซลและองค์ประกอบของน ้า มันดีเซลพบว่า Pseudomonas spp. และ 

Sphingomonas sp. เป็นแบคทีเรียที่ คัดแยกได้จากตัวอย่างดินแอนตาร์กติกซ่ึงมีบทบาทส้าคัญ
เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซล เนื่องจากสามารถย่อยสลายน ้ามันดีเซลได้ 100% ภายใน

ระยะเวลา 14 วัน รวมถึงสามารถย่อยสลายองค์ประกอบต่าง ๆ ของน ้ามันดีเซลได้อีกด้วย 

4.2.2.3 แนวโนม้ในการผลติสารลดแรงตึงผิวชวีภาพเบื องต้นและความไม่ชอบ

น  าของเซลล ์

การทดสอบขั นตอนนี เพ่ือประเมินความสามารถของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ทั ง 5  
สายพันธุ์ท่ีคัดแยกจากระบบนิเวศจ้าลองดินเบื องต้น เพ่ือบ่งชี บทบาทท่ีเก่ียวข้องเพ่ิมเติมในการย่อย

สลายน ้ามันดีเซลภายใต้อุณหภูมิต้่า โดยทดสอบความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วย
การวิเคราะห์ค่าแรงตึงผิว ค่าดรรชนีอิมัลชัน และค่าการกระจายน ้า มัน และยังตรวจสอบการ เ กิด
ไฮโดรโฟบิกของเซลล์เม่ือเลี ยงแบคทีเรียในอาหาร MSM ที่ใช้น ้า มันดีเซลเป็นแหล่งคาร์บอน  
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ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการเกิดไฮโดร 
โฟบิกของเซลล์พบว่า Pseudomonas sp. EN2 มีค่าการเกิดไฮโดรโฟบิกของเซลล์มากที่สุด โดยมี

ค่าประมาณ 54% ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวพบว่าแบคทีเรียทั ง 5 
สายพันธุ์มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวใกล้เคียงกัน และผลการวิเคราะห์การเ กิดชั น

อิมัลชันสูงที่สุดใน Pseudomonas sp. EN1 โดยมีค่าประมาณ 19% และแบคทีเรียทั ง 5 สายพันธุ์  

ไม่มีความสามารถในการเกิดการกระจายน ้ามัน แสดงดังตารางที่ 4.12 

ตารางที่ 4.12 ผลการวิเคราะห์การเกิดไฮโดรโฟบิกกับเฮกซะเดคเคน ค่าแรงตึงผิว และค่าการเกิด

อิมัลชันของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิทั ง 5 สายพันธุ์ในอาหารเหลว MSM ที่ใช้น ้ามันดีเซล บ่มที่

อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน 

แบคทีเรีย 
การเกิดไฮโดรโฟบิกของ

เซลล์กับเฮกซะเดกเคน (%) 
ค่าแรงตึงผิว (มิลลินิวตัน/ตาราง

เมตร) 
E24 (%) 

Pseudomonas sp. SP1 11.7±1.2 36±4 3.3±0 

Sphingomonas sp. SP2 16.6±2.4 27±0 8.8±1.7 

Pseudomonas sp. SP3 7.5±1.7 31±2.6 4.4±1.9 

Pseudomonas sp. EN1 29.1±5.2 27±0 18.8±5.0 

Pseudomonas sp. EN2 54±2.8 32±2.3 11±3.8 

ชุดควบคุม (MSM + น ้ามัน
ดีเซล) 

0 40±2.5 - 

  

จากผลการวิเคราะห์การเกิดไฮโดรโฟบิกกับเฮกซะเดกเคน ค่าแรงตึงผิว และค่าการเกิด
อิมัลชัน พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิทั ง 5 สายพันธุ์ มีแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ซ่ึงจากงานวิจัยของ Zhao และคณะ (2011) พบว่าค่าไฮโดรโฟบิกของเซลล์หรือความไม่ชอบน ้าของ

เซลล์ ช่วยส่งเสริมการเข้าถึงทางชีวภาพของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนและท้าให้แบคทีเรียสามารถ
ยึดเกาะกับอนุภาคของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้ดียิ่งขึ น และส่งผลให้ประสิทธิภาพในการย่อย

สลายเพ่ิมขึ น และการเกิดอิมัลชันระหว่างน ้า มันและน ้าท้าให้มีพื นที่ผิวมากขึ น ซ่ึงท้าให้แบคที เรีย
เข้าถึงสารได้มากขึ นและช่วยเพ่ิมการย่อยสลายน ้ามันได้อีกด้วย 
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จากผลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้า มันดีเซล องค์ประกอบของน ้า มันดี เซล 
และผลการทดสอบแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื องต้นและความไม่ชอบน ้าของเซลล์

พบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิทั ง 5 สายพันธุ์มีความสามารถในการย่อยสลายน ้า มันดีเซลและ
อง ค์ปร ะ กอบของน ้า มันดี เซล  ร วมทั ง มีแนว โน้ มในการผลิตลดแรง ตึ งผิวชี วภาพ ดั งนั น 

Pseudomonas sp. และ Sphingomonas sp. น่าจะมีบทบาทส้าคัญที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลาย

น ้ามันดีเซลในตัวอย่างดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า 

4.2.3 การเปลีย่นแปลงไปของประชาคมแบคทเีรยีในระบบนเิวศจ าลองดนิภายใต้

อุณหภูมิต่ า 

จากการทดสอบการย่อยสลายน ้า มันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้

อุณหภูมิต้่า พบว่าแบคทีเรียประจ้าถิ่นในดินแอนตาร์กติกมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้า มันดี เซล 
จึงศึกษาบทบาทท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซลโดยวิธีการที่อาศัยการเพาะเลี ยง ด้วยการคัด
แยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์  พบว่าสามารถคัดแยกได้เพียง 2 จีนัส คือ Pseudomonas และ 

Sphingomonas ดังนั นการเลือกใช้วิธีการที่ไม่อาศัยการเพาะเลี ยงจึงเป็นวิธีที่ เหมาะสมส้าหรับ
การศึกษาบทบาทของแบคทีเรียในดินแอนตาร์กติกและการเปลี่ยนแปลงไปของประชาคมแบคที เรีย 

ซ่ึงครอบคลุมกับแบคทีเรียกว่า 99.8% ที่ไม่สามารถเพาะเลี ยงได้ในห้องปฏิบัติการ 

4.2.3.1 การ เปลีย่นแปลงประชาคมแบคทเีรยีในดนิจากการวเิคราะหด์้วยวธิ ี

PCR-DGGE 

 ผลการตรวจสอบผลิตภัณฑ์  PCR ด้วย PCR-DGGE โดยสกัด DNA จากดินในระบบนิเวศ
จ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ในชุดการทดลอง natural attenuation และ 
biostimulation ดังรูปที่ 4.6 และ 4.7 พบแถบ DNA ที่แตกต่างกันประมาณ 10-11 แถบ และมีแถบ

เข้ม 2-3 แถบ โดยแถบเข้มเพ่ิมขึ นหลังจากเติมน ้า มันดีเซลลงในระบบนิเวศจ้าลองดินเม่ือเปรียบ เทียบ
กับวันที่ 0 และจากการยืนยันผลการระบุชนิดของแบคทีเรียเด่นด้วยวิธีการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลี โอ

ไทด์บริเวณยีน 16S rRNA (Partial Sequence) เปรียบเทียบ กับฐานข้อ มูล GenBank พบว่ า
แบคทีเรียเด่นหลังจากเติมน ้า มันดีเซลลงไปในระบบนิเวศจ้าลองดิน คือ Pseudomonas และ
แบคทีเรียในคลาส Gammaproteobacteria ทั งในชุดการทดลอง natural attenuation และ 

biostimulation จากผลการทดลองดังกล่าวจึงคาดว่าการเติมน ้า มันดีเซลกระตุ้นให้แบคทีเรีย กลุ่ม
ดังกล่าวเพ่ิมขึ น และแบคทีเรียกลุ่มนี มีความสามารถทนต่อน ้า มันดีเซลได้ จึงมีแนวโน้มว่าแบคที เรีย

กลุ่มนี มีบทบาทส้าคัญในการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% 
(น ้าหนัก/น ้าหนัก) ทั งในชุด natural attenuation และ biostimulation 
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ร ูปที่ 4.6 โครงสร้างของประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/
น ้าหนัก) ชุดการทดลอง natural attenuation 

 
จากการทดลองของ Shukor และคณะ (2009) พบว่า Pseudomonas sp. ที่คัดแยกจาก

สถานีวิจัยจูเบนี ทวีปแอนตาร์กติกา สามารถใช้น ้ามันดีเซลเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานได้ โดย

สามารถย่อยสลายน ้ามันดีเซลความเข้มข้น 3.5% (ปริมาตร/ปริมาตร) ได้ 18.8% ในระยะเวลา 8 วัน 
ที่ อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส และจากงานวิจัยของ Stallwood และคณะ (2005) พบว่ า 

Pseudomonas sp. ST41 ที่คัดแยกจากสถานีวิจัยซิกนี ทวีปแอนตาร์กติกา สามารถย่อยสลายน ้ามัน
ดีเซลความเข้มข้น 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ได้ 45% ในระยะเวลา 18 สัปดาห์ ที่ อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส และมีแนวโน้มที่จะสามารถน้าไปประยุ กต์ใช้ในการบ้าบัดพื นที่ปนเปื้อนปิโตรเลียม

ไฮโดรคาร์บอนที่มีอุณหภูมิต้่าได้ 



 

 

72 

 
ร ูปที่ 4.7 โครงสร้างของประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/
น ้าหนัก) ชุดการทดลอง biostimulation 
 จากการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงไปของประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดินแอน

ตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่าด้วยวิธี PCR-DGGE สามารถวิเคราะห์ได้เพียงแบคทีเรียเด่นโดยไม่ทราบ
สัดส่วนของประชาคมแบคทีเรีย และเนื่องจากงานวิจัยนี มุ่งเน้นศึกษาบทบาทของแบคทีเรียที่

เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซล ซ่ึงจ้าเป็นต้องทราบข้อมูลที่ครอบคลุมแบคทีเรียทั งหมดที่ มีอยู่
ในระบบนิเวศจ้าลองดิน การเลือกใช้วิธีวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ใน
การศึกษาบทบาทท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลในดินแอนตาร์กติกดินภายใต้อุณหภูมิ ต้่า   

จงึเป็นวิธีที่เหมาะสมเพ่ิมเติมจากวิธี PCR-DGGE 
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4.2.3.2 ลักษณะและโครงสรา้งประชาคมแบคทเีรยีทั งหมดจากการวเิคราะห์

ล าดับเบสของแอมพลคิอนของยนี 16S rRNA 

การวิเคราะห์โครงสร้างประชาคมแบคทีเรียทั งหมดได้คัดเลือกตัวอย่างจากระบบนิเวศจ้าลอง
ดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่าจากในชุดที่ เติมน ้า มันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) โดยวิเคราะห์

ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ด้วยโปรแกรม Basespace โดยใช้ฐานข้ อ มูล 
Greengenes แสดงดังรูปที่ 4.8-4.11 และ จ้านวน sequence ที่อ่านได้จากการวิเคราะห์ล้า ดับ เบส
ของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA แสดงดังตารางที่ 4.13 โดยจ้านวน sequence ที่อ่านได้เพียงพอ

ส้าหรับการวิเคราะห์โครงสร้างประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดินเนื่องจากมีจ้านวน
sequence มากกว่าจ้านวน sequence ขั นต้่า (30,000 reads) (Lazarevic และคณะ, 2009) และ

จากผลการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม mothur (Schloss และคณะ, 2009) พบว่าจ้านวนกลุ่มโดยการ
จัดกลุ่มที่ระดับความคล้ายคลึงของล้าดับเบสที่ 97% หรือ Operational taxonomic units (OTUs) 
อยู่ในช่วง 19-223 OTUs ในแต่ละตัวอย่าง ซ่ึงค่า OTUs สามารถใช้วิเคราะห์ความหลากหลายของ

ประชาคมแบคทีเรียได้ โดยพบว่าตัวอย่างดินแอนตาร์กติกในวันที่ 0 (Original (NA0, BS0)) พบ
จ้านวน OTUs ที่สูง และมีแนวโน้มลดลงเม่ือเติมน ้า มันดีเซลลงในระบบนิเวศจ้าลอง ดิน เม่ือ

เปรียบเทียบระหว่างชุด NA และ BS พบว่า ชุด BS มีค่า OTUs ลดลงมากกว่าชุด NA ในระยะแรก
และหลังของการทดลอง ส่วนระยะกลางของการทดลองพบว่า  ชุด BS มีค่า  OTUs เพ่ิมขึ น อาจ
เนื่องมาจากมีการเปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียเนื่องจากการปรับตัวเม่ือสัมผัสกับน ้า มันดี เซล  

ส่งผลให้ค่า OTUs มีความแปรปรวน และเม่ือพิจารณาค่าดัชนีความหลากหลาย Shannon-Wiener 
พบว่าไม่สอดคล้องกับค่า OTUs เนื่องมาจากค่า OTUs ใช้การจัดกลุ่มตามความคล้ายคลึงของล้า ดับ
เบสที่ 97% เป็นหลักเท่านั น  แต่ค่าดัชนีความหลากหลาย Shannon-Wiener (ดังสมการในข้อ 

3.2.4.3) วิเคราะห์จากจ้านวนแบคทีเรียแต่ละชนิดในตัวอย่างเปรียบเทียบกับจ้านวนแบคทีเรียทั งหมด
เป็นสัดส่วน ดังนั นทั งสองวิธีจึงให้ค่าที่ไม่สอดคล้องกัน แต่ทั งสองวิธีให้แนวโน้มการลดลงของค่า 

OTUs และค่าดัชนีความหลากหลายของ Shannon-Wiener เม่ือเปรียบเทียบระหว่างตัวอย่ าง ดิน
แอนตาร์กติกในวันที่ 0 (Original (NA0, BS0)) ที่ไม่ได้เติมน ้า มัน และตัวอย่าง NA120 และ BS120 
แสดงให้เห็นว่าน ้ามันดีเซลช่วยคัดกรองแบคทีเรียที่ มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันดีเซล และ

สารอาหารกระตุ้นให้แบคทีเรียบางกลุ่มเจริญเพ่ิมมากขึ น 
การทดลองของ Jung และคณะ (2016) ซ่ึงได้วิเคราะห์ความหลากหลายของประชาคม

แบคทีเรียจากระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้า มันดีเซล 0.1% (ปริมาตร/ปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 6 สัปดาห์ พบว่าชุดควบคุมที่ไม่ได้เติมน ้า มันดีเซลมีจ้านวน 268 OTUs และชุดที่
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เติมน ้ามันดีเซลมีจ้านวน 162 OTUs ส่วนในชุดที่เติมน ้า มันดีเซลร่วมกับ processed red clay เป็น

สารอาหารมีจ้านวน 90 OTUs 

ตารางที่ 4.13 จ้านวน sequence ที่อ่านได้จากการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S 

rRNA ของตัวอย่างดินจากระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 

ต ัวอยา่ง จ านวน sequence ที่อา่นได ้ OTU 
Shannon-Wiener 
Diversity Index 

Original (NA0, BS0) 454,510 221 1.93 
NA15 322,069 93 1.25 
NA30 363,442 139 1.10 
NA45 448,585 129 1.13 
NA60 342,366 90 1.09 
NA75 359,384 87 1.29 
NA90 349,750 104 1.24 
NA105 248,865 82 1.10 
NA120 246,115 62 0.79 
BS15 315,569 65 0.49 
BS30 126,968 60 0.91 
BS45 238,903 84 0.97 
BS60 474,650 119 1.04 
BS75 593,026 223 1.12 
BS90 168,523 77 0.62 
BS105 264,770 96 0.46 
BS120 103,463 19 0.34 

 
จากผลการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ของตัวอย่างดินในระบบ

นิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้า มันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) พบว่าเม่ือมีการเติมน ้า มันดีเซลลงใน ระบบ

นิเวศจ้าลองดินท้าให้ประชาคมแบคทีเรียภายในระบบนิเวศจ้าลองดินมีการเปลี่ยนแปลงไป โดยมีการ
เพ่ิมขึ นของแบคทีเรียในระดับคลาส คือ Gammaproteobacteria และ Alphaproteobacter ia  

(รูปที่ 4.8 และ 4.9) และในระดับจีนัส คือ Pseudomonas (รูปที่ 4.10 และ 4.11) และยังพบว่า
แบคทีเรียจีนัส Pseudomonas เพ่ิมมากขึ นในชุดการทดลอง biostimulation มากกว่าชุดการ
ทดลอง natural attenuation ในช่วงแรก ดังนั นสารอาหารน่าจะกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียจีนัส

นี  ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ Wu และคณะ (2016) พบว่าในชุดการทดลอง biostimulation  
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ที่เติมสารอาหาร (NH4)2SO4 และ KH2PO4 โดยปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัส
เป็น 100:10:1 พบวา่เป็นชุดที่สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน ได้  

สูงที่สุดในระยะเวลา 6 สัปดาห์ และพบว่าในช่วงแรกเท่านั นที่พบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยปริ มาณ
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนที่เหลืออยู่ เม่ือเปรียบเทียบกับชุดการทดลองอ่ืน เนื่องมาจากสารอาหาร  

ถูกใช้ไปจนเหลือน้อยลง ส่งผลต่อสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียที่ มีความสามารถใน
การย่อยสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน จากงานวิจัยดังกล่าวสอดคล้องกับการพบแบคทีเรียจีนัส 
Pseudomonas ที่เพ่ิมมากขึ นในช่วงแรกของชุด biostimulation เปรียบเทียบกับผลการทดสอบ

ประ สิ ทธิ ภ า พการย่อยสลา ยน ้ า มัน ดี เซลใน ระบบนิเวศจ้ าลอง ดินที่ เ ติมน ้า มัน ดี เซล  1%  
(น ้าหนัก/น ้าหนัก) และวิเคราะห์ปริมาณน ้า มันดีเซลที่เหลืออยู่โดย GC-FID ในรูปที่ 4.1 ซ่ึงพบว่าใน

ชุด biostimulation มีน ้า มันดีเซลลดลงมากกว่าชุด natural attenuation ในช่วงแรก จึงคาดว่า
แบคทีเรียจีนัส Pseudomonas น่าจะมีบทบาทในการย่อยสลายน ้า มันดีเซล เนื่องจากการมีอยู่ของ
แบคทีเรียจีนัสนี ในสัดส่วนที่มากส่งผลต่อการลดลงของน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดิน นอกจากนี 

ยังพบว่าในชุด natural attenuation (รูปที่ 4.10) มีประชาคมแบคทีเรียที่หลากหลายกว่าในชุด 
biostimulation (รูปที่ 4.11) คาดว่าน่าจะมีการปรับตัวของแบคทีเรียเม่ือได้รับการปนเปื้อนน ้า มัน

ดีเซลให้สามารถใช้น ้ามันดีเซลเป็นแหล่งคาร์บอน (Vyas และ Dave, 2010) รวมทั งสารอาหารในชุด 
biostimulation กระตุ้นให้แบคทีเรียบางชนิดมีการเจริญเพ่ิมมากขึ น ส่งผลให้แบคทีเรียในชุด 
biostimulation มีความหลากหลายน้อยกว่าชุด natural attenuation 

และนอกจากนี แบคทีเรียจีนัส Janthinobacterium และ Sphingomonas น่าจะมีบทบาท
ที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลอีกด้วย เนื่องจาก Janthinobacterium มีการเพ่ิมขึ นอย่าง
ชัดเจนในช่ว งต้นของชุ ด natural attenuation (รูปที่ 4.10; NA15) และค่อย ๆ ลดลง ส่วน 

Sphingomonas เพ่ิมขึ นในช่วงกลางของการทดลอง (รูปที่ 4.10; NA75) ซ่ึงน่าจะเป็นผลมาจาก 
Sphingomonas สามารถใช้สารมัธยันตร์ที่ได้จากการย่อยสลายน ้ามันดีเซลจากแบคทีเรียอ่ืนหรืออาจ

ย่อยสลายสารที่ มีโ คร งสร้ าง ซับ ซ้อน  จากรายงานของ Kim และคณะ (2012) ได้คัดแยก 
Janthinobacterium sp. สายพันธุ์ PAMC 25724 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียทนอุณหภูมิต้่าจากธารน ้าแข็งใน
เทือกเขาแอลป์ และจากงานวิจัยของ Ronca และคณะ (2015) ได้คัดแยกแบคทีเรียแกรมลบ 

Sphingomonas sp. สายพันธุ์ Ant20 จากดินบริเวณสถานีวิจัยสกอตเบส ทวีปแอนตาร์กติกา โดย
แบคทีเรียสายพันธุ์นี สามารถใช้สารประกอบไฮโดรคาร์บอน เช่น ฟีแนนทรีน และ 1-เมทิลแนพทาลีน

เป็นแหล่งคาร์บอน 
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ร ูปที่ 4.8 ผลการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ระดับคลาสในระบบนิเวศ
จ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ในชุด natural attenuation 
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ร ูปที่ 4.9 ผลการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ระดับคลาสในระบบนิเวศ
จ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ในชุด biostimulation 
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ร ูปที่ 4.10 ผลการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ระดับจีนัสในระบบนิเวศ
จ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ในชุด natural attenuation 
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ร ูปที่ 4.11 ผลการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ระดับจีนัสในระบบนิเวศ
จ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ในชุด biostimulation 

4.2.3.3 ลักษณะและโครงสรา้งประชาคมแบคทเีรยีทั งหมดและยนีที่เกี่ยวข้องกบั

การทนเยน็และการยอ่ยสลายน  ามันดเีซลจากการวเิคราะห์ดว้ยวธิชีอ็ตกันเมตาจโีนมิกส์  

 เนื่องจากปัจจุบันเทคโนโลยี  Next generation sequencing (NGS) ได้มีการใช้กันอย่าง
แพร่หลายมากขึ น รวมถึงต้นทุนในการด้าเนินการก็มีราคาถูกลง ดังนั นในการทดลองนี จึงเลื อก ใช้
เทคนิคช็อตกันเมตาจีโนมิกส์มาใช้เพ่ิมเติมจากการวิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S 

rRNA เนื่องจากช็อตกันเมตาจีโนมิกส์เป็นวิธีที่วิเคราะห์ล้าดับเบสจากชิ นส่วนเล็ก ๆ ที่ถูกตัดเป็นชิ น ๆ 
และน้ามาจัดเรียงกลับเป็น DNA เส้นเดิมอย่างสมบูรณ์ ล้าดับเบสที่ได้นั นจะมีความยาวพอที่จะน้ามา

ท้านายโครงสร้างและต้าแหน่งของยีนในจีโนมได้ (Zhang และคณะ, 2011) จึงเลือกใช้วิธีนี ใน การ
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วิเคราะห์โครงสร้างประชาคมแบคทีเรียและยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลในระบบนิเวศ
จ้าลองดินภายใต้อุณหภูมิต้่าที่เติมน ้ามันดีเซล 1% และ 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ต่อไป 

4.2.3.3.1 โครงสรา้งประชาคมแบคทเีรยีทั งหมดในระบบนิเวศจ าลองดนิ

แอนตารก์ติกภายใต้อุณหภมูิต่ า 

การวิเคราะห์โครงสร้างประชาคมแบคทีเรียทั งหมดได้เลือกตัวอย่างจากระบบนิเวศจ้าลองดิน
แอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่าจากในชุดที่ เติมน ้ามันดีเซล 1% และ 3% โดยจ้านวนเบส และ 
sequence ที่อ่านได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์แสดงดังตารางที่ 4.14 ซ่ึงจ้านวน

เบสที่อ่านได้เพียงพอส้าหรับการวิเคราะห์โครงสร้างประชาคมแบคทีเรียและยีนที่เก่ียวข้องกับการ
ย่อยสลายน ้า มันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินเนื่องจากมีจ้านวนเบสมากกว่าจ้านวนเบสขั นต้่า  

(5,375,854 bp) (Jung และคณะ, 2016) 

ตารางที่ 4.14 จ้านวนเบส และ sequence ที่อ่านได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์
ของตัวอย่างดินจากระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% และ 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 
ต ัวอยา่ง จ านวนเบสที่อา่นได ้(bp) จ านวน sequence ที่อา่นได ้
Original 211,831,041 1,097,260 
ช ุดควบคมุ   
CT30 808,291,729 2,867,433 
CT30BS 918,682,861 3,215,171 
ระบบนเิวศจ าลองดนิทีเ่ตมิน  ามนัดเีซล 1% 
(น  าหนัก/น  าหนกั) 

 
 

NA30 580,603,029 2,063,872 
NA90 313,891,329 1,105,951 
BS30 199,071,052 1,067,649 
BS90 300,199,429 1,686,048 
ระบบนเิวศจ าลองดนิทีเ่ตมิน  ามนัดเีซล 3% 
(น  าหนัก/น  าหนกั) 

 
 

NA30 73,636,596 358,379 
NA90 253,927,694 1,294,113 
NA210 576,423,324 2,059,400 
BS30 283,889,428 2,119,288 
BS90 267,412,762 1,726,909 
BS210 636,308,178 2,287,098 
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จากผลการวิเคราะห์ด้วยวิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์และโปรแกรม MG-RAST โดยใช้ฐานข้อมูล 
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) แสดงกราฟประชาคมแบคทีเรียในระดับ

คลาส เนื่องจากการวิเคราะห์ด้วยช็อตกันเมตาจีโนมิกส์มีความละเอียดมากเม่ือเปรียบเทียบกับการ
วิเคราะห์ล้าดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ซ่ึงผ่านการเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA ด้วย 

PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ 515F และ 806R (V4  region) ท้าให้ได้เส้น DNA ที่สั นกว่า  (291 bp)  
เม่ือเปรียบเทียบกับการวิเคราะห์ด้วยวิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์ ซ่ึงวิเคราะห์ด้วยล้าดับเบสทั งหมดใน  
จีโนม จึงไม่สามารถแสดงกราฟออกมาได้ลึกกว่าระดับคลาส จากรูปที่ 4.12 แสดงผลการวิเคราะห์

ช็อตกันเมตาจีโนมิกส์จากตัวอย่างดินในระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 
เม่ือเปรียบเทียบกับผลการวิเคราะห์ล้า ดับเบสของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA ในระดับคลาส (รูป

ที่ 4.8 และ 4.9) พบว่ามีความคล้ายคลึงกัน โดยพบว่าเม่ือมีน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดิน ท้าให้
แบคทีเรียในคลาส Gammaproteobacteria เพ่ิมจ้านวนขึ น โดยเฉพาะในชุด biostimulation  
มีจ้านวนเพ่ิมขึ นอย่างชัดเจน 

จากผลการวิเคราะห์ประชาคมแบคทีเรียในรูปที่ 4.12 เม่ือเปรียบเทียบเฉพาะชุดควบ คุม 
CT30 (ชุดการทดลองที่ไม่ได้เติมน ้า มันดีเซล และตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียสเป็นเวลา  

30 วัน) และ CT30BS (ชุดการทดลองที่ไม่ได้เติมน ้า มันดีเซล แต่มีการเติมสารอาหารให้มีอัตรา ส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อฟอสฟอรัส เท่ากับ 100:10:1 และตั งทิ งไว้ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 30 วัน) กับดินแอนตาร์กติก (Original) พบว่ามีสัดส่วนของประชาคมแบคทีเรียที่ไม่แตกต่างกัน 

ดังนั นจึงสรุปได้ว่าอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียสที่ชุดควบคุมถูกตั งทิ งไว้ ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลง
ประชาคมแบคทีเรีย ในขณะที่เม่ือเติมน ้า มันดีเซลลงในระบบนิเวศจ้าลองดิน พบว่าในชุด natural 
attenuation มีการเพ่ิมขึ นของ Gammaproteobacteria และ Alphaproteobacteria ในเวลา

ต่อมา  (NA30 และ NA90) ส่วนในชุด biostimulation พบว่า Gammaproteobacteria เพ่ิมขึ น
อย่างชัดเจน (BS30 และ BS90) ส่วน Alphaproteobacteria มีจ้านวนเพ่ิมขึ นเพียงเล็กน้อย (BS30 

และ BS90) จึงคาดว่าน ้ามันดีเซลและสารอาหารช่วยกระตุ้นให้ Gammaproteobacteria เพ่ิมขึ น 
และแบคทีเรียในคลาสดังกล่าวมีแนวโน้มในการย่อยสลายน ้ามันดีเซลอีกด้วย 
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ร ูปที่ 4.12 ผลการวิเคราะห์ด้วยวิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์ระดับคลาสในระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติม
น ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 

จากผลการวิเคราะห์ในรูป 4.13 ชุดการทดลองระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้า มันดีเซล 3% 
(น ้าหนัก/น ้าหนัก) พบว่าในชุด Natural attenuation เม่ือมีการปนเปื้อนน ้ามันดีเซล ท้าให้แบคทีเรีย

ในคลาส Gammaproteobacteria เพ่ิมขึ นอย่างชัดเจน และค่อย ๆ ลดลงในเวลาต่อมา ซ่ึงสอดคล้อง
กับกราฟการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้า มันดีเซล (รูปที่ 4.2) โดยวันที่ 30 และ 90 พบว่า
น ้ามันดีเซลลดลงอย่างรวดเร็ว ดังนั นแบคทีเรียในคลาส Gammaproteobacteria น่าจะมีบทบาทใน

การย่อยสลายน ้า มันดีเซลในช่วงต้นโดยไม่ต้องกระตุ้นด้วยการเติมสารอาหาร เนื่องจากแบคที เรีย  
แกรมลบเป็นแบคทีเรียที่เจริญได้ดีและโดดเด่นในการทนต่อความเย็น (Labbé และคณะ, 2007) 
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ร ูปที่ 4.13 ผลการวิเคราะห์ด้วยวิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์ระดับคลาสในระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติม
น ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 

 โดยการศึกษาส่วนใหญ่พบว่ามีแบคทีเรียแกรมลบที่มีความสามารถในการย่อยสลาย
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์ บอนโดย คัดแยกไ ด้จา ก ดินแอนตา ร์ก ติก ( Pseudomonas spp. และ  

Sphingomonas spp.) (Aislabie และคณะ, 2001) และบริเวณเทือกเขาแอลป์ (Labbé และคณะ , 
2007) ซ่ึง Pseudomonas spp. จัดอยู่ในคลาส Gammaproteobacteria และในวันที่ 210 ของ
การทดลอง และพบว่าแบคทีเรียในคลาส Alphaproteobacteria มีการเพ่ิมขึ นแทนที่จึงคาดว่า 

Alphaproteobacteria น่าจะมีบทบาทในการย่อยสลายน ้า มันดีเซลในช่วงท้าย จากรายงานของ 
Zhang และคณะ (2014) ได้คัดแยกและศึกษาลักษณะสมบัติของ Sphingomonas sp. ซ่ึงเป็น

แบคทีเรียในคลาส Alphaproteobacteria จากดินที่ปนเปื้อนสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนใน
ประเทศจีน พบว่าสามารถย่อยสลายน ้ามันดีเซล 500 ppm 82.6% ในระยะเวลา 15 วัน ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส และในชุดการทดลอง biostimulation พบว่ามีประชาคมแบคทีเรียที่แตกต่า งกับ
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ชุด natural attenuation อย่างชัดเจน โดยสารอาหารที่เติมลงไปนั นน่าจะมีผลไปกระตุ้นการ เจริญ
ของแบคทีเรียในคลาส Actinobacteria และแบคทีเรียในคลาส Actinobacteria น่าจะมีบทบาทใน

การย่อยสลายน ้ามันดีเซลในชุด biostimulation โดยรายงานของ Huang และคณะ (2008) ได้คัด
แยก Rhodococcus erythropolis ซ่ึงเป็นแบคทีเรียในคลาส Actinobacteria จากโคลนทะเล 

ที่ปนเปื้อนน ้ามันจากตอนเหนือของประเทศจีน พบว่ามีความสามารถในการย่อยสลายน ้า มันดีเซลที่
อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส และเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซลโดยเติม (NH4)2SO4 
2.53 กรัม/ลิตร Na2HPO4 2.75 กรัม/ลิตร และ สารสกัดยีสต์ 0.01 กรัม/ลิตร ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพ

การย่อยสลายน ้ามันดีเซลจาก 12.6% เป็น 75% ภายในระยะเวลา 7 วัน 
 นอกจากนี เม่ือเปรียบเทียบระหว่างระบบนิเวศจ้าลองดินภายใต้อุณหภูมิต้่าชุดที่เติมน ้า มัน

ดีเซล 1% และ 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) พบว่าความเข้มข้นของน ้ามันดีเซลมีผลต่อการเปลี่ยนแปลง
ของประชาคมแบคทีเรีย ซ่ึงมีสัดส่วนของแบคทีเรียที่แตกต่างกัน โดยในชุด natural attenuation 
พบว่ามีความคล้ายคลึงกันของการเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียในช่วงท้ายของการทดลอง โดย

พบว่า Alphaproteobacteria เพ่ิมขึ นเช่นเดียวกัน แต่ในชุด biostimulation พบว่าแบคทีเรียเด่นใน
ระบบนิเวศจ้าลองดินชุดที่ เติมน ้า มันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) คือ Gammaproteobacteria 

แตกต่างกับชุดระบบนิเวศจ้าลองดินชุดที่เติมน ้า มันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ซ่ึงแบคทีเรียเ ด่นที่
พบคือ Actinobacteria โดยคาดว่า Actinobacteria น่าจะมีความสามารถในการทนต่อสารพิษที่ สูง
ในสิ่งแวดล้อม จากการศึกษาของ Polti และคณะ (2014) พบว่า Actinobacteria เป็นแบคทีเรียที่

ส้าคัญในดินที่สามารถทนต่อน ้า มันและโลหะหนัก และมีประสิทธิภาพสูงในการใช้บ้าบัดสิ่งแวดล้ อม

อีกด้วย 

4.2.3.3.2 การวเิคราะหย์ีนทีเ่กีย่วข้องกับการทนเยน็จากตัวอยา่งดิน

แอนตารก์ติกในระบบนเิวศจ าลองดิน 

 เนื่องจากตัวอย่างดินในระบบนิเวศจ้าลองดินเป็นดินจากทวีปแอนตาร์กติกา ซ่ึงเป็นพื นที่ที่ มี

อากาศหนาวเย็นตลอดเวลา ดังนั นคาดว่าจะพบยีนประมวลรหัสโปรตีนที่เก่ียวข้องกับการทนเย็นใน
แบคทีเรียประจ้าถิ่นในตัวอย่างดินแอนตาร์กติก จากผลการวิเคราะห์ยีนประมวล รหัสโปรตีนที่
เก่ียวข้องกับการทนเย็น ด้วยโปรแกรม MG-RAST โดยใช้ฐานข้อมูล COG (alignment length of 

>15 bp; percent identity of >60%; E value of ≤10−5) และใช้ฟีลเตอร์ที่ เก่ียวข้องกับการทน
เย็นทั ง 3 ฟีลเตอร์ ได้แก่ โปรตีนโคลด์ช็อก (Cold shock proteins), แฟตตีแอซิดดีแซททูเรส (Fatty 

acid desaturase) และ โปรตีนในวิถีการสังเคราะห์เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ แสดงในรูปที่ 4.14 พบว่า 
ยีนประมวลรหัสโปรตีนทั งสามชนิดที่เก่ียวข้องกับการทนเย็นพบในทุกตัวอย่างดินจากระบบนิ เวศ
จ้าลองดิน โปรตีนที่เก่ียวข้องกับการทนเย็นส่วนใหญ่ที่พบคือ โปรตีนโคลด์ช็อก (Trevors และคณะ , 
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2012) ซ่ึงจะท้างานเม่ืออุณหภูมิลดต้่าลงและยังคงท้างานอยู่ทั งชั่วคราวหรือเป็นระยะเวลานานเพ่ือให้
แบคทีเรียปรับตัวทางสรีรวิทยาให้เข้ากับสิ่งแวดล้อม (Mojib และคณะ , 2011) โดยจากผลการ

วิเคราะห์แสดงให้เห็นถึงยีนประมวลรหัสโปรตีนโคลด์ช็อกที่น้อยในช่วงต้นของแต่ละชุดการทดลอง
และเพ่ิมขึ นเล็กน้อยในช่วงท้ายของการทดลอง คาดว่ามีการเพ่ิมขึ นเนื่องจากแบคทีเรียเจริญใน

สิ่งแวดล้อมที่มีความหนาวเย็นเป็นเวลานาน รวมถึงมีการเจริญของแบคทีเรียเพ่ิมขึ นท้าให้ยีนดังกล่าว
มีจ้านวนเพ่ิมมากขึ น 

ส่วนยีนประมวลรหัสโปรตีนในวิถีการสังเคราะห์เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ พบในทุกตัวอย่างดิน 

แสดงให้เห็นถึงการผลิตเอกโซพอลิแซ็กคาไรด์เพ่ือช่วยปกป้องเซลล์แบคทีเรียและลดความเครียดใน
สิ่งแวดล้อมที่มีความหนาวเย็น (Mojib และคณะ, 2011) เนื่องจากงานวิจัยนี ทดลองที่ อุณหภูมิ 15 

องศาเซลเซียสตลอดการทดลอง และยีนประมวลรหัสโปรตีนแฟตตีแอซิดดีแซททูเรสพบว่ามีจ้านวนที่
แตกต่างกันในแต่ละช่วงเวลา อาจเนื่องมาจากสภาวะที่เปลี่ยนแปลงไปในระบบนิเวศจ้าลองดินในแต่
ละช่วงเวลา และมีการเปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียส่งผลให้พบยีนประมวลรหัสโปรตีนแฟตตี

แอซิดดีแซททูเรสในจ้านวนที่แตกต่างกัน 
 

ร ูปที่ 4.14 ยีนประมวลรหัสโปรตีนที่เก่ียวข้องกับการทนเย็นจากตัวอย่างดินในระบบนิเวศจ้าลองดิน
แอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่าด้วย MG-RAST จากฐานข้อมูล Clusters of Orthologous Groups 
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4.2.3.3.3 การวเิคราะหย์ีนทีเ่กีย่วข้องกับการยอ่ยสลายน  ามันดเีซลจาก

ตัวอย่างดินแอนตารก์ติกในระบบนเิวศจ าลองดิน 

 การศึกษายีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลนั นสามารถบ่งชี บทบาทหลักของ
แบคทีเรียในการย่อยสลายน ้ามันดีเซลภายในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า ได้ 

และเพ่ือศึกษาความหลากหลายของยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซล จึงวิเคราะห์ยีน 
ที่เก่ียวข้องกับแอลเคนออกซิเดชัน เช่น แอลเคนโมโนออกซิจีเนส  (Alkane monooxygenase),  
แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส  (Alcohol dehydrogenase) และ แอลดีไซด์ดีไฮโดรจีเนส (Aldehyde 

dehydrogenase) ด้วยโปรแกรม MG-RAST โดยใช้ฐานข้อมูล KO (KEGG Orthology) (alignment 
length of >15 bp; percent identity of >60%; E value of ≤10−5) 

 จากรูป 4.15 พบว่าเม่ือเปรียบเทียบปริมาณยีนแอลเคน 1-โมโนออกซิจีเนส ระหว่างดินแอน
ตาร์กติก (Original) และ ชุดควบคุม (Ctrl) พบว่ามีการเพ่ิมขึ นของยีนแอลเคน 1-โมโนออกซิจีเนส  
แม้จะไม่ได้เติมน ้า มันดีเซลลงไป น่าจะเป็นผลมาจากแบคทีเรียในดินใช้แหล่งคาร์บอนอ่ืนจากใน ดิน 

ส่งผลให้พบยีนแอลเคน 1-โมโนออกซิจีเนสในชุดควบคุม และในระบบนิเวศจ้าลองดินที่เติมน ้า มัน
ดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ในชุด natural attenuation พบยีนแอลเคน 1-โมโนออกซิจีเนสของ 

Actinobacteria และ Gammaproteobacteria ดังนั นแบคทีเรียในคลาสดังกล่าวน่าจะมีบทบา ทใน
การย่อยสลายน ้ามันดีเซลในชุด natural attenuation ส่วนในชุด biostimulation พบยีนแอลเคน 
1-โมโนออกซิจีเนสของ Actinobacteria โดยยีนดังกล่าวเพ่ิมมากขึ นอย่างชัดเจนในวันที่ 90 น่าจะ

เนื่องมาจากการได้รับสารอาหารช่วยกระตุ้นการเจริญของ Actinobacteria และในระบบนิเวศจ้าลอง
ดินที่เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) พบว่าในชุด natural attenuation มียีนแอลเคน 1-โมโน
ออกซิจีเนสของ Actinobacteria และ Gammaproteobacteria ซ่ึงคล้ายคลึงกับชุด natural 

attenuation ในระบบนิเวศจ้า ลอง ดินที่ เ ติมน ้า มัน ดี เซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ส่วนในชุ ด 
biostimulation พบยีนดังกล่าวน้อยในทุกช่วงการทดลอง 
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ร ูปที่ 4.15 ยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซล (แอลเคน 1-โมโนออกซิจีเนส) วิเคราะห์การมี

อยู่ของยีนด้วย MG-RAST จากฐานข้อมูล KEGG Orthology 

จากการมีอยู่ของยีนแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส (รูปที่ 4.16) พบว่ามีความหลากหลายของยีน

แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสมาก โดย Alphaproteobacteria และ Actinobacteria มีบทบาทส้าคัญใน
การผลิตเอนไซม์ดังกล่าว ซ่ึงการมีอยู่ของยีนจะเพ่ิมมากขึ นเรื่อย ๆ เม่ือระยะเวลาผ่านไป ส่วนการมี
อยู่ของยีนแอลดีไซด์ดีไฮโดรจีเนส (รูปที่ 4.17) พบมากที่ชุดในชุดควบคุมที่มีการเติมสารอาหารลงไป 

คาดว่าสารอาหารจะช่วยกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียในดินให้สามารถผลิตเอนไซม์ดังกล่าวได้ และ
เม่ือระยะเวลาผ่านไปในแต่ละชุดการทดลองพบว่ามียีนดังกล่าวเพ่ิมมากขึ นอีกด้วย จากข้อมูลดังกล่าว
พบว่าการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงไปของประชาคมแบคทีเรียมีความสอดคล้องกับยีนที่เก่ียวข้อ งกับ

การย่อยน ้า มันดีเซล โดยพบว่าแบคทีเรียเด่นในร ะบบนิเวศจ้าลองดินนั นยังคงมีบทบาทที่ส้าคัญ
เนื่องจากการพบการมีอยู่ของยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซล 
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ร ูปที่ 4.16 ยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซล (แอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส) วิเคราะห์การมีอยู่

ของยีนด้วย MG-RAST จากฐานข้อมูล KEGG Orthology 

 

ร ูปที่ 4.17 ยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซล (แอลดีไซด์ดีไฮโดรจีเนส) วิเคราะห์การมีอยู่
ของยีนด้วย MG-RAST จากฐานข้อมูล KEGG Orthology 
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จากตารางที่ 4.17 แสดงการมีอยู่ของยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้าดีเซลพบว่า การมีอยู่
ของยีนแอลเคน 1-โมโนออกซิจีเนส ยีนแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส และยีนแอลดีไซด์ดีไฮโดร จีเนส  

ซ่ึงเก่ียวข้องกับวิถีการย่อยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน รวมทั งยีนเอกซ์ตราไดออลไดออกซิจี เนส 
ยีนอินตราไดออลไดออกซิจีเนส และยีนเจนติเสต/โฮโมเจนติเสต (Gentisate/Homogentisate)   

ซ่ึงเก่ียวข้องกับวิถีการย่อยสลายอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนซ่ึงมีน้อยในน ้า มันดีเซล มีแนวโน้มว่าพบ
มากขึ นเม่ือมีการปนเปื้อนของน ้ามันดีเซล และเพ่ิมมากขึ นตามระยะเวลา ดังนั นจึงสรุปได้ว่าการเติม
น ้ามันดีเซลลงไปสามารถใช้ในการคัดเลือกแบคทีเรียที่ มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายปิโตร เลี ยม

ไฮโดรคาร์บอนได้อีกด้วย ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ Yergeau และคณะ (2012) ได้ศึกษายีนที่
เก่ียวข้องกับการย่อยสลายไฮโดรคาร์บอนในดิน โดยจัดชุดการทดลองจากดินอาร์กติก เป็นดินที่ไม่

ปนเปื้อนน ้ามันดีเซล ดินที่ปนเปื้อนน ้า มันดีเซลที่ผ่านการบ้าบัดวันที่ 0 (t=0) ดินที่ปนเปื้อนน ้า มัน
ดีเซลที่ผ่านการบ้าบัด 1 เดือน (t=1m) และดินที่ปนเปื้อนน ้า มันดีเซลที่ผ่านการบ้าบัด 1 ปี (t=1y) 
พบยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายไฮโดรคาร์บอนของ Gammaproteobacteria ที่ตัวอย่าง t=0 

และ t=1m พบยีนของ Alphaproteobacteria และ Actinobacteria ที่ t=1y และพบว่ายี นที่
เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันจะพบในชุดการทดลองที่ปนเปื้อนน ้ามันดีเซล มากกว่าชุดการทดลอง

ที่ไม่ปนเปื้อนน ้ามันดีเซล 
จากผลการวิเคราะห์ยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลพบว่า แบคทีเรียเด่นที่พบใน

ประชาคมแบคทีเรียเป็นแบคทีเรียที่ มีบทบาทในการย่อยสลายน ้า มันดีเซล เนื่องจากเป็นแบคที เรีย

หลักที่พบการมีอยู่ของยีนดังกล่าว ส่วนข้อมูลด้านปริมาณไม่สามารถสรุปได้ เนื่องมาจากข้อ มูล ไม่
เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับผลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้า มันดีเซลในระบบนิ เวศ
จ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า อาจเนื่องมาจากข้อมูลเมตาจีโนมิกส์ที่น้าไปวิเคราะห์ยัง ไม่

ผ่านการเรียงล้าดับ (assembly) ท้าให้ผลการวิเคราะห์ยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซลยัง
ไม่สมบูรณ์ และการตรวจสอบการมีอยู่ของยีนไม่สามารถบ่งบอกการแสดงออกของยีน (gene 

expression) ได้ รวมทั งยีนแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส และยีนแอลดีไซด์ดีไฮโดรจีเนส สามารถพบได้ใน
แบคทีเรียอ่ืนนอกเหนือจากแบคทีเรียที่ มีความสามารถในการย่อยสลายน ้า มันดีเซล แตกต่างจากยีน
แอลเคน 1-โมโนออกซิจีเนส ซ่ึงจ้าเพาะต่อการย่อยสลายน ้ามันดีเซลโดยตรง เนื่องจากส่วนประกอบ

หลักของน ้ามันดีเซลประกอบด้วยน ้ามันดีเซลมากกว่า 70% จึงส่งผลให้การตรวจสอบยีนที่เก่ียวข้ อง

กับการย่อยสลายน ้ามันดีเซลไม่สอดคล้องกับผลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซล 
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ตารางที่ 4.15 ยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซลจากการวิเคราะห์ด้วย MG-RAST จาก

ฐานข้อมูล KEGG Orthology (e-value,10-5) in normalized datasets (100,000 sequences) 
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Original 1 49 0 6 27 71 

Control 
CT30 8 227 0 29 139 365 

CT30BS 7 291 9 30 92 469 

1% 

NA30 31 221 1 32 68 385 
NA90 10 128 1 31 38 115 
BS30 1 85 0 14 109 123 
BS90 119 183 1 9 137 255 

3% 

NA30 0 31 0 10 30 36 
NA90 37 105 1 5 42 183 
NA210 3 338 4 98 67 533 
BS30 3 53 1 16 25 45 
BS90 8 90 2 44 32 32 
BS210 2 130 4 43 60 101 

 

4.2.3.3.4 การวเิคราะหข์้อมลูเมตาจโีนมิกส์ด้วยการวเิคราะหท์างสถติิ 

จากข้อมูลเมตาจีโนมิกส์สามารถวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยโปรแกรม STAMP (Parks และ
คณะ , 2014) ด้วยการวิเคราะห์ White’s non-parametric t test โดยใช้ false discovery rate 

(FDR) ซ่ึงแสดงผลออกมาเป็นค่า q-value ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
 จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติโดยเปรียบเทียบปัจจัยน ้า มันดีเซลต่อประชาคมแบคทีเรี ยใน
ระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่าในรูป 4.18 พบว่า Gammaproteobacter ia 

และ Alphaproteobacteria มีการเพ่ิมขึ นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน  95%  
จึงสรุปได้ว่าน ้ามันดีเซลมีผลต่อประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดิน โดยช่วยกระตุ้นให้  

Gammaproteobacteria และ Alphaproteobacteria เจริญเพ่ิมมากขึ น 
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ร ูปที่ 4.18 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติโดยเปรียบเทียบปัจจัยน ้ามันดีเซลต่อประชาคมแบคทีเรียใน
ระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า แท่งสีแดงคือชุดที่เติมน ้ามันดีเซล และแท่งสีฟ้า

คือชุดที่ไม่ได้เติมน ้ามันดีเซล 

 จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติโดยเปรียบเทียบปัจจัยความเข้มข้นของน ้ามันดีเซลต่อประชาคม

แบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่าในรูป 4.19 พบว่าที่ความเข้ มข้น
น ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) พบ Gammaproteobacteria มากกว่าในชุดที่ เติมน ้า มัน ดีเซล 
3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% และ Actinobacteria, 

Bacilli, Betaproteobacteria และ Clostridia พบในชุดการทดลองที่เติมน ้า มันดีเซล 3% (น ้าหนัก/
น ้าหนัก) มากกว่าชุดการทดลองที่เติมน ้า มันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่

ระดับความเชื่อม่ัน 95% ดังนั นจึงสรุปได้ว่าความเข้มข้นของน ้า มันดีเซลมีผลต่อการเปลี่ยนแปลง
ประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดิน โดย Actinobacteria มีจ้านวนเพ่ิมขึ นอย่างชัดเจน จึงมี
แนวโน้มว่า Actinobacteria เป็นแบคทีเรียที่สามารถทนต่อน ้า มันดีเซลที่ความเข้มข้นสูงได้ จากการ

รายงานของ Polti และคณะ (2014) พบว่า Actinobacteria เป็นแบคทีเรียที่ส้าคัญในดินที่สา มารถ
ทนต่อน ้ามันและโลหะหนัก และมีประสิทธิภาพสูงในการใช้บ้าบัดสิ่งแวดล้อมอีกด้วย 

และเม่ือพิจารณาการวิเคราะห์ทางสถิติควบคู่กับประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซลใน
ระบบนิเวศจ้าลองดิน โดยพิจารณาจากค่าคงที่อัตราเร็วปฏิกิริยาอันดับหนึ่งของการย่อยสลายน ้า มัน
ดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินภายใต้อุณหภูมิต้่า (ตารางที่ 4.5) พบว่ามีค่าคงที่อัตราเร็วปฏิกิริยาอันดับ

หนึ่งของการย่อยสลายน ้า มันดีเซลในชุดที่เติมน ้า มันดีเซล 1% และ 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) คือ 0.2 
และ 0.1 ตามล้าดับ ซ่ึงชุดที่เติมน ้า มันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) มีอัตราการย่อยสลายที่เร็ว กว่า 
น่าจะมีผลมาจากความเข้มข้นของน ้า มันดีเซลและสัดส่วนของแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลอง ดิ นที่

ส่งผลต่ออัตราเร็วปฏิกิริยาการย่อยสลายน ้ามันดีเซล 
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ร ูปที่ 4.19 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติโดยเปรียบเทียบปัจจัยความเข้มข้นของน ้ามันดีเซลต่อประชาคม

แบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า แท่งสีแดงคือชุดที่เติมน ้ามันดีเซล 

1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) และแท่งสีฟ้าคือชุดที่เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 

จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติโดยเปรียบเทียบปัจจัยสารอาหารต่อประชาคมแบคทีเรีย ใน
ระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่าในรูป 4.21 พบว่า Actinobacteria, Bacilli 
และ Clostridia มีการเพ่ิมขึ นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% เม่ือเติมสารอาหาร

ลงไปในระบบนิเวศจ้าลองดิน ดังนั นจากการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าสารอาหารมีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียในระบบนิเวศจ้าลองดิน แต่เม่ือพิจารณาประสิทธิภาพการย่อยสลาย

น ้ามันดีเซลในรูปที่ 4.1 และ 4.2 ควบคู่กับค่าคงที่ อัตราเร็วปฏิกิริยาอันดับหนึ่งของการย่อยสลาย
น ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินภายใต้อุณหภูมิต้่า (ตารางที่ 4.5) พบว่าในชุดการทดลอง natural 
attenuation และ biostimulation ทั งในชุดการทดลองที่เติมน ้า มันดีเซล 1% และ 3% (น ้าหนัก/

น ้าหนัก) มีการลดลงของน ้ามันดีเซล และค่าคงที่อัตราเร็วการย่อยสลายน ้า มันดีเซลที่ไม่แตกต่า งกัน 
จึงสรุปได้ว่าสารอาหารมีผลต่อประชาคมแบคทีเรีย แต่ไม่มีผลต่อประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้า มัน

ดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า 
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ร ูปที่ 4.20 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติโดยเปรียบเทียบปัจจัยสารอาหารต่อประชาคมแบคทีเรียในระบบ
นิเวศ จ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า แท่งสีแดงคือชุดที่เติมสารอาหาร และแท่งสีฟ้าคือชุด

ที่ไม่ได้เติมสารอาหาร 

 จากข้อมูลเมตาจีโนมิกส์สามารถน้าข้อมูลไปวิ เคราะห์ทางสถิ ติด้วยวิ ธีการวิเคร า ะ ห์

องค์ประกอบหลัก (Principal component analysis; PCA) เพ่ือจัดกลุ่มตัวอย่างตามปัจจัยที่ มีผล ต่อ
ประชาคมแบคทีเรีย ได้แก่ น ้ามันดีเซล ความเข้มข้นของน ้ามันดีเซล และสารอาหาร  โดยแผนภาพที่
วิเคราะห์ขึ นแสดงอันดับของ PCA score ที่ 2 อันดับแรก (PC1 และ PC2) ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าข้อมูลเม

ตาจีโนมิกส์ของตัวอย่างดินแอนตาร์กติกมีระดับความผันแปรในอันดับทั งสอง 66.1% และ 31.6% 
ตามล้าดับ ผลการวิเคราะห์ PCA ของปัจจัยน ้ามันดีเซล (รูปที่ 4.21) พบว่าไม่สามารถแยกกลุ่มที่ เ ติม

น ้ามันดีเซลและกลุ่มที่ไม่ได้เติมน ้า มันดีเซลออกจากกันได้ และเช่นเดียวกันกับปัจจัยความเข้มข้นของ
น ้ามันดีเซล (รูปที่ 4.22) พบว่าไม่สามารถแยกกลุ่มที่เติมน ้า มันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ออกจาก
กลุ่มที่เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ได้ เนื่องจากทั งสองปัจจัยดังกล่าวมีประชาคมแบคทีเรีย

ทั งสองกลุ่มที่ใกล้เคียงกัน สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ประชาคมแบคทีเรียด้วยวิธีช็อตกันเมตาจีโน
มิกส์ (รูปที่ 4.12 และ 4.13) พบว่าประชาคมแบคทีเรียในชุดการทดลองที่เติมน ้า มันดีเซล และไม่เติม

น ้ามันดีเซล รวมทั งชุดการทดลองที่เติมน ้า มันดีเซล 1% และ 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) เป็นแบคทีเรีย
กลุ่มเดียวกัน และผลการวิเคราะห์ PCA ของปัจจัยสารอาหาร (รูปที่ 4.23) พบว่ากลุ่มที่ เ ติม
สารอาหารและไม่ได้เติมสารอาหารมีความแตกต่างกันของประชาคมแบคทีเรีย เนื่องจากการวิเคราะห์  

PCA สามารถแยกออกจากกันได้ สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ประชาคมแบคทีเรียด้วยวิธีช็อตกัน เม
ตาจีโนมิกส์ (รูปที่ 4.12 และ 4.13) พบว่าประชาคมแบคทีเรียในชุดที่ เติมสารอาหารและไม่เติม
สารอาหารมีสัดส่วนของแบคทีเรียที่แตกต่างกัน โดยในชุดการทดลองที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/

น ้าหนัก) พบว่าสัดส่วนของ Gammaproteobactia เพ่ิมขึ นอย่างชัดเจน และในชุดการทดลองที่เ ติม
น ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) พบว่าสัดส่วนของ Actinobactia เพ่ิมขึ นอย่างชัดเจน เม่ือเติม

สารอาหารลงในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติก 
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ร ูปที่ 4.21 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธีการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (PCA) ของปัจจัยน ้ามัน
ดีเซล สีแดงคือชุดที่เติมน ้ามันดีเซล และสีเหลืองคือชุดที่ไม่ได้เติมน ้ามันดีเซล 
 

 

ร ูปที่ 4.22 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธีการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (PCA) ของปัจจัยความ
เข้มข้นน ้ามันดีเซล สีแดงคือชุดที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) และสีเหลืองคือชุดที่เติม

น ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) 
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ร ูปที่ 4.23 ผลการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธีการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (PCA) ของปัจจัย
สารอาหาร สีแดงคือชุดที่เติมสารอาหาร และสีเหลืองคือชุดที่ไม่ได้เติมสารอาหาร
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บทที่ 5 
บทสรปุและขอ้เสนอแนะ 

บทสรปุ 

 ในการบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่หนาวเย็นและมีการปนเปื้อนน ้า มันดีเซลในทวีปแอนตาร์ ก ติกา  

ซ่ึงเป็นทวีปที่ห่างไกลและมีสนธิสัญญาแอนตาร์กติก ห้ามน้าสิ่งมีชีวิตภายนอกเข้ามาภายในทวีป  
จึงจ้าเป็นต้องใช้แบคทีเรียประจ้าถิ่นในการบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนน ้ามันดีเซล  ซ่ึงคาดว่าจะมี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้า มันดีเซลภายใต้อุณหภูมิต้่า งานวิจัยนี ได้ทดสอบประสิทธิภา พการ

ย่อยสลายน ้ามันดีเซลด้วยแบคทีเรียประจ้าถิ่นในตัวอย่างดินแอนตาร์กติก โดยสร้างระบบนิเวศจ้าลอง
ดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า แบ่งเป็นชุดการทดลอง abiotic control, natural attenuation 

และ biostimulation ซ่ึงเติมสารอาหารและปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน ต่อฟอสฟอรัสให้ ได้
อัตราส่วนเป็น 100:10:1 รวมทั งเติมน ้า มันดีเซลความเข้มข้น 1% และ 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) เพ่ือ
ศึกษาปัจจัยความเข้มข้นของน ้ามันดีเซลที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียและ

บทบาทการย่อยสลายน ้ามันดีเซลของแบคทีเรีย พบว่าแบคทีเรียประจ้าถิ่นในตัวอย่างดินแอนตาร์กติก
มีประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้า มันดีเซลทั งในชุดการทดลองที่เติมน ้า มันดีเซล 1% และ 3% 

(น ้าหนัก/น ้าหนัก) โดยการเติมสารอาหารช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในช่ว งแรก
เท่านั น 
 เพ่ือศึกษาบทบาทการย่อยสลายน ้า มันดีเซลในตัวอย่างดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภู มิ ต้่า  

จึงคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิพบว่า สามารถคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ได้ 5 สายพันธุ์ 
ซ่ึงมีความสามารถในการย่อยสลายองค์ประกอบของน ้า มันดีเซลและมีแนวโน้มในการผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพเบื องต้น อย่างไรก็ตามการศึกษาบทบาทของแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้า มันดีเซลด้วย
วิธีการอาศัยการเพาะเลี ยง สามารถคัดแยกแบคทีเรียได้เพียง 2 จีนัส คือ Pseudomonas spp.  
และ Sphingomonas sp. ซ่ึงจัดอยู่ในคลาส Gammaproteobacteria และ Alphaproteobacter ia 

ตามล้าดับ จึงเลือกใช้วิธีการที่ไม่อาศัยการเพาะเลี ยงเพ่ือก้าจัดข้อก้าจัดในการเพาะเลี ยงแบคที เรียที่  
ไม่สามารถเพาะเลี ยงได้ในห้องปฏิบัติการ   ซ่ึงได้แก่ วิธี PCR-DGGE วิธีวิเคราะห์ล้าดับเบสของ 

แอมพลิคอนของยีน 16S rRNA และวิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์ พบว่าทุกวิธีให้ผลลัพธ์ท่ีสอดคล้องกัน คือ 
Gammaproteobacteria Alphaproteobacteria และ Actinobacteria เป็นแบคทีเรียเด่นในระบบ
นิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า 

 จากการวิเคราะห์บทบาทของแบคทีเรียที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลในดินแอน
ตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า โดยวิเคราะห์ประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้า มันดีเซลในระบบนิเวศ 
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จ้าลองดิน ศึกษาโครงสร้างของประชาคมแบคทีเรียที่ เปลี่ยนแปลงไปด้วยวิธีการวิเคราะห์ล้า ดับ เบส
ของแอมพลิคอนของยีน 16S rRNA และวิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์ รวมไปถึงการคัดแยกและ ศึกษา

ลักษณะสมบัติของแบคทีเรียจากระบบนิเวศจ้าลองดิน โดยผลจากการวิเคราะห์ดังกล่าวสามารถใช้
ประมวลผลเพ่ือวิเคราะห์บทบาทท่ีเก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลของแบคทีเรียประจ้าถิ่นใน

ตัวอย่างดินแอนตาร์กติก จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยข้อมูลเมตาจีโนมิกส์ควบคู่กับการวิเคราะห์
ประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า  
สรุปได้ว่า ทุกปัจจัยล้วนมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียภายในระบบนิเวศจ้าลองดิน 

ทั งปัจจัยน ้า มันดีเซล ความเข้มข้นของน ้า มันดีเซล และสารอาหาร แต่ทุกปัจจัยไม่ได้มีผลต่อ
ประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้า มัน ดีเซล เนื่องมาจากบทบาทของแบคทีเรียที่ เก่ียวข้องกับการย่ อย

สลายน ้ามันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดินนั นแตกต่างกัน และอาจเป็นไปได้ว่ามีแบคทีเรียหลายกลุ่ม  
ที่ย่อยสลายน ้ามันดีเซลได้ โดยมีบทบาทในสภาวะที่แตกต่างกัน ดังนั นจึงศึกษายีนที่เก่ียวข้องกับการ
ย่อยสลายน ้า มันดีเซลเพ่ือพิสูจน์ว่าแบคทีเรียกลุ่มใดมีบทบาทหลักในการย่อยสลายน ้ามันดีเซล  

ซ่ึงจากการวิเคราะห์ด้วยวิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์ พบยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซลของ
แบคทีเรียในคลาส Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria และ Actinobacteria จึงสรุป

ได้ว่าแบคทีเรียในคลาสดังกล่าวมีบทบาทส้าคัญในการย่อยสลายน ้า มันดีเซลในระบบนิเวศจ้าลองดิน
แอนตาร์กติกภายใต้อุณหภูมิต้่า  

ในปัจจุบันงานวิจัยที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลด้วยแบคทีเรียภายใต้อุณหภู มิต้่า 

และการศึกษาบทบาทของแบคทีเรียที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซลภายใต้อุณหภูมิต้่ายั งมี ไม่
มากนัก งานวิจัยนี จึงมีจุดเด่นคือศึกษาบทบาทของแบคทีเรียที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดี เซล
ในแต่ละช่วงเวลา โดยศึกษาปัจจัยต่าง ๆ ได้แก่ สารอาหาร น ้ามันดีเซล และความเข้มข้นของน ้า มัน

ดีเซล ซ่ึงปัจจัยเหล่านี ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของประชาคมแบคทีเรียและบทบาทของแบคทีเรีย ต่อ
การย่อยสลายน ้า มันดีเซล โดยการศึกษาบทบาทของแบคทีเรียที่ เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มัน

ดีเซลในงานวิจัยนี  ได้เลือกใช้หลากหลายวิธี เช่น วิธีการที่อาศัยการเพาะเลี ยง ได้แก่ การคัดแยก
แบคทีเรีย และวิธีการที่ไม่อาศัยการเพาะเลี ยง ได้แก่ วิธี PCR-DGGE วิธีการวิเคราะห์ล้าดับเบสของ
แอมพลิคอนของยีน 16S rRNA และ วิธีช็อตกันเมตาจีโนมิกส์ รวมทั งการวิเคราะห์ทางสถิติมาช่วยใน

การประมวลผลเพ่ือให้ได้แนวทางความสัมพันธ์ของแบคทีเรียและบทบาทในการท้างานร่วมกันของ
แบคทีเรียที่ เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซล เพ่ือน้าข้อมูลที่ได้ไปใช้ในการบ้าบัดและฟ้ืนฟู

สิ่งแวดล้อมที่มีอุณหภูมิต้่าอย่างมีประสิทธิภาพในอนาคตต่อไป 
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ข้อเสนอแนะ 

1) การวิเคราะห์และปรับสัดส่วนของสารอาหารในชุด biostimulation ควรใช้ค่าฟอสฟอรัสที่
อยู่ในรูปที่แบคทีเรียสามารถน้าไปใช้ได้  (available phosphorus) หากใช้ค่าฟอสฟอรัสทั งหมด 

(total phosphorus) ในการค้านวณจะส่งผลให้สัดส่วนของสารอาหารเปลี่ยนแปลงไปจากที่ต้องการ 
และอาจส่งผลให้การเติมสารอาหารไม่ส่งเสริมประสิทธิภาพการย่อยสลายของแบคทีเรีย 

2) การเติมสารอาหารสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายของแบคทีเรียในช่วงต้น เม่ือ

แบคทีเรียใช้สารอาหารที่เติมลงไป อาจส่งผลให้สัดส่วนของสารอาหารเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม ดังนั น
การเติมสารอาหารลงไปเป็นช่วง ๆ ระหว่างการทดลอง จึงเป็นวิธีที่สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อย

สลายของแบคทีเรียได้ตลอดการทดลอง 
3) การเปรียบเทียบทางสถิติด้วยการวิเคราะห์ PCA ของปัจจัยน ้ามันดีเซลในรูปที่ 4.21 พบว่า

ให้ผลไม่ชัดเจน จึงควรพิจารณาเพ่ิมเติม เนื่องมาจากมีปัจจัยซ ้าซ้อน คือ สารอาหาร รวมทั งตัวอย่างที่

ใช้ในการเปรียบเทียบในชุดที่ไม่ได้เติมน ้ามันดีเซลมีจ้านวนน้อยกว่าชุดที่เติมน ้า มันดีเซล  
4) ข้อมูลจากการวิเคราะห์เมตาจีโนมิกส์ของแบคทีเรียในตัวอย่างดินแอนตาร์กติกสามารถใช้ ต่อ

ยอดการศึกษาเชิงลึกเก่ียวกับวิถีการย่อยสลายน ้า มันดีเซลของแบคทีเรียภายใต้อุณหภูมิต้่า ร่วมกับ
องค์ความรู้ด้านทรานสคริปโตมิกส์ และโปรติโอมิกส์ เพ่ือให้เข้าใจกลไกการปรับตัวของแบคทีเรี ยให้
อยู่รอดในสิ่งแวดล้อมที่หนาวเย็น และเนื่องจากยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้ามันดีเซลยังมี

ข้อจ้ากัด ซ่ึงไม่ครอบคลุมกับการวิเคราะห์บทบาทของแบคทีเรียที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มัน
ดีเซลภายใต้อุณหภูมิต้่า รวมถึงยีนบางชนิดอาจยังไม่ถูกค้นพบ จึงจ้าเป็นต้องศึกษาจากฐาน ข้ อ มูล
หลายแหล่งเพ่ือให้ได้ข้อมูลที่ครอบคลุม 

5) การวิเคราะห์บทบาทของแบคทีเรียที่ เก่ียวข้องกับการย่อยสลายน ้า มันดีเซลภายใต้อุณหภูมิ
ต้่า สามารถใช้เป็นข้อมูลในการคัดแยกเชื อที่มีอยู่ในสิ่งแวดล้อมมาใช้ให้มีประสิทธิภาพสูงสุด โดยเลือก

อาหารเลี ยงเชื อแบคทีเรีย และสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการคัดแยกแบคทีเรีย เพ่ือให้ได้แบคทีเรียที่
ต้องการน้ามาใช้ประโยชน์ในการบ้าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนน ้า มันดีเซลภายใต้อุณหภูมิต้่าได้จริ ง
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ภาคผนวก 

 

ภาคผนวก ก สูตรและวิธกีารเตรยีมอาหารเล ี ยงเชื อ 

อาหาร เลี ยงเช ื อ Luria-Bertani (LB) 

 ทริปโตน (Tryptone)      10 กรัม 
 ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)     5 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      5 กรัม 
 ละลายสารทั งหมดในน ้ากลั่น ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 5  
โมลาร์ จนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 ,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดัน

ไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที อาหารเลี ยงเชื อแข็ง เตรียม
โดยละลายผงวุ้น 20 กรัม ในอาหารเหลว 1,000 มิลลิลิตร ก่อนน้าไปนึ่งฆ่าเชื อ 

 
อาหาร เลี ยงเช ื อ Luria-Bertani เจือจาง 4 เท่า (0.25X LB) 
 ผสมอาหารเหลว LB ปริมาตร 250 มิลลิลิตร และน ้ากลั่น ปริมาตร 750 มิลลิลิตร น้าไปนึ่ง

ฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

อาหาร เลี ยงเช ื อ Mineral Salt Medium (MSM) 
 ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4 )    1.8 กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   1.2 กรัม 

 แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl)     4.0 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4·7H2O)    0.2 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      0.1 กรัม 
 เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4·7H2O)     0.01 กรัม 
  ปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน ้ากลั่นเป็น 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/

ตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เตรียมเป็นอาหารเลี ยงเชื อแข็ง โดยละลาย
ผงวุ้น 20 กรัม ในอาหารเลี ยงเชื อ 1,000 มิลลิลิตร ก่อนน้าไปนึ่งฆ่าเชื อ 
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อาหาร เลี ยงเช ื อ Ψb 
  ทริปโตน (Tryptone)       20 กรัม 

  ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)     5 กรัม 
  แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)     5  กรัม 

  ละลายสารทั งหมดในน ้ากลั่น ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 5  
โมลาร์ จนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดัน
ไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว ที่ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที อาหารเลี ยงเชื อแข็ง 

เตรียมโดยละลายผงวุ้น 20 กรัม ในอาหารเหลว 1,000 มิลลิลิตร ก่อนน้าไปนึ่งฆ่าเชื อ 
 

อาหาร เลี ยงเช ื อ SOC 
สารละลายส่วนที่ 1 
ทริปโตน (Tryptone)       20  กรัม 

ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)      5  กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)     2.46  กรัม 

แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2)      2  กรัม 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       0.58  กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)      0.18  กรัม 

ละลายสารทั งหมดในน ้ากลั่น ปริมาตร 980 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

สารละลายส่วนที่ 2 
กลูโคส (C6H12O6)       3.6  กรัม 
ละลายสารในน ้ากลั่น ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ก้าจัดเชื อโดยกรองสารละลายแต่ละชนิดผ่านชุด

กรองส้าเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตท (CA) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร แล้วผสมสารละลายส่วนที่ 2 
ลงในสารละลายส่วนที่ 1 เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข ส ูตรและวิธกีารเตรยีมสารเคม ี

 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์เข้มข้น 5 โมลาร  ์ 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)      20 กรัม  
น ้าปลอดประจุ        100 มิลลิลิตร  

  ละลายสารในน ้าปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิดการ
ละลายอย่างสมบูรณ์ รอให้เย็นลง แล้วปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร 
 

สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร ์เซน็ต ์ 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       8.5 กรัม  
น ้ากลั่น         1,000 มิลลิลิตร  

  ละลายสารในน ้ากลั่น น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
สารละลายโซเดียมโดเดซลิซลัเฟต เข้มข้น 10 เปอรเ์ซน็ต์  

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS)      10  กรัม  

  น ้าปลอดประจุปราศจากเชื อ 100 มิลลิลิตร 
 

สารละลาย Tris เข้มข้น 1 โมลาร  ์pH 8.0  
Tris (tris [hydroxymethyl] aminomethane)    12.11  กรัม  
น ้าปลอดประจุ       100 มิลลิลิตร  

  ละลายสารในน ้าปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิดการ
ละลายสมบูรณ์ ปรับความเป็นกรด-ด่างด้วยกรดไฮโดรคลอริคจนมีค่าเท่ากับ 8 และปรับปริมาตร  

สุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร  ์pH 8.0  
EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt)  16.81 กรัม  

น ้าปลอดประจุ       100 มิลลิลิตร  
  ละลายสารในน ้าปลอดประจุ 50 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก ปรับความเป็น

กรด-ด่างด้วยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์ จนมีค่าเท่ากับ 8 กวนจนสารเกิดการละลายอย่างสมบูร ณ์ 
และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
สารละลาย Tris-EDTA (Tris-ethylenediaminetetraacetic acid; TE)  

สารละลาย Tris เข้มข้น 1 โมลาร์ pH 8.0     1.0 มิลลิลิตร  
สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0    0.2 มิลลิลิตร  
น ้าปลอดประจุ        98.8 มิลลิลิตร  

  ผสมสารทั งหมดเข้า ด้วยกัน น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
สารละลายไลโซไซม์ เข้มข้น 60 มิลลิกร ัม/มิลลลิิตร  

ไลโซไซม์ (lysozyme)      60 มิลลิกรัม  

  สารละลาย TE        1 มิลลิลิตร 
 
สารละลายโปรตีนเนสเค เข้มข้น 10 มิลลิกร ัม/มิลลลิิตร  

โปรตีนเนสเค (proteinase K)      10 มิลลิกรัม  
  น ้าปลอดประจุปราศจากเชื อ     1 มิลลิลิตร 

 
เอทานอล 70 เปอร ์เซน็ต ์ 

เอทานอล 99 เปอร์เซ็นต์       70  มิลลิลิตร  

  น ้าปลอดประจุ        30  มิลลิลิตร 
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สารละลายโซเดียมคลอไรด์ เข้มข้น 5 โมลาร  ์ 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       29.22  กรัม  

น ้าปลอดประจุ        100  มิลลิลิตร  
ละลายสารในน ้าปลอดประจุ น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว ที่อุณหภูมิ  

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลายเซทลิไตรเมทิลแอมโมเนยีมโบรไมด์ในโซเดยีมคลอไรด์ (CTAB/NaCl)  

เซทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (CTAB)    10  กรัม  
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       4.1  กรัม  

น ้าปลอดประจุ        100  มิลลิลิตร  
  ละลายโซเดียมคลอไรด์ในน ้าปลอดประจุ 70 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก ให้
ความร้อนพออุ่น แล้วค่อย ๆ ละลาย CTAB ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื อ

ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

ฟีนอล:คลอโรฟอรม์ อัตราสว่น 1:1  
ฟีนอล         50  มิลลิลิตร  
คลอโรฟอร์ม        50  มิลลิลิตร 

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

บัฟเฟอร์ 50X TAE       20  มิลลิลิตร  

  น ้ากลั่น      980  มิลลิลิตร 
 

สารละลายเอธเิดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) เข้มข้น 0.5 มิลลิกร ัม/ลิตร  
เอธิเดียมโบรไมด์ เข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร    10  ไมโครลิตร  

  น ้ากลั่น         200  มิลลิลิตร 
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บัฟเฟอร  ์PUM (phosphate-urea-magnesium sulfate)  
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)    16.9  กรัม  

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)    7.3  กรัม  
ยูเรีย (CH4N2O)        1.8  กรัม  

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)     0.2  กรัม  
น ้ากลั่น         1,000  มิลลิลิตร  

  ละลายสารในน ้ากลั่น น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว ที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

สารละลายไอโอโดไนโตรเตตระโซเลยีมคลอไรด์ (INT) เข้มข้น 15 มิลลิกรมั/มิลลิลติร  
INT (iodonitrotetrazolium chloride)     150  มิลลิกรัม  
ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (dimethyl sulfoxide; DMSO)   10  มิลลิลิตร  

  ละลายสารในไดเมทิลซัลฟอกไซด์จนสมบูรณ์ ก้าจัดเชื อโดยกรองสารละลายผ่านชุดกรอง  
ส้าเร็จรูปพอลิเตตระฟลูออโรเอทิลีน (PTFE) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส 
 
สารละลาย TfbI 

โพแทสเซียมอะซิเตท (CH3COOK)     0.296  กรัม 
รูบิเดียมคลอไรด์ (RbCl)      1.21 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2.2H2O)      0.148 กรัม  

แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2)     2 0.99 กรัม  
กลีเซอรอล        15 มิลลิลิตร 

น ้าปลอดประจุ        100  มิลลิลิตร 
ละลายสารในน ้าปลอดประจุ 50 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิดการ

ละลายอย่างสมบูรณ์ ปรับความเป็นกรด- ด่างด้วยกรดอะซิติกจนมีค่าเท่ากับ 5.8 และปรับปริมาตร

สุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร ก้าจัดเชื อโดยกรองผ่านชุดกรองส้าเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตท (CA) ขนาดรู
กรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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สารละลาย TfbII 
MES (2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid)    0.29  กรัม 

รูบิเดียมคลอไรด์ (RbCl)       0.121  กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2.2H2O)      1.103  กรัม 

กลีเซอรอล        15  มิลลิลิตร 
น ้าปลอดประจุ        100 มิลลิลิตร 
ละลายสารในน ้าปลอดประจุ 50 มิลลิลิตร ในบีกเกอร์ที่มีแท่งกวนแม่เหล็ก จนสารเกิดการ

ละลายอย่างสมบูรณ์ ปรับความเป็นกรด- ด่างด้วยโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์จนมีค่าเท่ากับ 6.5 และ
ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร ก้าจัดเชื อโดยกรองผ่านชุดกรองส้าเร็จรูปเซลลูโลสอะ ซีเตท 

(CA) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
สารละลายแอมพซิลินิ เข้มข้น 100 มิลลิกร ัม/มิลลลิิตร 

แอมพิซิลิน (ampicillin)       100 มิลลิกรัม 
น ้าปลอดประจุ        1 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน ้าปลอดประจุ  ก้าจัดเชื อโดยกรองสารละลายผ่านชุ ดกรองส้าเร็ จ รู ป
เซลลูโลสอะซีเตท (CA) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

สารละลาย X-gal เข้มข้น 80 มิลลิกรมั/มิลลิลติร 

X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside)   80 มิลลิกรัม 
ไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide)    1 มิลลิลิตร 

ละลายสารในไดเมทิลฟอร์มาไมด์ ก้าจัดเชื อโดยกรองสารละลายผ่านชุดกรองส้าเร็จรูปพอลิ 
เตตระฟลูออโรเอทิลีน  (PTFE) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร  เก็บรักษาที่ อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 

 
สารละลาย IPTG เข้มข้น 0.5 โมลาร  ์

IPTG (isopropyl thio-β-D-galactoside)    119 มิลลิกรัม 
น ้าปลอดประจุ        1 มิลลิลิตร 
ละลายสารในน ้าปลอดประจุ  ก้าจัดเชื อโดยกรองสารละลายผ่านชุดกรองส้าเร็ จ รู ป

เซลลูโลสอะซีเตท (CA) ขนาดรูกรอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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น  าปลอดประจุปราศจาก RNase (DEPC-treated water) 
สารละลายไดเอทิลไพโรคาร์บอเนต (DEPC)    1  มิลลิลิตร 

น ้าปลอดประจุ        1000  มิลลิลิตร 
ผสมสารละลายไดเอทิลไพโรคาร์บอเนตในน ้าปลอดประจุ ผสมให้เป็นเนื อเดียวกัน ตั งทิ งไว้ท่ี 

อุณหภูมิห้องเป็นเวลาข้ามคืน น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ ว อุณหภูมิ 12 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

สารละลายยูเรยี (urea) เข้มข้น 7 โมลาร  ์
ยูเรีย (CH4N2O)        42.042  กรัม 

น ้ากลั่น         100  มิลลิลิตร 
 

สารละลายแอมโมเนยีมเปอรซ์ลัเฟต (APS) เข้มข้น 10 เปอรเ์ซน็ต ์

แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต ((NH4)2S2O8)     0.1  กรัม 

 น ้าปลอดประจุ       1  มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค กราฟ 

 

 
ร ูปที่ ค .1 กราฟมาตรฐานของน ้ามันดีเซลในช่วงความเข้มข้น 5,000 ถึง 30,000 มิลลิกรัม/ลิตร โดย 

GC-FID 
 

 
ร ูปที่ ค .2 กราฟมาตรฐานของฟีแนนทรีนในช่วงความเข้มข้น 10 ถึง 200 มิลลิกรัม/ลิตร โดย GC-FID 

 
 

y = 0.022x - 16.588
R² = 0.9977

0

100

200

300

400

500

600

700

800

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000

ค่า
เฉ

ลี่ย
พื น

ที่ใ
ต้ก

รา
ฟ

ค วามเขม้ขน้ของน  ามนัดเีซล (มิลลิกรมั/ลติร)

y = 44.034x - 191.86
R² = 0.9929
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ร ูปที่ ค .3 กราฟมาตรฐานของเตตระเดกเคนในช่วงความเข้มข้น 100 ถึง 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร โดย 
GC-FID 

 

 
ร ูปที่ ค .4 กราฟมาตรฐานของเฮกซะเดกเคนในช่วงความเข้มข้น 100 ถึง 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร  

โดย GC-FID 
 

 

y = 16.685x - 18.876
R² = 0.9981
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y = 41.615x + 750.83
R² = 0.994
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ร ูปที่ ค .5 โครมาโตแกรมการวิเคราะห์น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติก 

ที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุด natural attenuation โดย GC-FID 

วันที่ 0 

วันที่ 30 

วันที่ 90 

วันที่ 120 



 

 

126 

 

 

 

 
 
ร ูปที่ ค .6 โครมาโตแกรมการวิเคราะห์น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติก 

ที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุด biostimulation โดย GC-FID 
 

วันที่ 0 

วันที่ 30 

วันที่ 90 

วันที่ 120 
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ร ูปที่ ค .7 โครมาโตแกรมการวิเคราะห์น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติก 

ที่เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุด natural attenuation โดย GC-FID 
 

วันที่ 0 

วันที่ 30 

วันที่ 90 

วันที่ 150 

วันที่ 210 
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ร ูปที่ ค .8 โครมาโตแกรมการวิเคราะห์น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติก 
ที่เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุด biostimulation โดย GC-FID 

 
 

วันที่ 0 

วันที่ 30 

วันที่ 90 

วันที่ 150 

วันที่ 210 
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ร ูปที่ ค .9 โครมาโตแกรมประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้า มันดีเซล 0.25% (ปริมาตร/ปริมาตร) ของ
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิทั ง 5 สายพันธุ์ ภายในระยะเวลา 14 วัน โดย GC-FID 
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ร ูปที่ ค .10 โครมาโตแกรมประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีแนนทรีน 50 (มิลลิกรัม/ลิตร) ของแบคทีเรีย

สายพันธุ์บริสุทธ์ิทั ง 5 สายพันธุ์ ภายในระยะเวลา 14 วัน โดย GC-FID 
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ร ูปที่ ค .11 โครมาโตแกรมประสิทธิภาพการย่อยสลายเตตระเดกเคน  500 (มิลลิกรัม/ลิตร ) ของ

แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิทั ง 5 สายพันธุ์ ภายในระยะเวลา 14 วัน โดย GC-FID 
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ร ูปที่ ค .12 โครมาโตแกรมประสิทธิภาพการย่อยสลายเฮกซะเดกเคน  500 (มิลลิกรัม/ลิตร ) ของ

แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธ์ิทั ง 5 สายพันธุ์ ภายในระยะเวลา 14 วัน โดย GC-FID 
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ร ูปที่ ค .13 กราฟเส้นตรงสมการค่าคงที่ อัตราเร็วปฏิกิริยาอันดับหนึ่งชองการย่อยสลายของระ บบ

นิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุด natural attenuation 
 

 
ร ูปที่ ค .14 กราฟเส้นตรงสมการค่าคงที่ อัตราเร็วปฏิกิริยาอันดับหนึ่งของการย่อยสลายของระ บบ
นิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่เติมน ้ามันดีเซล 1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุด biostimulation 
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ร ูปที่ ค .15 กราฟเส้นตรงสมการค่าคงที่ อัตราเร็วปฏิกิริยาอันดับหนึ่งของการย่อยสลายของระ บบ
นิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุด natural attenuation 

 

 
ร ูปที่ ค .16 กราฟเส้นตรงสมการค่าคงที่ อัตราเร็วปฏิกิริยาอันดับหนึ่งของการย่อยสลายของระ บบ
นิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่เติมน ้ามันดีเซล 3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุด biostimulation 
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ภาคผนวก ง ตารางผลการทดลอง 

 
ตารางที่ ง.1 ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่เก่ียวข้องกับการย่อยสลายปิโตรเลียม

ไฮโดรคาร์บอนของแบคทีเรียประจ้าถิ่นในดินแอนตาร์กติกกับล้าดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล 
GenBank 

ไพร์เมอร์ โคลน

ที ่

Description Identity ACCNO อ้างอิง 

P450 fw1 & 
rv3 

1 

cytochrome P450 
Actinobacterium 

acAcidi 
 

92/114(80%) KGA11575 
Ghai และคณะ 

(2014) 

2 

cytochrome P450 
Actinobacterium 

acAcidi 
 

93/114(81%) KGA11762 
Ghai และคณะ 

(2014) 

 
ตารางที่ ง.2 ผลการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของแถบ DNA เด่นจากการ

ท้า PCR-DGGE กับล้าดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล GenBank 
ล้าดับท่ี ล้าดับนิวคลีโอไทด์ ชนิดแบคทีเรีย Identity ACCNO Ref 

N1 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTG
CTTATTCTTCAGGTACCGTCATTAGTGGAGGATA
TTAGCCCCCACCGTTTCTTCCCTGACAAAAGAGC
TTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACTCACGCGGC
ATTGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAA 

uncultured 
bacterium 

 100% 
KU51506
5 

Lu และคณะ 
ไม่ตีพิมพ์ 

CCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAA
TGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGA
GTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTTG
TCAGGGAAGAAACGGTGGGGGCTAATATCCTCC
ACTAATGACGGTACCTGAAGAATAAGCACCGGCT 

uncultured 
bacterium 

 99% 
KU51506
5 

Lu และคณะ 
ไม่ตีพิมพ์ 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGA
CAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCG
TGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTT
TTGTCAGGGAAGAAACGGTGGGGGCTAATATCCT
CCACTAATGACGGTACCTGAAGAATAAGCACCG 

uncultured 
bacterium 

99% 
KU51506
5 

Lu และคณะ 
ไม่ตีพิมพ์ 
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ตาราง ง.2 (ต่อ) 
ล้าดับท่ี ล้าดับนิวคลีโอไทด์ ชนิดแบคทีเรีย Identity ACCNO Ref 

N1 

TCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGAC
AATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGT
GAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTT
TGTCAGGGAAGAAACGGTGGGGGCTAATATCCT
CCACTAATGACGGTACCTGAAGAATAAGCACC 

uncultured 
bacterium 

99% 
KU51506
5 

Lu และคณะ 
ไม่ตีพิมพ์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
N2 

CGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGA
ATTCGATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGC
CGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGAT
ACGTATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAA
AGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACAC
GCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTG 

uncultured gamma 
proteobacterium 

100% 
FM25241
5 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTG
CTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTA
TTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGC
TTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGC
ATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAT 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

GTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGG
GAATTCGATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTA
GCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAG
ATACGTATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTT
AAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACAC
ACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCAT 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGT
GCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGT
ATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTG
CTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGG
CATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCA 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTG
CTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTA
TTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGC
TTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGC
ATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAT 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

N3 

CCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
ACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCT
TATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTATT
AGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTT
TACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCAT
GGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATA 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ 
2009 
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ตาราง ง.2 (ต่อ) 
ล้าดับท่ี ล้าดับนิวคลีโอไทด์ ชนิดแบคทีเรีย Identity ACCNO Ref 

N3 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTG
CTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTA
TTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGC
TTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGC
ATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAT 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ 
2009 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTT
TAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTA
TCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGG 

Pseudomonas lini 99% 
KX09442
6 

Jung และ
คณะ, ไม่
ตีพิมพ์ 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGT
CAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTT
TAAGTTGGGAGGAAGGGCATTTACCTAATACGTA
AGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCG 

uncultured 
Pseudomonas sp. 

99% 
GQ3293
82 

Shivaji และ
คณะ 2011 

N4 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTG
CTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACACTTACGTA
TTAGGTAAATGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGC
TTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGC
ATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAT 

uncultured gamma 
proteobacterium 

99% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ 
2009 

CCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
ACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCT
TATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATT
CGCTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTT
TACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCAT
GGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATAT 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ 
2009 

CCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
ACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCT
TATTCTGTCGGTAACGTCAAAACACTTACGTATT
AGGTAAATGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTT
TACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCAT
GGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATAT 

uncultured gamma 
proteobacterium 

 99% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ 
2009 

 
 

N5 
 

 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTG
CTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTA
TTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGC
TTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGC
ATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAA 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 
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ตาราง ง.2 (ต่อ) 
ล้าดับท่ี ล้าดับนิวคลีโอไทด์ ชนิดแบคทีเรีย Identity ACCNO Ref 

N5 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGT
GCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGT
ATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTG
CTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGG
CATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAA 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

N6 

TCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGC
TTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTAT
TAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCT
TTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCA
TGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATAT

TCCCCACTG 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

CCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
ACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCT
TATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTATT
AGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTT
TACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCAT
GGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATT

CCCCACTGC 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

CCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTA
CCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTT
ATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAATTACGTATTA
GGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTT
ACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATG
GCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTC

CCCACTGCT 

uncultured gamma 
proteobacterium 

98% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTG
CTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTA
TTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGC
TTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGC
ATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATA

TTCCCCAC 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

TCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TACCCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTT
ATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTATTA
GGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTT
ACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATG
GCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTC

CCCACTGC 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 
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ตาราง ง.2 (ต่อ) 
ล้าดับท่ี ล้าดับนิวคลีโอไทด์ ชนิดแบคทีเรีย Identity ACCNO Ref 

N7 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTT
TAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTA
ATTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCG 

Pseudomonas sp. 
PG24 

99% 
KU35061
1 

Gkorezis 
และThijs, ไม่
ตีพิมพ์ 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGG
ACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGC
GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACT
TTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGT
ATCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCG 

Pseudomonas sp. 
ALBL_065 

99% 
KT86570
1 

Bechy 
Loizeau 
และคณะ, ไม่
ตีพิมพ์ 

TGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTC
GATTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
GACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCG
CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCAC
TTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACG
TAATTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACC 

Pseudomonas 
frederiksbergensis 

99% 
KU64724
8 

Zheng และ
คณะ, ไม่
ตีพิมพ์ 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGG
ACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGC
GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACT
TTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGT
AATTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCG 

Pseudomonas sp. 
R76 

99% 
KT89030
4 

De Vrieze 
และคณะ, 
2015 

GCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCG
AAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGA
AGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGA
GGAAGGGCAGTTACCTAATACGTAATTGTTTTGA

CGTTACCGACAGAATAAGCACCG 

Pseudomonas 
frederiksbergensis 

99% 
KU64724
8 

Zheng และ
คณะ, ไม่
ตีพิมพ์ 

N8 

ACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGC
GGGAATTCGATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAG
TTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAA
CAATTACGTATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAA
CTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCA
CACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCC 

uncultured gamma 
proteobacterium 

98% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGT
GCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAATTACGT
ATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTG
CTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGG
CATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCA 

uncultured gamma 
proteobacterium 

98% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 
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ตาราง ง.2 (ต่อ) 
ล้าดับท่ี ล้าดับนิวคลีโอไทด์ ชนิดแบคทีเรีย Identity ACCNO Ref 

N8 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGT
GCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAATTACGT
ATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTG
CTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGG
CATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAA 

uncultured gamma 
proteobacterium 

98% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

TGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTC
GATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGG
TGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAATTACG
TATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGT
GCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCG
GCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCC 

uncultured gamma 
proteobacterium 

98% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGT
GCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAATTACGT
ATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTG
CTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGG
CATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCA 

uncultured gamma 
proteobacterium 

98% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

N9 

TGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTC
GATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGG
TGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACG
TATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGT
GCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCG
GCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCC 

Pseudomonas sp. 
RZ1 

100% 
KT71081
3 

Rocha และ
คณะ, 2016 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTG
CTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTA
TTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGC
TTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGC
ATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAT 

Pseudomonas sp. 
RZ1 

100% 
KT71081
3 

Rocha และ
คณะ, 2016 

CCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
ATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGA
CCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCAT
AGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCT
TGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTG
AAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACA 

uncultured 
Pseudomonas sp. 

100% 
FN66622
5 

Sayeh และ
คณะ, 2010 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTG
CTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTA
TTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGC
TTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGC
ATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAA 

uncultured gamma 
proteobacterium 

100% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 
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ตาราง ง.2 (ต่อ) 
ล้าดับท่ี ล้าดับนิวคลีโอไทด์ ชนิดแบคทีเรีย Identity ACCNO Ref 

N9 

TCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC
AATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT
GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTT
AAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTAT
CTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGC 

Pseudomonas sp. 
RZ1 

100% 
KT71081
3 

Rocha และ
คณะ, 2016 

N10 

CCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
ACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCT
TATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATAGGTATT
CGGTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTT
TACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCAT
GGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATA 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

GACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCG
CGGGAATTCGATTACCGCGGCTGCTGGCACAGA
GTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAA
ACAGATAGGTATTCGGTTACTGCCCTTCCTCCCA
ACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTC
ACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGC 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ, 
2009 

B1 

TCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGC
TTATTCTTCAGGTACCGTCATTAGTGGAGGATAT
TAGCCCCCACCGTTTCTTCCCTGACAAAAGAGCT
TTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACTCACGCGGCA
TTGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAAAA 

uncultured 
bacterium 

100% 
KU51506
5 

Lu และคณะ 
ไม่ตีพิมพ์ 

TCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TCCTACGGGAGGCAGCAGCCGCGGTAATACGCC
TACGGGAGGCAGCAGCCGCGGTAATACGGGAGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGCCTACGGGAGGCAG
CAGCCGCGGTAATACGGGAGCCAGCAGCCGCGG
TAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTC 

uncultured 
bacterium 

99% 
KU51542
1 

Lu และคณะ 
ไม่ตีพิมพ์ 

B4 

CCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA
ATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTG
TGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTA
AGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTATC
TGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGTC 

Pseudomonas sp. 
SR72 

99% 
KX27967
4 

Dominguez 
และคณะ ไม่
ตีพิมพ์ 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGT
GCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAATTACGT
ATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTG
CTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGG
CATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAA 

uncultured gamma 
proteobacterium 

98% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ 
2009 
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ตาราง ง.2 (ต่อ) 
ล้าดับท่ี ล้าดับนิวคลีโอไทด์ ชนิดแบคทีเรีย Identity ACCNO Ref 

B4 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGG
ACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGC
GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACT
TTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGT
AATTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACC 

Pseudomonas 
frederiksbergensis 

99% 
KU29126
0 

Jardak และ
คณะ ไม่
ตีพิมพ์ 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGATC
CTTATTCCTTCGGTACATTCAGCTATCTACACGT
AGATAGGTTTATTCCCGAATAAAAGCAGTTTACG
ACCCAGAGGGCTGTCTTCCTGCACGCGGCATGG
CTGGTTCAGAGTTGCCTCCATTGACCAATATTC 

uncultured gamma 
proteobacterium 

98% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ 
2009 
 

B5 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGT
GCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAATTACGT
ATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTG
CTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGG
CATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAA 

uncultured gamma 
proteobacterium 

98% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ 
2009 
 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTT
TAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTA
ATTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGG 

Pseudomonas 
frederiksbergensis 

99% 
KU29126
0 

Jardak และ
คณะ ไม่
ตีพิมพ์ 

TCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGC
TTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAATTACGTAT
TAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCT
TTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCA
TGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATA 

uncultured gamma 
proteobacterium 

98% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ 
2009 
 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTT
TAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTA
ATTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGG 

Pseudomonas 
frederiksbergensis 

99% 
KU29126
0 

Jardak และ
คณะ ไม่
ตีพิมพ์ 

B6 

TCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATATTGGAC
AATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT
GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTT
AAGTTGGGGGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTAT
CTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGG 

Pseudomonas sp. 
SR72 

98% 
KX27967
4 

Dominguez 
และคณะ ไม่
ตีพิมพ์ 
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ตาราง ง.2 (ต่อ) 
ล้าดับท่ี ล้าดับนิวคลีโอไทด์ ชนิดแบคทีเรีย Identity ACCNO Ref 

B6 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTT
TAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTA
TCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCG 

Pseudomonas sp. 
SR72 

99% 
KX27967
4 

Dominguez 
และคณะ ไม่
ตีพิมพ์ 

TCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGC
TTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTAT
TAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCT
TTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCA
TGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATA 

uncultured gamma 
proteobacterium 

97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ 
2009 
 

CCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA
ATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTG
TGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTA
AGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTATC
TGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCT 

Pseudomonas sp. 
SR72 

99% 
KX27967
4 

Dominguez 
และคณะ ไม่
ตีพิมพ์ 

B7 

CCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA
ATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTG
TGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTA
AGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTATC
TGTTTCGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCT 

Pseudomonas sp. 
SR72 

99% 
KX27967
4 

Dominguez 
และคณะ ไม่
ตีพิมพ์ 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGG
ACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGC
GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACT
TTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGT
ATCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCG 

Pseudomonas sp. 
SR72 

99% 
KX27967
4 

Dominguez 
และคณะ ไม่
ตีพิมพ์ 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGG
ACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGC
GTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACT
TTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGT
ATCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACC 

Pseudomonas sp. 
SR72 

99% 
KX27967
4 

Dominguez 
และคณะ ไม่
ตีพิมพ์ 

B8 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTT
TAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTA
TCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGG 

Pseudomonas sp. 
SR72 

99% 
KX27967
4 

Dominguez 
และคณะ ไม่
ตีพิมพ์ 
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ตาราง ง.2 (ต่อ) 
ล้าดับท่ี ล้าดับนิวคลีโอไทด์ ชนิดแบคทีเรีย Identity ACCNO Ref 

B8 

CCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA
ATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTG
TGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTA
AGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTATC
TGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGC 

Pseudomonas sp. 
SR72 

99% 
KX27967
4 

Dominguez 
และคณะ ไม่
ตีพิมพ์ 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTT
TAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTTACCTAATACGTA
TCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCG 

Pseudomonas sp. 
SR72 

99% 
KX27967
4 

Dominguez 
และคณะ ไม่
ตีพิมพ์ 

B9 

TCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGAGAC
TTATTCCTGGGATACTGTCCTTTCTCATCTCCCA
GAAAAGCACTTTACGACCCGAAGGCCTTCATCGT
GCACGCGGCGTTGCTGCATCAGGCTTTCGCCCAT
TGTGCAATATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGG 

uncultured soil 
bacterium 

100% 
EU09731
5 

Shivaji และ 
Singh ไม่
ตีพิมพ์ 
 

GCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCG
ATTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTGC
GCAATGCGCGAAAGCGTGACGCAGCAACGCCGC
GTGGGGGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCCC
TTTCAGGAGGGACGAAGGTGTGGCGGTTAATAG
CCGACCGCACTGACGGTACCTCCACAAGAAGCC

CCG 

uncultured 
bacterium 

99% 
KU92967
2 

Xiao และ
คณะ ไม่
ตีพิมพ์ 

CTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGA
TTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTG
CTTCCTCACCCGGTACCGTCAGGCTCGATTAATC
GAGCTATTCGTCCCGGGCAACAGTGGTTTACACT
CCGAAGAGCTTCATCCCACACGCGGCGTCGCTG
CGTCAGCCGTTAGGCCATTGCGCAAGATTCCCCA 

uncultured 
bacterium 

100% 
KU93038
3 

Xiao และ
คณะ ไม่
ตีพิมพ์ 

B10 

TCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT
TACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGC
TTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTAT
TAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCT
TTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCA
TGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAT 

uncultured gamma 
proteobacterium 

 97% 
FM25224
2 

Ladygina 
และคณะ 
2009 
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ตาราง ง.3 การวิเคราะห์น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่เติมน ้า มันดี เซล 
1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุด abiotic control โดย GC-FID 

ระยะเวลา 
น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ (%) 

ค่าเฉลี่ย 
ซ ้าที่ 1 ซ ้าที่ 2 ซ ้าที่ 3 

15 วัน 101.62 94.18 92.38 96.06±4.8  

30 วัน 100.29 98.37 99.33 99.33±1.3  

75 วัน 96.75 * 98.78 97.77±1.4  

90 วัน 99.34 96.37 * 97.86±2.1  

120 วัน 91.44 * 98.80 95.12±5.2  

* มีค่าความคลาดเคลื่อนสูงจึงไม่สามารถน้ามาค้านวณได้ 
ตาราง ง.4 การวิเคราะห์น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่เติมน ้า มันดี เซล 

1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุด natural attenuation โดย GC-FID 

ระยะเวลา 
น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ (%) 

ค่าเฉลี่ย 
ซ ้าที่ 1 ซ ้าที่ 2 ซ ้าที่ 3 

15 วัน 63.60 68.79 * 66.20±3.6 

30 วัน 60.53 72.04 * 66.29±8.1 

75 วัน 36.80 31.63 42.74 37.05±5.5 

90 วัน 27.04 32.64 * 29.84±5.5 

120 วัน 25.45 * 30.81 28.13±3.7  

* มีค่าความคลาดเคลื่อนสูงจึงไม่สามารถน้ามาค้านวณได้ 

ตาราง ง.5 การวิเคราะห์น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่เติมน ้า มันดี เซล 
1% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุด biostimulation โดย GC-FID 

ระยะเวลา 
น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ (%) 

ค่าเฉลี่ย 
ซ ้าที่ 1 ซ ้าที่ 2 ซ ้าที่ 3 

15 วัน * 53.01 55.64 54.33±1.8  

30 วัน 44.65 42.06 * 43.36±6.8  

75 วัน 29.01 27.30 * 28.15±1.2  

90 วัน 27.66 28.82 * 28.24±0.8  

120 วัน 24.54 * 21.95 23.25±1.8  

* มีค่าความคลาดเคลื่อนสูงจึงไม่สามารถน้ามาค้านวณได้ 
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ตาราง ง.6 การวิเคราะห์น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่เติมน ้า มันดี เซล 
3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุด abiotic control โดย GC-FID 

ระยะเวลา 
น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ (%) 

ค่าเฉลี่ย 
ซ ้าที่ 1 ซ ้าที่ 2 ซ ้าที่ 3 

30 วัน 85.72 84.40 73.44 81.19±6.7  

90 วัน 94.15 94.67 77.95 88.92±9.5  

150 วัน 88.74 99.66 81.21 89.87±9.2  

210 วัน 84.19 78.96 106.93 90.2±2.8  

* มีค่าความคลาดเคลื่อนสูงจึงไม่สามารถน้ามาค้านวณได้ 
 

ตาราง ง.7 การวิเคราะห์น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่เติมน ้า มันดี เซล 
3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุด natural attenuation โดย GC-FID 

ระยะเวลา 
น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ (%) 

ค่าเฉลี่ย 
ซ ้าที่ 1 ซ ้าที่ 2 ซ ้าที่ 3 

30 วัน 96.50 90.46 * 93.48±4.2 

90 วัน 78.71 66.48 * 72.59±8.6 

150 วัน 56.16 * 51.35 53.75±3.3 

210 วัน 25.46 22.46 17.38 21.77±4 

* มีค่าความคลาดเคลื่อนสูงจึงไม่สามารถน้ามาค้านวณได้ 

 
ตาราง ง.7 การวิเคราะห์น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ในระบบนิเวศจ้าลองดินแอนตาร์กติกที่เติมน ้า มันดี เซล 

3% (น ้าหนัก/น ้าหนัก) ชุด biostimulation โดย GC-FID 

ระยะเวลา 
น ้ามันดีเซลที่เหลืออยู่ (%) 

ค่าเฉลี่ย 
ซ ้าที่ 1 ซ ้าที่ 2 ซ ้าที่ 3 

30 วัน 75.45 60.23 95.68 77.12±17.7 

90 วัน 63.31 48.89 63.97 58.72±8.5 
150 วัน 48.61 41.56 63.75 51.31±11.3 

210 วัน 30.32 30.67 21.14 27.38±5.4 

* มีค่าความคลาดเคลื่อนสูงจึงไม่สามารถน้ามาค้านวณได้ 
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ตาราง ง.8 ประสิทธิภาพการย่อยสลายองค์ประกอบของน ้ามันดีเซลของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุ ทธิ์  

Pseudomonas sp. SP1 ในระยะเวลา 14 วัน 

ไฮโดรคาร์บอน 
ประสิทธิภาพการย่อยสลาย (%) 

ค่าเฉลี่ย 
ซ ้าที่ 1 ซ ้าที่ 2 ซ ้าที่ 3 

น ้ามันดีเซล 0.25% 100 100 100 100±0 

ฟีแนนทรีน 50 ppm 50.39 46.27 51.08 49.25±2.5 

เตตระเดกเคน 500 ppm 48.36 75.19 * 61.77±18.9 

เฮกซะเดกเคน 500 ppm 42.88 56.71 * 49.8±9.7 

* มีค่าความคลาดเคลื่อนสูงจึงไม่สามารถน้ามาค้านวณได้ 
 
ตาราง ง.9 ประสิทธิภาพการย่อยสลายองค์ประกอบของน ้ามันดีเซลของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุ ทธิ์  

Sphingomonas sp. SP2 ในระยะเวลา 14 วัน 

ไฮโดรคาร์บอน 
ประสิทธิภาพการย่อยสลาย (%) 

ค่าเฉลี่ย 
ซ ้าที่ 1 ซ ้าที่ 2 ซ ้าที่ 3 

น ้ามันดีเซล 0.25% 100 100 100 100±0 

ฟีแนนทรีน 50 ppm 29.29 21.48 28.74 26.5±4.3 

เตตระเดกเคน 500 ppm 96.87 98.23 98.41 97.84±0.8 

เฮกซะเดกเคน 500 ppm 86.47 97.97 93.23 92.56±5.78 

* มีค่าความคลาดเคลื่อนสูงจึงไม่สามารถน้ามาค้านวณได้ 
 

ตาราง ง.10 ประสิทธิภาพการย่อยสลายองค์ประกอบของน ้ามันดีเซลของแบคทีเรียสายพันธุ์บริ สุทธิ์  
Pseudomonas sp. SP3 ในระยะเวลา 14 วัน 

ไฮโดรคาร์บอน 
ประสิทธิภาพการย่อยสลาย (%) 

ค่าเฉลี่ย 
ซ ้าที่ 1 ซ ้าที่ 2 ซ ้าที่ 3 

น ้ามันดีเซล 0.25% 100 100 100 100±0 

ฟีแนนทรีน 50 ppm 36.88 31.96 42.18 37.00±5.11 

เตตระเดกเคน 500 ppm 96.68 96.83 95.61 96.37±0.66 

เฮกซะเดกเคน 500 ppm 36.95 51.16 55.96 48.03±9.88 
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ตาราง ง.11 ประสิทธิภาพการย่อยสลายองค์ประกอบของน ้ามันดีเซลของแบคทีเรียสายพันธุ์บริ สุทธิ์  
Pseudomonas sp. EN1 ในระยะเวลา 14 วัน 

ไฮโดรคาร์บอน 
ประสิทธิภาพการย่อยสลาย (%) 

ค่าเฉลี่ย 
ซ ้าที่ 1 ซ ้าที่ 2 ซ ้าที่ 3 

น ้ามันดีเซล 0.25% 100 100 100 100±0 

ฟีแนนทรีน 50 ppm 19.41 15.18 22.95 19.18±3.89 

เตตระเดกเคน 500 ppm 100 100 100 100±0 

เฮกซะเดกเคน 500 ppm 72.88 74.71 * 73.52±0.91 

* มีค่าความคลาดเคลื่อนสูงจึงไม่สามารถน้ามาค้านวณได้ 

 
ตาราง ง.12 ประสิทธิภาพการย่อยสลายองค์ประกอบของน ้ามันดีเซลของแบคทีเรียสายพันธุ์บริ สุทธิ์  
Pseudomonas sp. EN2 ในระยะเวลา 14 วัน 

ไฮโดรคาร์บอน 
ประสิทธิภาพการย่อยสลาย (%) 

ค่าเฉลี่ย 
ซ ้าที่ 1 ซ ้าที่ 2 ซ ้าที่ 3 

น ้ามันดีเซล 0.25% 100 100 100 100±0 

ฟีแนนทรีน 50 ppm 77.31 77.27 76.78 77.11±0.29 

เตตระเดกเคน 500 ppm 100 100 100 100±0 

เฮกซะเดกเคน 500 ppm 89.86 82.46 86.48 86.26±3.7 
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ภาคผนวก จ  ร ูปเจลอเิลก็โทรโฟรซีสิ 

 

 
ร ูป จ.1 ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย 10 คู่ไพร์เมอร์ที่จ้าเพาะต่อยีนย่อยสลายอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน 
ของแบคทีเรียประจ้าถิ่นในดินแอนตาร์กติก 

*หมายเหตุ positive คือ recombinant plasmid ของกลุ่มแบคทีเรีย ของนางสาวปิยะนุช อยู่คล ้า 
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ภาคผนวก ฉ ล าด ับนิวคลโีอไทด ์

 
แบคทเีรยีสายพนัธ ุบ์รสิุทธ ิ ์SP1 
GTCCTCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTG

TGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACT
TCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTCTGGGATTAGCTCCACCT
CGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCA

TGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCA
CCATTACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCA

CGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCACTCCGCTATCT
CTAGCAGATTCATTGGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACA
TGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGAAATCCC

CAGGGCGGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGCTCAAGGCTCCCAACGGCTAGTT
GACATCCCTCCCACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCA

CCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGC
ATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTCGTCAGTTTTGAATGC
AGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACG

CCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCC
GGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAATTACGTATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTT

AAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCC
ATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTG
ACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAG

CTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAGGA
CGTATGCGGTATTAGCGTCCGTTTCCGAGCGTTATCCCCCACTACCCGGGCAGATTCCTAAGGC

ATTACTTAACCCGTCCGACCGCTCGCCACCCAGGGTACAAGTAACCCGTTGCCTGCCACCTCAA
ACTTTGCATTGTGTTTAAGGCCCTGCCCCCCCAAGCGTTTTTAATCCTGAAGCCAATGAATCAA
AACCTCTACAAGGTGGTGGTGGTGTGATTGTATGTGTGTGTGGTGGTTCGTCGGCTGCAGTCTC

GTGTTCTCGAGTAGTATGTGAA 
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แบคทเีรยีสายพนัธ ุบ์รสิุทธ ิ ์SP2 
ACCATTTTTTTCCTTTAGTTTGCGGATGGGTTTGCAGGGAACTGGGTTACCTTGTTACGACTTCA

CCCCAGTCGCTAAACCCACCGTGGTCGCCTGCCTCTCATTGCTGAGTTAGCGCAACGCCTTCGG
GTGAATCCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCTGGGAACGTATTCACCGCG

GCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGCCTTCATGCTCTCGAGTTGCAGAGAACAATCCG
AACTGAGACGGCTTTTGGAGATTAGCTCACACTCGCGTGCTTGCTGCCCACTGTCACCGCCATT
GTAGCACGTGTGTAGCCCAGCGCGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCC

GGCTTATCACCGGCGGTTACCTTAAAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAAGGTCGAGGGTTG
CGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTG

TGTGCAGGTCCCCGAAGGGAAGAAATCTGTCTCCAGAAGTCGTCCTGCCATGTCAAACGCTGGT
AAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCAGGCCCCCGTCAAT
TCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGAACTCCCCAGGGCCGGAAAACTTAATGCGTTAGCTGCG

CCACCCAAACACCAAGTGTCCGGACAGGCTAGTTATCATTCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGG
TATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAATACATGTCCAGTCAGCCGC

CTTCGCCACTGGTGTTCTTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGAATTCCACTGACC
TCTCCATGATTCAAGCGATGCAGTCTAAAAGGCAATTCCAGAGTTGAGCTCTGGGCTTTCACCT
CTTACTTACAAAGCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAATAACGCTAGCTCCCTC

CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGAGCTTATTCTCCCGGTACTGTCATTATCA
TCCCGGGTAAAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCCTTCATCACTCACGCGGCATTGCTGGATCAGG
CTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGT

CCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTAAGGATCGTCGGCTTGGTGCGCCTTTACCAC
ACCAACTACCTAATCCTACGCGGGCTCATCCCTCGGCGATAAATCTTTGGACTTACGTCGTCAT

CCGGTATTAGCAGTCGTTTCCAACTGTTATTCCGAACCAAGGGGCAGATTCCCACGCGTTACGC
ACCCGTGCGCCACTAACTACCCGAAGGTAATTCGTTCGACTTGCATGTGTTAGGCATGCCGCCA
GCGTTCATTCTGAGCCATGATCCAAACTCTAAAGCGGGGGGGGTGGGGTGTGAGGTGTGTGGG

GGGTTGTTCTGGGTTGTTCGCGTTGTTTGTTGTCTTGGT 
 

 
 
 

 



 

 

152 

แบคทเีรยีสายพนัธ ุบ์รสิุทธ ิ ์SP3 
CGGGGGTTTCCCTGTACGACTTCACCCCAGTCATGAATCACACCGTGGTAACCGTCCTCCCGAA

GGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCC
CGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCG

AGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTCTGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGC
AACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGA
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATGACGTGC

TGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAAC ATCTCACGACACGAGCT
GACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCACTCCGCTATCTCTAGCAGATTC

ATTGGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGC
TTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACAAGTCCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCA
ACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGCTCAAGGCTCCCAACGGCTAGTTGACATCTCCGTT

CACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCA
GTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCT

ACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTTGACAGTTTTGAATGCAGTTCCCAGG
TTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATT
CCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATT

CTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTT
TACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAA
TATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCAT

CCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATCCGA
CCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGG

TATTAGCGTCCGTTTCCGAACGTTATCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCC
GTCCGCCGCTCGCCACCAGGTACAAGTACCCGTGCTGCCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTG
CCGCCAGCGTTCAATCTGAGCTGGTCCCAAAACCTATAAAGGGCAAAAAAAAAACAATTAAAAA

ATCCATAATACTTTAT 
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แบคทเีรยีสายพนัธ ุบ์รสิุทธ ิ ์EN1 
GTTGGTTACCCTTGTACGACTTCACCCCAGTCATGAATCACACCGTGGTAACCGTCCCCCCGAA

GGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCC
CGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCG

AGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTCTGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGC
AACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGA
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATGACGTGC

TGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT
GACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGCTCCCGAAGGCACTCCGCCATCTCTGGCAGATTC

ATTGGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGC
TTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCGTTTTGCGGCCGATACTCCCCAGGCGG
TCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGCTCAAGGCTCCCAACGGCCTAGTTGACATCGT

TTACCGGCCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTG
TCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACC

GCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTTGCCAGTTTTGCATGCAGTTCCC
AGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATTCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTA
ATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTT

ATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGATACGTATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTG
CTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTC
CAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGAT

CATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATC
CGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAGGACGTATG

CGGTATTAGCGTCCGTTTCCGAGCGTTATCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCA
CCCGTCCGCCGCTCGCCACCAGGTACAAGTACCCGTGCTGCCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGC
CTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCATGATCCAAACTCTAAAGGGGGAACCAGATCGTGGGGG

GTGTATTTGGTGTT 
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แบคทเีรยีสายพนัธ ุบ์รสิุทธ ิ ์EN2 
ATGGTTACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTCATGAATCACACCGTGGTAAACCGTCCCTCCCGA

AGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGT

CGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTCTGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTG
GCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTT
GACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATTACGT

GCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAG
CTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCACTCCGCTATCTCTAGCAGAT

TCATTGGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTAGAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCAGTATGCGGCCGGACTCCCAAGGGC
GGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAGAGCTCCAAGGCTCCCCAACGGCCTAGTTAAC

ATCGTTCACGAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTC
AGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTT

CACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTCGTCAGTTTTGAATGCAGT
TCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCC
AGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGT

GCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAATTACGTATTAGGTAACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAA
GTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATT
GTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACT

GATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTA
ATCCGACCTTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCCGAAGGTCCCCTGCTTTTCTCCTCGTACG

ACGTATGCGGGTATTAGCGGTCCGTTTTCCGAGCGGTTATCCCCCCACTACCCAGGGCAGATTC
CCTAAGGCATTTACTTCACCCCGATCCGGCCGCTTCGGCCACCCAGGGTACAAAGATACCCCGG
TGCCTGCCCGCTTCGAACTTTGCCATGGTGTTTAAGGCCCTGCCCGCCCAGCGGTTTCAAATCT

TGAAGCCCATGGATTCT 
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ปร ะ ว ัต ิผ ู้เข ียนว ิทยา น ิพนธ ์ 
 

ประวตัิผูเ้ขียนวทิยานพินธ  ์
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