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บทที ่4 

 

โครงการที ่3: การย่อยสลายทางชีวภาพสารโพลอีะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนด้วยแบคทีเรียดีไนทริไฟเออร์ 

Biodegradation of Polyaromatic Hydrocarbons by Denitrifying Bacteria 

โดย 

ผศ. ดร.สุภางค ์จุฬาลกัษณานุกลู และดร. ชมภูนุช วรุิณานนท ์

 

บทคัดย่อ 

การคดัแยกจุลินทรียช์นิดดีไนทริไฟเออร์จากดินตะกอนใตท้ะเลบริเวณเกาะสีชัง จงัหวดั ชลบุรี

จาํนวน 26 ตวัอย่าง  พบจุลินทรียท่ี์สามารถเจริญไดดี้ในอาหารท่ีมีส่วนประกอบของ PAHs (Napthalene, 

Phenanthrene, Pyrene และ Benzo[a]pyrene) ความเขม้ขน้ 200 ppm ในสภาวะไร้ออกซิเจน ซ่ึงถูกคดัแยกมา

สกดั จีโนมิกดีเอ็นเอและเพิ่มปริมาณ 16S rDNA รวมถึงวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์บน 16S rDNA เพื่อ

ระบุชนิด และทาํการทดสอบทางชีวเคมี ผลการวิจยัพบวา่จุลินทรียท่ี์สามารถคดัแยกจากตะกอนดินใตท้ะเล

มี 63 ไอโซเลต มี 8 ไอโซเลตท่ีพบใน 5 สถานี (สถานีท่ี 2, 7, 9, 12, 15) คือ Enterococcus faecalis, 

Paenibacillus macerans, Bacillus subtilis, Bacillus tequilensis, Proteus mirabilis และ Enterobacter 

asburiae จดัเป็นดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียทั้ง 8 ไอโซเลต โดยมีลาํดบันิวคลีโอไทด์คลา้ยคลึงกบัฐานขอ้มูล 

Genbank 96% และมีการประเมินประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารประกอบPAHs ทั้ง 4 ชนิดคือ Napthalene, 

Phenanthrene, Pyrene และ Benzo[a]pyrene ดว้ยเทคนิค HPLC พบวา่เม่ือเวลาผา่นไป 16 วนั จุลินทรียท์ั้ง 8 

ไอโซเลตสามารถย่อยสลาย สารประกอบPAHs ท่ีมีจาํนวนวงเบนซีนต่างๆกนั ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 200 

ppmได ้ในปริมาณท่ีแตกต่างกนัเม่ือใส่เช้ือดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย  ทั้งน้ีโดยเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่

ใส่ดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย ซ่ึงไม่พบการลดลงของสารประกอบPAHs  ดงันั้นแสดงให้เห็นวา่ ดีไนทริไฟอ้ิง

แบคทีเรียมีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบโพลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนท่ีมีจาํนวน

องคป์ระกอบของวงเบนซีนต่างๆกนัไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะ Naphthalene ซ่ึงเป็นสารประกอบ

PAHs ตวัท่ีเล็กท่ีสุด ดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียทุกตวัสามารถย่อยสลายไดม้ากกว่า 60%  ส่วน pyrene พบดี

ไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียบางตวัท่ีสามารถยอ่ยสลายไดป้ระสิทธิภาพอยูร่ะหวา่ง 50% ถึง 60% คือ Enterococcus 

faecalis, Paenibacillus macerans, Bacillus tequilensis, และ Bacillus subtilis   สําหรับ Benzo[a]pyrene นั้น

มีดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียชนิด Proteus mirabilis และ Paenibacillus macerans ท่ีมีประสิทธิภาพสามารถยอ่ย

สลายได ้50% และ 60%ตามลาํดบั ส่วน Phenanthrene นั้นมีดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย คือ Proteus mirabilis ท่ี

มีความสามารถในการยอ่ยสลายได ้50% ส่วนดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียตวัอ่ืนๆ พบความสามารถในการยอ่ย

สลายไดน้อ้ยกวา่ 50% 

 

คําสําคัญ: ดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย โพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน การยอ่ยสลายทางชีวภาพ 
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Abstract 

Denitrifying bacteria were screened from 26 marine sediments collected from Sichang Island, 

Chonburi province. The anaerobic bacteria that grown on 200 ppm PAHs (Napthalene, Phenanthrene, 

Pyrene and Benzo[a]pyrene) supplemented media were selected for further genomic identification. The 

genetical identification of bacteria was performed by using 16S rRNA gene sequence comparison then 

using BLASTn to search the bacterial database and identifying the species that closely matches their 

sequence. In this study, 8 of 63 bacterial isolates screened from marine sediments in station 2, 7, 9, 12, 15 

could be identified as species of Enterococcus faecalis, Paenibacillus macerans, Bacillus subtilis, Bacillus 

tequilensis, Proteus mirabilis and Enterobacter asburiae. All of them are denitrifying bacteria. The PAH 

degrading anaerobe isolations were identified closed to GenBank database above 96%. Furthermore, the 

degradation efficiency was determined for 4 PAHs (Napthalene, Phenanthrene, Pyrene and 

Benzo[a]pyrene) by HPLC technique.  All 8 bacterial isolates showed different ability in degrading 

different PAH compounds, at initial concentration of 200 ppm, after incubation for 16 days.  Napthalene, 

the smallest PAHs, was found to be degraded more than 60% by all denitrifying bacteria under studied. 

Pyrene was degraded in the range of 50-60% by some of the denitrifying bacteria which were 

Enterococcus faecalis, Paenibacillus macerans, Bacillus tequilensis and Bacillus subtilis. Denitrifying 

bacteria in the species of Proteus mirabilis and Paenibacillus macerans could degrade benzo[a]pyrene at 

the efficiency of 50% and 60%, respectively. Phenanthrene was decomposed by Proteus mirabilis at the 

degradation ability of 50% while the others denitrifying bacteria had lower than 50% degradation 

efficiency. 

 

Keywords: denitrifying bacteria, polyaromatic hydrocarbons, biodegradation 
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4.1 บทนํา 

4.1.1 ความสําคัญและทีม่าในการวิจัย 

สารประกอบโพลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon; PAHs) 

เป็นกลุ่มของสารประกอบอินทรียท่ี์มีโครงสร้างโมเลกุลประกอบดว้ยวงเบนซีนตั้งแต่ 2 วงข้ึนไป สาร PAHs 

เป็นตวัการสาํคญัท่ีก่อใหเ้กิดปัญหาส่ิงแวดลอ้ม เน่ืองจากส่วนใหญ่มีความสามารถในการละลายนํ้ าตํ่า ทาํให้

ยากแก่การกาํจดัและยงัมีความเป็นพิษสูง (Kanaly and Harayama, 2000) PAHs เป็นองคป์ระกอบท่ีพบไดใ้น

นํ้ ามนัดิบ ถ่านหิน และสามารถเกิดข้ึนเองได้ตามธรรมชาติจากการเผาไหมท่ี้ไม่สมบูรณ์ของอินทรียสาร

นอกจากน้ียงัเป็นผลผลิตพลอยไดจ้ากกระบวนการเคมีท่ีใช้ในทางอุตสาหกรรม เช่น การผลิตสีพลาสติก 

สารปราบศตัรูพืช รวมไปถึงยาบางชนิด ดงันั้นการปนเป้ือนของ PAHs ในส่ิงแวดลอ้มจึงเกิดข้ึนไดจ้ากหลาย

สาเหตุ ทั้งจากไฟป่า ท่อไอเสียรถยนต์ นํ้ าทิ้งจากบา้นเรือนและโรงงานอุตสาหกรรม กระบวนการกลัน่

นํ้ามนัดิบ เหมืองถ่านหิน  รวมไปถึงการอบัปางและร่ัวไหลจากเรือบรรทุกนํ้ ามนัสู่ทะเล และดว้ยคุณสมบติั

ท่ีละลายนํ้ าไดน้อ้ย(hydrophobicity) และ electrochemical stability (Harvey, 1997)ท่ีมีสัมพนัธ์กบัขนาด

โมเลกุลและจาํนวนวงเบนซีน ทาํให้ PAHs มีช่วงคร่ึงชีวิต (half-life)ในส่ิงแวดล้อมท่ียาวนานข้ึน 

ตวัอย่างเช่น Phenanthrene ท่ีมีวงเบนซีนเป็นองค์ประกอบ 3 วง มีช่วงคร่ึงชีวิตอยู่ท่ี16–26 วนั ในขณะท่ี 

Benzo[a]pyrene ซ่ึงมีวงเบนซีน 5 วงเป็นองค์ประกอบมีช่วงคร่ึงชีวิตอยู่ท่ี 229–1,400 วนั หรือมากกว่า 

(Shuttleworth, 1995)  

กระบวนการยอ่ยสลายทางชีวภาพ (Biodegradation) เป็นกระบวนการหน่ึงท่ีไดรั้บความสนใจเพื่อ

นาํมาใชใ้นการบาํบดัการปนเป้ือนสารไฮโดรคาร์บอนในทะเล (Head et al.,, 1999) เน่ืองจากการนาํจุลินทรีย์

มาใช้เพื่อการย่อยสลายสารไฮโดรคาร์บอน หรือโลหะหนกัต่างๆ ทาํให้สารเปล่ียนไปอยู่ในรูปท่ีไม่เป็น

อนัตราย หรือก่อปัญหาต่อส่ิงแวดลอ้มนอ้ยกวา่วิธีการอ่ืนๆ จึงมีแนวโนม้ในการนาํมาใชอ้ยา่งกวา้งขวาง ซ่ึง

ไดแ้ก่ แบคทีเรียดีไนทริไฟเออร์ หรือดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย 

ดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย (Denitrifying bacteria) เป็นจุลินทรียท่ี์มีความสามารถในการรีดิวซ์

สารประกอบไนเทรตให้อยูใ่นรูปของก๊าซไนโตรเจนได ้พบไดท้ั้งในแบคทีเรียและรา และสามารถเจริญได้

ในสภาวะท่ีไม่ใช้ออกซิเจน แบคทีเรียดีไนทริไฟเออร์นับเป็นจุลินทรีย์ท่ีน่าสนใจจากคุณลักษณะ

ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยสลายองค์ประกอบสารเคมีชนิดไนเทรตได้ จุลินทรียน้ี์

เจริญเติบโตได้ดีในสภาวะแวดล้อมก่ึงไร้ออกซิเจน ซ่ึงสามารถใช้ทั้ งออกซิเจนและไนเทรตเป็น

ตวัรับอิเลคตรอนตวัสุดทา้ยท่ีเก่ียวขอ้งกบักลไกการยอ่ยสลายและการแตกตวัของสารประกอบโพลิไซคลิก 

อะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนไปเป็นสารท่ีมีสภาพความเป็นพิษลดลงได ้(Roger, 1982) 

การศึกษาและแยกชนิดของแบคทีเรียดีไนทริไฟเออร์เพื่อนําไปประยุกต์ใช้เพื่อการบาํบดันํ้ าทิ้ง 

(สิรินันท์, 2552) ซ่ึงมีการปนเป้ือนนํ้ ามนัหรือสารไฮโดรคาร์บอน จึงมีความน่าสนใจเป็นอย่างมาก 

โดยเฉพาะเพื่อการกาํจดันํ้ ามนัดิบ (Crude oil) ซ่ึงร่ัวไหลจากเรือโดยสารหรือเรือประมง รวมทั้งใน

อุตสาหกรรมเคมีบางประเภท งานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อการคดัแยกแบคทีเรียดีไนทริไฟเออร์และมี
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คุณสมบติัในการดูดซึมหรือกาํจดัสารประกอบโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนไดดี้ อนัจะเป็นประโยชน์ใน

การประยกุตใ์ชเ้พื่อรักษาสภาพแวดลอ้มต่อไป 

โดยธรรมชาติ ปฏิกิริยาระหว่างแสงแดดและสารไฮโดรคาร์บอน จะช่วยลดความเป็นพิษของ

สารประกอบประเภทไฮโดรคาร์บอนได ้ส่วนในทางชีวภาพ สามารถใชจุ้ลินทรียซ่ึ์งมีความสามารถในการ

ใชส้ารประกอบประเภทไฮโดรคาร์บอนในการเจริญเติบโตและเปล่ียนรูปไปเป็นสารประกอบอินทรียช์นิด

อ่ืนซ่ึงลดความเป็นพิษลง  ดงันั้น ในงานวจิยัน้ี จึงมีความสนใจท่ีจะทาํการศึกษาเพื่อคดัแยกแบคทีเรียดีไนทริ

ไฟเออร์ดงักล่าวจากดินตะกอนบริเวณพื้นท่ีชายฝ่ังเกาะสีชงัท่ีอาจปนเป้ือนนํ้ามนัจากเรือประมง เพื่อประเมิน

ความสามารถในการนําไปใช้ในกระบวนการบาํบดัสารประกอบโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนใน

ส่ิงแวดลอ้มต่อไป 

 

4.1.2 วตัถุประสงค์ของการวจัิย  

คดัแยกแบคทีเรียดีไนทริไฟเออร์จากตะกอนดินท่ีมีคุณสมบติัในการกาํจดัสารประกอบประเภท

โพลิอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในสภาวะไร้ออกซิเจน 

 

4.1.3 ขอบเขตของการวจัิย  

• คดัแยกแบคทีเรียดีไนทริไฟเออร์ท่ีสามารถเจริญในอาหารท่ีมีสารประกอบโพลีอะโร

มาติกไฮโดรคาร์บอน 

• ศึกษาคุณลกัษณะเฉพาะความสามารถในการรีดิวซ์ nitrite-nitrate ของจุลินทรียท่ี์คดัไว ้

• ศึกษาคุณลกัษณะเฉพาะทางพนัธุศาสตร์ของ nitrite reductase gene ของจุลินทรียท่ี์คดัไว ้

• ทดสอบความสามารถและประสิทธิภาพการยอ่ยสลายโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 

 

4.1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

ได้สายพนัธ์ุแบคทีเรียกลุ่มดีไนทริไฟเออร์ท่ีมีความสามารถย่อยสารโพลีไซคลิกอะโรมาติก

ไฮโดรคาร์บอน และความหลากหลายของแบคทีเรียกลุ่มดีไนทริไฟเออร์ในตะกอนดินทะเลท่ีปนเป้ือนสาร

โพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 

 

4.2 ทฤษฎีและการทบทวนวรรณกรรม 

4.2.1 กระบวนการดีไนทริฟิเคชัน (Denitrification) 

กระบวนการดีไนทริฟิเคชนัเป็นกระบวนการทางชีวเคมีท่ีสําคญั มีผลทางนิเวศวิทยาทาํให้เกิดการ

สูญเสียไนโตรเจนจากส่ิงแวดลอ้มทางบกและทางนํ้า และส่งผลทางชีวภาพใหไ้ดพ้ลงังานออกมาในรูป ATP 

จากกระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอน โดยสารอินทรียห์รือสารอนินทรียจ์ะถ่ายทอดอิเล็กตรอนให้แก่ไน
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Nitrous oxide 

Reductase 

Reductase Reductase 

Nitrite 

Reductase 

Nitrate 

Nitric 

 

เทรต ทาํให้ไนเทรตถูกรีดิวซ์ไปเป็นไนไทรต์ ซ่ึงจะกลายมาเป็นตวัรับอิเล็กตรอนตวัใหม่ และถูกรีดิวซ์

ต่อไปเป็นไนทริกออกไซด ์ไนทรัสออกไซด์ และก๊าซไนโตรเจนใน   ท่ีสุด กระบวนการน้ีเป็นขั้นตอนหน่ึง

ของกระบวนการหายใจแบบไม่ใช้ออกซิเจน (anaerobic respiration) (Delwiche, 1981) สารประกอบ

ออกไซด์ของไนโตรเจน(Nitrogen oxide) ต่างๆท่ีเป็นตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดทา้ยในระหวา่งกระบวนการดี

ไนทริฟิเคชนั จะทาํใหเ้กิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชนัข้ึน ดงัสมการ (Payne, 1973) 

 

ไนเทรต (NO3
-)                      ไนไทรต ์(NO2

-)                ไนทริกออกไซด ์(NO)                                      

 

                      ไนทรัสออกไซด ์(N2O)                 ไนโตรเจน (N2) 

 

 ในแต่ละขั้นตอนของกระบวนการดีไนทริฟิเคชนัถูกกระตุน้ดว้ยเอนไซม์ไนโตรเจนออกไซด์ รีดกั

เทส (Nitrogen oxide reductase) ต่างชนิดกนั ซ่ึงแต่ละชนิดจะทาํหนา้ท่ีถ่ายทอดอิเล็กตรอนจากกระบวนการ

ไปสู่ตวักลางท่ีเหมาะสมแลว้ให้พลงังานออกมา ดงันั้นถา้ในส่ิงแวดลอ้มมีสารไนโตรเจนออกไซด์ท่ีเป็น

ตวักลางของกระบวนการดีไนทริฟิเคชนัอยู ่แบคทีเรียท่ีมีเอนไซมไ์นโตรเจนออกไซด์รีดกัเทสเพียง 1 ชนิด 

จะสามารถเจริญเติบโตไดโ้ดยใช้ตวักลางท่ีเหมาะสม ทาํให้เกิดขั้นตอนใดขั้นตอนหน่ึงของกระบวนการดี

ไนทริฟิเคชนัข้ึน (Delwiche, 1981) 

 

4.2.2. ดีไนทริไฟอิง้แบคทเีรีย (Denitrifying bacteria) หรือ ดีไนทริไฟเออร์ (Denitrifier) 

เป็นกลุ่มของแบคทีเรียท่ีมีความหลากหลายทางสรีรวิทยา (Physiology) และอนุกรมวิธาน 

(Taxonomy) สามารถใชแ้หล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานไดต่้างๆกนั (Bitton, 1999) โดยทัว่ไปแบคทีเรีย

สามารถแบ่งเป็นกลุ่มไดต้ามแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานท่ีใช ้ดงัสรุปในตารางท่ี 2-1  

แบคทีเรียท่ีพบในกระบวนการดีไนทริฟิเคชนัเป็นพวกแอโรบิกออโททรอฟ (aerobic autotrophs) 

หรือแอโรบิกเฮเทอโรทรอฟ (aerobic heterotrophs) ท่ีสามารถสลบัการเจริญไปเป็นแบบไร้ออกซิเจนได ้

เม่ือมีการใช้ไนเทรตเป็นตวัรับอิเล็กตรอนในภาวะท่ีขาดออกซิเจนแบคทีเรียท่ีสามารถหายใจโดยไม่ใช้

ออกซิเจนไดเ้ท่านั้นท่ีจะทาํให้เกิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชนัข้ึน ในทางทฤษฎีดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียควร

เป็นแบคทีเรียท่ีทาํให้เกิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชันครบทุกขั้นตอน ตั้ งแต่รีดิวซ์ไนเทรตจนได้ก๊าซ

ไนโตรเจนเท่านั้น แต่อยา่งไรก็ตามการทาํงานร่วมกนัของแบคทีเรียท่ีทาํให้เกิดเพียงขั้นตอนใดขั้นตอนหน่ึง

หรือบางขั้นตอนของกระบวนการก็ทาํให้เกิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชันทั้งหมดข้ึนได้ ดังนั้นในทาง

นิเวศวิทยาแบคทีเรียใดๆท่ีทาํให้เกิดเพียงขั้นตอนใดขั้นตอนหน่ึงของกระบวนการ ก็สามารถทาํให้เกิด

กระบวนการดีไนทริฟิเคชนัข้ึนได ้เรียกแบคทีเรียเหล่านั้นวา่ ดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียท่ีทาํใหเ้กิดกระบวนการ

ข้ึนบางส่วน (partial denitrifying bacteria) (Bitton, 1999) 
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ตารางที่ 4.1 การแบ่งประเภทของแบคทีเรีย (ธงชัย พรรณสวสัด์ิ, 2544; กรมโรงงาน      

อุตสาหกรรม, 2545) 

ประเภทของแบคทเีรีย 
แหล่งคาร์บอน 

(Carbon source) 

แหล่งพลงังาน 

(Energy source) 

Heterotrophs 

(Organotrophs) 

      -Photoheterotrophs 

      -Chemoheterotrophs 

 

สารอินทรีย ์

สารอินทรีย ์

 

แสง 

ปฏิกิริยาออกซิเดชนัรีดกัชนั

ของสารอินทรีย ์

Autotrophs (Lithotrophs) 

      -Photoautotrophs 

      -Chemoautotrophs 

 

สารอนินทรีย ์(CO2) 

สารอนินทรีย ์(CO2) 

 

แสง 

ปฏิกิริยาออกซิเดชนัรีดกัชนั

ของสารอนินทรีย ์

 

 กระบวนการดีไนทริฟิเคชนัแบบบางส่วน (Partial denitrification) เกิดข้ึนจากสาเหตุทาง สรีรวิทยา

หรือทางพนัธุกรรม ดงัต่อไปน้ีคือ 

1. ตวักลางในกระบวนการ เม่ือไม่มีไนเทรตอยูด่ว้ย 

2. ภาวะทางส่ิงแวดล้อม เช่น ความเขม้ขน้ของออกซิเจน ค่าความป็นกรด-ด่างหรือความเขม้ขน้

ของตวักลางในกระบวนการ เป็นตน้ ซ่ึงจะทาํใหข้ั้นตอนใดขั้นตอนหน่ึงหรือหลายขั้นตอนไม่เกิดข้ึน 

3. เน่ืองจากเอนไซม์ไนโตรเจนออกไซด์รีดักเทสแต่ละชนิด กระตุ้นขั้นตอนท่ีแตกต่างกันใน

กระบวนการดีไนทริฟิเคชนั ดงันั้นจึงปรากฏข้ึนในเซลลใ์นเวลาท่ีต่างกนั แลว้แต่วา่การกระตุน้ขั้นตอนใดจะ

เร่ิมตน้ข้ึน (ในส่ิงแวดลอ้มธรรมชาติ ภาวะท่ีกระตุน้และยบัย ั้งกระบวนการดีไนทริฟิเคชนัจะเกิดข้ึนสลบักนั

เสมอ) 

4. ในทางพนัธุกรรมแบคทีเรียบางชนิดไม่สามารถสังเคราะห์เอนไซมไ์นโตรเจนออกไซด์ รีดกัเทส 

ในทุกขั้นตอนของกระบวนการดีไนทริฟิเคชนัได ้

แบคทีเรียท่ีทาํให้เกิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชันข้ึนบางส่วน สามารถแบ่งตามรูปแบบความ

หลากหลายทางพนัธุกรรมได ้4 กลุ่ม (Delwiche, 1981) ดงัน้ี 

1. แบคทเีรียทีส่ามารถรีดิวซ์ไนเทรตเป็นไนไทรต์ได้เท่าน้ัน 

ในทางพนัธุกรรมแบคทีเรียกลุ่มน้ีขาดเอนไซมไ์นไทรตรี์ดกัเทส ไนทริกออกไซด์รีดกัเทส และ

ไนทรัสออกไซด์รีดกัเทส บางคร้ังเรียกกระบวนการรีดิวซ์ไนเทรตแบบดิสสิมิเลชันท่ีจาํกดัอยู่  แค่น้ีว่า 

กระบวนการหายใจโดยใชไ้นเทรต (Nitrate respiration) เกิดข้ึนในแบคทีเรียหลายชนิด และพบวา่มีดีไนทริ

ไฟอ้ิงแบคทีเรียท่ีทาํใหเ้กิดกระบวนการข้ึน บางส่วนอยูใ่นกลุ่มน้ีมากท่ีสุด Hall (1978) ไดร้วบรวมแบคทีเรีย
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ในสกุล (genera) ต่างๆตาม Bergey’s manual ฉบบัพิมพค์ร้ังท่ี 8 ท่ีสามารถเกิดกระบวนการหายใจโดยใชไ้น

เทรตไดไ้ว ้ดงัตารางท่ี 4-2 ซ่ึงจะเห็นวา่เป็นกลุ่มท่ีมีความหลากหลายทางสรีรวทิยาอยา่งมาก 

 

ตารางที่ 4.2 แบคทีเรียสกุลต่างๆ ท่ีมีรายงานวา่มีสายพนัธ์ุ (strain) ท่ีสามารถทาํให้เกิดการหายใจ

โดยใชไ้นเทรต (nitrate respiration) (Delwiche, 1981) 

Actinobacillus     Escherichia     Peptococcus 
 Actinomyces   Eubacterium     Photobacterium 
 Aeromonas      Flavobacterium    Planobispora 
 Agrobacterium     Fusobacterium   Planomonospora 
 Alcaligenes   Geodermatophilus    Plesiomonas 
 Arachnia      Haemophilus   Propionibacterium 
 Arthrobacter   Halobacterium   Proteus 
 Bacillus      Halococcus     Pseudomonas 
 Bacterionema     Hyphomicrobium    Rhizobium 
 Bacteroides   Hyphomonas   Rothia 
 Beneckea      Klebsiella     Salmonella 
 Bordetella      Lactobacillus     Selenomonas 
 Branhamella   Leptothrix     Serratia 
 Brucella      Listeria     Shigella 
 Campylobacter     Lucibacterium     Simonsiella 
 Cellulomonas     Microbispora     Spirillum 
 Chromobacterium     Micrococcus     Sporosarcina 
 Citrobacter      Micromonospora    Streptomyces 
 Clostridium      Moraxella     Streptosporangium 
 Corynebacterium     Mycobacterium    Thiobacillus 
 Cytophaga      Neisseria     Thiomicrospira 
 Dactylsporangium     Nocardia     Veillonella 
 Enterobacter     Paracoccus     Vibrio 
 Erwinia      Pasteurella  

 

2. แบคทเีรียทีส่ามารถรีดิวซ์ไนเทรตเป็นไนทรัสออกไซด์ได้เท่าน้ัน 

ในทางพนัธุกรรมแบคทีเรียกลุ่มน้ีขาดเอนไซม์ไนทรัสออกไซด์รีดกัเทส บางคร้ังแบคทีเรียใน

กลุ่มน้ี เช่น Aquaspirillum itersoniiและ Pseudomonas fluorescensบางสายพนัธ์ุ จะถูกนาํไปเล้ียงใน

ห้องทดลอง ทาํให้ไม่แน่ชดัว่ากระบวนการดีไนทริฟิเคชนับางส่วนลกัษณะน้ีเกิดข้ึนในสายพนัธ์ุแท ้(wild 

type strain) หรือเกิดข้ึนจากการกลายพนัธ์ุ (mutation) หลายๆคร้ัง แลว้ทาํให้เอนไซมไ์นทรัสออกไซด์รีดกั
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เทสหายไป อย่างไรก็ตามแบคทีเรียท่ีมีรายงานว่ารีดิวซ์ไนเทรตและไนไทรต์โดยไม่ผลิตก๊าซจดัอยู่ในดี

ไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียท่ีทาํใหเ้กิดกระบวนการข้ึนบางส่วนกลุ่มน้ี 

 

ตารางที ่4.3แบคทีเรียท่ีสามารถรีดิวซ์ไดท้ั้งไนเทรตและไนไทรต ์(สมศกัด์ิ วงัใน, 2524) 

Bacillus pyocyaneus (Pseudomonas aeruginosa)       Micrococcus denitrificans 

Thiobacillus denitrificans           Pseudomonas denitrificans 

Bacillus subtillis            Escherichia coli 

Pseudomonas stutzeri 

 

แบคทีเรียเหล่าน้ีส่วนใหญ่เป็นพวกเฮทเทอโรโทรฟ บางพวกก็เป็นคีโมออโตโทรฟ เช่น 

Micrococcus denitrificansและ Thiobacillus denitrificans 

 

3. แบคทเีรียทีส่ามารถรีดิวซ์ไนไทรต์แต่ไม่รีดิวซ์ไนเทรตเป็นก๊าซไนโตรเจน 

 ในทางพนัธุกรรมแบคทีเรียกลุ่มน้ีขาดเอนไซม์ไนเทรตรีดกัเทส แบคทีเรียท่ีจดัอยู่ในกลุ่มน้ี เช่น 

Neisseriaและ Pseudomonasบางสายพนัธ์ุ ในการศึกษาทางนิเวศวิทยาแบคทีเรียกลุ่มน้ีไม่สามารถแยก

ออกมาไดอ้ยา่งชดัเจน เน่ืองจากในการทดสอบทางจุลชีววิทยาทัว่ไปพบวา่ไม่สามารถผลิตก๊าซจากไนเทรต

ได ้จึงถูกมองวา่ไม่ใช่ดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย ถึงแมว้า่เม่ือนาํการทาํงานของแบคทีเรียกลุ่มน้ีมารวมกบัของ

พวกท่ีหายใจโดยใชไ้นเทรตแลว้ จะทาํใหเ้กิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชนัท่ีสมบูรณ์ก็ตาม 

 

4. แบคทเีรียทีส่ามารถรีดิวซ์ไนเทรตไปเป็นไนไทรต์ และไนทริกออกไซด์ไปเป็นไนทรัสออกไซด์ 

ในทางพนัธุกรรมแบคทีเรียกลุ่มน้ีขาดเอนไซมไ์นไทรต์รีดกัเทส และไนทรัสออกไซดรี์ดกัเทส มี

เพียงรายงานเดียวท่ีบอกวา่ Bacillus licheniformis จดัอยูใ่นกลุ่มน้ี กระบวนการดีไนทริฟิเคชัน่แบบบางส่วน

ลกัษณะน้ีอาจพบนอ้ยและไม่มีนยัสาํคญัทางนิเวศวทิยา แต่เป็นลกัษณะท่ีแสดงให้เห็นถึงความสําคญัของแต่

ละขั้นตอน ถึงแมว้า่แบคทีเรียหลายสายพนัธ์ุจะสามารถทาํให้เกิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชัน่ท่ีสมบูรณ์ได ้

แต่ก็ยงัมีแบคทีเรียสายพนัธ์ุอ่ืนอีกมากท่ีทาํให้เกิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชั่นได้เพียงบางขั้นตอนของ

กระบวนการเท่านั้น เน่ืองจากแบคทีเรียพวกน้ีมีเอนไซมไ์นโตรเจนออกไซด์รีดกัเทสท่ีค่อนขา้งหลากหลาย 

แบคทีเรียท่ีสามารถทาํใหเ้กิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชัน่ สรุปไดด้งัตารางท่ี 4. 4 
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ตารางที ่4.4 แบคทีเรียท่ีสามารถทาํใหเ้กิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชนั (Delwiche, 1981) 

A. Phototrophic bacteria 

 1. Rhodopseudomonas sphaeroides การเกิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชัน่ข้ึนอยูก่บั 

  สายพนัธ์ุ มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจน 

 

B. Gliding bacteria 

 2. Cytophaga johnsonae การเกิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชนัข้ึนอยูก่บั 

 3. Lysobacter antibioticus สายพนัธ์ุ จากการศึกษาใน 16 สายพนัธ์ุ พบ 4 

สายพนัธ์ุรีดิวซ์ท่ีไนเทรตไปเป็นไนไทรตซ่ึ์งใน

จาํนวนนั้นมี 1 สายพนัธ์ุท่ีรีดิวซ์ไนไทรตไปเป็น

ก๊าซ 

 4. Simonsiella muelleri จากการศึกษาใน 18 สายพนัธ์ุ พบ 9 สายพนัธ์ุท่ี

รีดิวซ์ไนเทรต ซ่ึงในจาํนวนนั้นมี 4 สายพนัธ์ุท่ี

รีดิวซ์ไนไทรตโ์ดยมีหรือไม่มีการผลิตก๊าซ  

 

C. Budding bacteria 

 5. Hypomicrobium spp. ดีไนทริไฟแบบเมธิโลทรอฟ 

 

D. Spiral and curved bacteria 

 6. Aquaspirillum itersonii ผลิตไนทรัสออกไซดเ์ป็นผลิตผลสุดทา้ยของ 

  กระบวนการดีไนทริฟิเคชัน่ 

 7. Aquaspirillum psychrophilum ผลิตก๊าซท่ีมองเห็นได ้(visible gas) เป็น 

  ผลิตผลสุดทา้ยของกระบวนการดีไนทริฟิเคชนั 

 8. Aquaspirillum dispar ไม่ผลิตก๊าซเป็นผลิตผลสุดทา้ยของ 

  กระบวนการดีไนทริฟิเคชัน่ 

 9. Azospirillum lipoferum การเกิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชัน่ข้ึนอยูก่บั 

  สายพนัธ์ุ บางสายพนัธ์ุผลิตไนทรัสออกไซด ์

  เป็นผลิตผลสุดทา้ยของกระบวนการ 

  ดีไนทริฟิเคชัน่ มีความสามารถในการตรึง 

  ไนโตรเจน 

 10. Campylobacter sputorum 
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 ตารางที ่4.4 (ต่อ) 

E. Gram-negative bacteria 

 11. Pseudomonas aeruginosa 

 12. Pseudomonas fluorescens บางสายพนัธ์ุผลิตไนทรัสออกไซดเ์ป็นผลิตผล 

  สุดทา้ยของกระบวนการดีไนทริฟิเคชัน่ 

      13. Pseudomonas chlororaphis บางสายพนัธ์ุผลิตไนโตรเจนเป็นผลิตผล 

  สุดทา้ยของกระบวนการ 

      14. Pseudomonas aureofaciens 

      15. Pseudomonas stutzeri บางสายพนัธ์ุเจริญโดยมีไนทรัสออกไซดเ์ป็น 

  ตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดทา้ย  

      16. Pseudomonas mendocina 

17. Pseudomonas mallei ทาํใหเ้กิดโรคในสัตว ์

      18. Pseudomonas pseudomallei ทาํใหเ้กิดโรคในสัตว ์

      19. Pseudomonas caryyophylli ทาํใหเ้กิดโรคในพืช 

      20. Pseudomonas lemoignei 

      21. Pseudomonas solanacearum ทาํใหเ้กิดโรคในพืช 

      22. Pseudomonas pickettii บางสายพนัธ์ุเจริญโดยมีไนทรัสออกไซดเ์ป็น 

  ตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดทา้ย 

      23. Pseudomonas pseudoflava เป็นแฟคคลัเททีฟคีโมลิโธทรอฟ  

  (ไฮโดรเจนแบคทีเรีย) 

 24. Pseudomonas denitrificans 

 25. Pseudomonas perfectomarinus แบคทีเรียท่ีพบในทะเล 

 26. Pseudomonas nautica แบคทีเรียท่ีพบในทะเล 

 27. Pseudomonas spp.   

      28. Alcaligenes faecalis บางสายพนัธ์ุรีดิวซ์ไนไทรตไ์ปเป็นก๊าซแต่      

  ไม่สามารถรีดิวซ์ไนเทรตไปเป็นไนไทรตไ์ด ้

 29. Alcaligenes eutrophus เป็นแฟคคลัเททีฟคีโมลิโธทรอฟ  

  (ไฮโดรเจนแบคทีเรีย) 

 30. Agrobacterium tumefaciens ทาํใหเ้กิดโรคในพืช บางสายพนัธ์ุเจริญโดยมี 

  ไนทรัสออกไซดเ์ป็นตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดทา้ย  

 31. Agrobacterium radiobacter บางสายพนัธ์ุเจริญโดยมีไนทรัสออกไซดเ์ป็น 

  ตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดทา้ย  
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 ตารางที ่4.4 (ต่อ) 

F. Gram-negative facultatively anaerobic bacteria 

 32. Chromobacterium violaceum โดยปกติก๊าซท่ีมองเห็นไดไ้ม่ไดผ้ลิตจาก 

  ไนไทรตห์รือไนเทรต 

 33. Chromobacterium lividum โดยปกติก๊าซท่ีมองเห็นไดไ้ม่ไดผ้ลิตจาก 

  ไนไทรตห์รือไนเทรต 

 34. Flavobacterium spp. บางสายพนัธ์ุไม่สามารถรีดิวซ์ได ้

 

G. Gram-negative cocci and coccobacilli    

 35. Neisseria sicca สามารถรีดิวซ์ไนไทรตแ์ต่ไม่สามารถรีดิวซ์ 

  ไนเทรต 

 36. Neisseria subflava สามารถรีดิวซ์ไนไทรตแ์ต่ไม่สามารถรีดิวซ์ 

  ไนเทรต 

 37. Neisseria flavescens สามารถรีดิวซ์ไนไทรตแ์ต่ไม่สามารถรีดิวซ์ 

  ไนเทรต 

 38. Neisseria mucosa สามารถรีดิวซ์ไนไทรตแ์ต่ไม่สามารถรีดิวซ์ 

  ไนเทรต 

 39. Neisseria animalis การรีดิวซ์ไนเทรตข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุ  

 40. Neisseria cavie การรีดิวซ์ไนเทรตข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุ  

  โดยปกติจะไม่ผลิตก๊าซท่ีมองเห็นได ้

 41. Neisseria denitrificans สามารถรีดิวซ์ไนไทรตแ์ต่ไม่สามารถรีดิวซ์ 

  ไนเทรต 

 42. Branhammella catarrhalis การรีดิวซ์ไนเทรตข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุ  

 อาจผลิตหรือไม่ผลิตก๊าซท่ีมองเห็นได ้

 43. Acinetobacter spp.  

 45. Paracoccus denitrificans ไนทรัสออกไซดแ์ละไนโตรเจนผลิตจาก 

  ไนเทรต เป็นแฟคคลัเททีฟคีโมลิโธทรอฟ  

  (ไฮโดรเจนแบคทีเรีย) 

 46. Paracoccus halodenitrificans ไนทรัสออกไซดแ์ละไนโตรเจนผลิตจากไนเทรต 
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ตารางที ่4.4 (ต่อ)  

H. Gram-negative chemolithotropophic sulfur bacteria   

 47. Thiobacillus denitrificans บางสายพนัธ์ุรีดิวซ์ไนทริกออกไซดแ์ละ 

  ไนทรัสออกไซดไ์ปเป็นไนโตรเจน 

 48. Thiomicrospira denitrificans ไม่เจริญในภาวะมีออกซิเจน เป็นออบลิเกต 

   ดีไนทริไฟเออร์  

 49. Thermothrix thioparus ไม่ผลิตก๊าซท่ีมองเห็นไดจ้ากไนเทรต แต่รีดิวซ์ 

  ไนไทรต ์เป็นเทอร์โมฟิลิกแฟคคลัเททีฟ 

  คีโมลิโธทรอฟ  

 

I.  Gram-positive spore-forming bacteria    

 50. Bacillus licheniformis   

 51. Bacillus cereus 

 52. Bacillus polymyxa 

 53. Bacillus macerans 

 54. Bacillus stearothermophilus  

 55. Bacillus laterosporus  

 56. Bacillus pasteurii 

 57. Bacillus pantothenticus 

 58. Bacillus pulvifaciens 

 59. Bacillus nitrollens 

 60. Bacillus azotoformans คดัเลือกโดยอาหารท่ีอุดมดว้ยไนทรัสออกไซด ์

 

J.  Gram-positive non-spore-forming bacteria 

 61. Corynebacterium nephridii คน้พบเพียง 1 สายพนัธ์ุ ผลิตไนทรัสออกไซด ์

  เป็นผลิตผลสุดทา้ย  

 62. Propionibacterium acidi-propionici การเกิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชัน่ข้ึนอยูก่บั 

  สายพนัธ์ุ 

 

K. Others       

 63. Halobacterium sp.  
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4.2.3. การทบทวนวรรณกรรมที่เกีย่วข้อง 

นํ้ามนัและผลผลิตท่ีเกิดข้ึนจากนํ้ามนันบัวนัเป็นปัญหาท่ีสาํคญัต่อมวลมนุษย ์จากอตัราท่ีเพิ่มข้ึนการ

นาํมาใช้ประโยชน์ จึงมีกิจกรรมการขนส่งมากยิ่งข้ึน มีระบบการเก็บรักษาเพิ่มข้ึน โดยเฉพาะอย่างยิ่งการ

ร่ัวไหลและปนเป้ือนของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนท่ีเกิดข้ึนจะมีผลกระทบอย่างสูงกบัสุขภาพอนามยั

ของมนุษย ์(เก็จกาญจน์, 2546) 

 กระบวนการไบโอรีเมดดิเอชนัเป็นการนาํส่ิงมีชีวิตเพื่อมาใชใ้นการบาํบดัรักษาส่ิงแวดลอ้มท่ีมีการ

ปนเป้ือนจากนํ้ ามนัหรือสารประกอบไฮโดรคาร์บอนต่างๆ ให้หมดไปหรือให้มีสภาพท่ีดีข้ึนและฟ้ืนฟูได้

รวดเร็วข้ึน จึงนับเป็นกระบวนการเพื่อการรักษาสภาพแวดล้อมให้ดียิ่งข้ึนจนเป็นปกติ สะอาด สําหรับ

สุขภาพอนามยัของส่ิงมีชีวติท่ีอยูใ่นส่ิงแวดลอ้มนั้นๆ (เจษฎา, 2541) 

 จากการศึกษาก่อนหนา้ของ Boonyatumanond et al., (2006)ท่ีไดก้ารศึกษาการกระจายตวัของสาร 

PAHs และ Molecular Marker ในตะกอนดินบริเวณคลอง แม่นํ้ าเจา้พระยา ปากแม่นํ้ าและอ่าวไทยตอนบน 

พบวา่การปนเป้ือนของสาร PAHs ในตะกอนดินจากคลอง แม่นํ้ า ปากแม่นํ้ า และอ่าวไทยตอนบนเป็นการ

ตกคา้งท่ีเกิดจาก Petrogenic และ Pyrogenic และจากการศึกษาพบปริมาณความเขม้ขน้ของสาร PAHs พบวา่

ในคลองมีความเขม้ขน้ของสาร PAHs อยูร่ะหวา่ง 512 – 8399 นาโนกรัมต่อกรัม (นํ้าหนกัแห้ง) แม่นํ้ า

เจา้พระยาพบ 33 – 590 นาโนกรัมต่อกรัม (นํ้าหนกัแหง้) ปากแม่นํ้าพบ 29 – 724 นาโนกรัมต่อกรัม (นํ้าหนกั

แห้ง) และชายฝ่ังทะเลของไทยพบ 6 – 228 นาโนกรัมต่อกรัม (นํ้าหนกัแห้ง)ตามลาํดบั ซ่ึงแนวโน้มการ

กระจายตวัและสาเหตุการปนเป้ือนสาร PAHs บริเวณปากแม่นํ้าเจา้พระยาและอ่าวไทยตอนใน น่าจะเกิดจาก

กิจกรรมการใชน้ํ้ามนัในเมืองและมีการชะลงสู่แหล่งนํ้าธรรมชาติผา่นทางคลองต่างๆเป็นหลกั 

 Rakhimova et al., (2004) ศึกษาประสิทธิภาพของจุลชีพท่ีใชใ้นการ oxidize นํ้ามนัในการยอ่ยสลาย

ทางชีวภาพของดินท่ีปนเป้ือนนํ้ ามันในห้องปฏิบัติการ ภาวะท่ีใช้ในการศึกษาความสามารถในการ

ออกซิไดซ์มีทั้งภาวะไร้ออกซิเจน (anaerobicหรือanoxic) ความสามารถในการย่อยสลายนํ้ ามนัท่ีเป็นสาร

ไฮโดรคาร์บอนมีลาํดบัดงัน้ี การปล่อยให้เกิดยอ่ยสลายทางชีวภาพข้ึนเอง (self-remediation) 40% < เม่ือมี

การประยุกต์ใช้ไนเทรต 42% < ระบบ denitrifying oil-oxidizing 50% ระบบท่ีใช้ร่วมกนัระหว่าง 

denitrification พร้อมกบัเติมไนเทรต 60%  

 Coates et al., (1997) ศึกษาการย่อยสลายทางชีวภาพของตะกอนดินบริเวณท่าเรือท่ีปนเป้ือน

สารประกอบโพลิไซคลิกแอโรมาติกไฮโดรคาร์บอนและสารประกอบอลัเคนจากนํ้ ามนัปิโตรเลียมใน

สภาวะไร้ออกซิเจน (Coates และ คณะ, 1997) และประสพผลสาํเร็จเป็นท่ีน่าพอใจ 

Häner et al.,  (1995) พบวา่จุลินทรียจ์าก diesel fuel-contaminated source มีความสามารถเจริญบน 

p-xylene การออกซิเดชัน่ของ p-xylene ควบคู่ไปกบั CO2 แสดงให้เห็นวา่สามารถลดปริมาณ NO3
- ไดส้ําเร็จ 

การเพิ่มปริมาณเช้ือในการเจริญบน toluene และ m-xylene สามารถตรวจพบได ้อยา่งไรก็ตามพบวา่เช้ือไม่

สามารถยอ่ย benzene, ethylbenzene และ o-xylene ได ้
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Mille et al., (2007) ทาํการทดลอง in situ และไดถู้กนาํมาใชใ้นการวิเคราะห์ตวัอยา่งจากตะกอน

ชายฝ่ังทะเลเมดิเตอร์เรเนียนบริเวณ Gulf of Fos เพื่อจะศึกษาอิทธิพลของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนกบั

การเกิดดีไนทริฟิเคชนั (denitrification) หลงัจาก 1, 4 และ 6 เดือน สําหรับตวัอยา่งควบคุมจะไม่มีตะกอน

ไฮโดรคาร์บอนในตะกอน การมีอยูข่องจุลินทรียแ์ละสัตวห์นา้ดินกระตุน้ให้เกิดอตัราของดีไนทริฟิเคชนัถึง 

160% การกระตุน้ถูกเหน่ียวนาํโดยตะกอนทั้ง NO3
- การมีอยูข่องสารประกอบไฮโดรคาร์บอนในการทดลอง

ส่งผลทั้งช่วยกระตุน้และยบัย ั้งการเกิดดีไนทริฟิเคชนั กระบวนการดีไนทริฟิเคชนั ตอบสนองการมีอยูข่อง

สารไฮโดรคาร์บอนข้ึนกบั ปริมาณของสสารท่ีเกิดจากกิจกรรมของจุลินทรียแ์ละสัตวห์นา้ดิน สารอินทรีย์

ในปริมาณเพียงเล็กน้อยก็สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของกระบวนการดีไนทริฟิเคชันท่ีเก่ียวขอ้งกบัสาร

ไฮโดรคาร์บอน 120% ในทางตรงกนัขา้ม เม่ือมีปริมาณไฮโดรคาร์บอนอ่ิมตวัมากกว่า 100 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัมของตะกอนแหง้ พบวา่กระบวนการดีไนทริฟิเคชนัถูกยบัย ั้ง 

Bradley et al., (1992) กล่าวถึง ในปี 1975 การร่ัวไหลของ JP-4 grade jet fuel ปริมาณราว 83,000 

แกลลอนทาํให้เกิดการปนเป้ือนใกลก้บั North Charleston South California เป็นบริเวณกวา้ง เพื่อท่ีจะศึกษา

ปัจจยัท่ีจะส่งผลต่อจุลินทรียท่ี์เก่ียวขอ้งกบักระบวนการดีไนทริฟิเคชนั ปริมาณ NO3 ค่าความเป็นกรดด่าง 

และปริมาณ PO4 ไดถู้กบนัทึกถึงผลกระทบต่อกระบวนการดีไนทริฟิเคชนัในตะกอนท่ีเก็บอยา่งหลากหลาย 

พบว่ากระบวนการดีไนทริฟิเคชนัลดลง 98% ภายใตภ้าวะไร้ออกซิเจน อตัราการเกิดดีไนทริฟิเคชนัและ

คาร์บอนมิเนอราลไลเซชัน่เพิ่มข้ึนเม่ือมีปริมาณ NO3มากท่ีสุดโดยประมาณ 1 mM ส่วน PO4ไม่มีผลต่อทั้ง

สองกระบวนการ การเกิดดีไนทริฟิเคชนัลดลง 38% เป็นอยา่งนอ้ยท่ีความเป็นกรดด่างตํ่ากวา่ 4 เม่ือเทียบกบั

ความเป็นกรดด่างท่ี 7 การวิเคราะห์ตวัอย่างพบว่ามีความแตกต่างเกิดข้ึนในการปนเป้ือนสารประกอบ

ไฮโดรคาร์บอนอยา่งนอ้ย 10 เท่าในบริเวณชายฝ่ังท่ีเก็บตวัอยา่ง ซ่ึงมีความคลา้ยคลึงกบังานของ Oleszczuk 

and Baran (2003) ซ่ึงศึกษาการยอ่ยสลายในดินท่ีมีการปนเป้ือนสารประกอบ PAHs  

Fukui et al., (1999) สรุปว่านํ้ ามนัดิบเป็นองค์ประกอบท่ีมีความซับซ้อนโดยองค์ประกอบหลกั

ประกอบดว้ยหลายๆวง (saturated aromatic hydrocarbons) การยอ่ยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนดว้ย

แบคทีเรียท่ีใช้ออกซิเจนในการหายใจเป็นท่ีรู้จกักนัมานานนับร้อยปี ส่วนการย่อยสลายสารอะโรมาติก

ไฮโดรคาร์บอนภายใตภ้าวะไร้ออกซิเจนเพิ่งมีการคน้พบมาในไม่ก่ีสิบปี ในงานวจิยัน้ีกล่าวถึงการสํารวจการ

ย่อยสลายสารประกอบโพลิอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในนํ้ ามนัดิบท่ีภาวะไร้ออกซิเจน  จุลินทรีย์ท่ีมี

ความสามารถดังกล่าวอยู่ในกลุ่มท่ีเป็นซัลไฟต์รีดิวซิงแบคทีเรีย (sulfite-reducing bacteria)นอกจากน้ี

สารประกอบ alkyl-benzene และ n-alkane ถูกพบว่ามีการย่อยสลายไดไ้ปพร้อมกบัการเปล่ียนซัลเฟต 

(sulfate)ไปเป็นซลัไฟด์ (sulfide) ซ่ึงนบัเป็น 10% aromatic hydrocarbons ในนํ้ ามนัดิบ อยา่งไรก็ตามการใช้

สารประกอบไฮโดรคาร์บอนเกิดข้ึนแบบไม่สมบูรณ์ตามค่าการวดั C13 และ C12 และจึงเป็นคาํอธิบายท่ีว่า

ทาํไมแบคทีเรียโบราณบางชนิดจึงสามารถพบวา่เจริญไดใ้นแหล่งนํ้ามนัดิบซ่ึงมีกาํมะถนัอยู ่ และเป็นสาเหตุ

วา่ทาํไมจึงมีซลัไฟดท่ี์ไม่พึงประสงคป์นอยูใ่นนํ้ ามนัและโรงกลัน่นํ้ ามนั ยิ่งไปกวา่นั้นยงัมีการพบแอนแอโร
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บิกแบคทีเรียท่ีใช้ alkylbenzene และ n-alkane และเช้ือบริสุทธ์ิท่ีเป็นจุลินทรียใ์นกลุ่มดีไนทริไฟเออร์ใน

นํ้ามนัดิบจากการศึกษาน้ี 

วิธีทางการวิจยัท่ีมีความสําคญัอย่างยิ่งโดยรวมคือการศึกษาคดัเลือกจุลินทรียท่ี์มีความสามารถ

ดาํรงชีวิตอยูใ่นส่ิงแวดลอ้มท่ีมีการปนเป้ือนนํ้ ามนัไฮโดรคาร์บอน เขา้ใจวิถีการดาํรงชีวิต ในอาหารท่ีมีสาร

ปนเป้ือนนั้ นๆอยู่กลไกความสามารถการเจริญเติบโตพร้อมไปกับการใช้สารปนเป้ือนหรือนํ้ ามัน

ไฮโดรคาร์บอน เขา้ใจในระดบัพนัธุศาสตร์ถึงยีนท่ีเก่ียวขอ้งกลไกการสลายสารไฮโดรคาร์บอน รวมทั้ง

การศึกษาหาสภาวะแวดลอ้มและอาหารเพื่อให้จุลินทรียน์ั้นๆมีความสามารถสูงสุดสู่การบาํบดัรักษาและ

กาํจดันํ้ามนัไฮโดรคาร์บอนใหห้มดไปหรือลดลง 

จากงานวจิยัเกือบทั้งหมดท่ีเก่ียวขอ้งกบัการประยุกตใ์ชก้ระบวนการดีไนทริฟิเคชนั พบวา่จุลินทรีย์

ท่ีมีความสามารถในการใช้กระบวนการดีไนทริฟิเคชนันั้นมีศกัยภาพในการนาํมาใช้เพื่อบาํบดัและแกไ้ข

ปัญหาส่ิงแวดลอ้มซ่ึงเกิดจากการปนเป้ือนของสารประกอบไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพลิไซคลิกอะโรมาติก

ไฮโดรคาร์บอน ซ่ึงการใช้แบคทีเรียดีไนทริไฟเออร์นับเป็นวิธีท่ีสามารถช่วยกาํจดัไนเทรตและไนไทรต ์

และสารในกลุ่มของสารประกอบโพลีไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนออกจากระบบได้โดยไม่เป็น

อนัตรายต่อส่ิงมีชีวิตในระบบนั้นๆ นอกจากน้ียงัมีค่าใชจ่้ายท่ีนอ้ยกวา่ ไม่เพิ่มปัญหามลภาวะ และประหยดั

พลงังาน 

 

4.3 ระเบียบวธีิดําเนินการวจัิย 

4.3.1. การเกบ็ตัวอย่างตะกอนดิน 

 ทาํการเก็บตวัอยา่งตะกอนดินจากพื้นท่ีในทะเลระหวา่งเกาะสีชงัและศรีราชา จงัหวดัชลบุรี (แสดง

ดงัภาพท่ี4.1)  เกาะสีชังตั้งอยู่ท่ีพิกดัเส้นรุ้ง 13 องศา ถึง 12 องศาเหนือและระหว่างเส้นแวง 10 องศา 48 

ลิปดา ถึง 100 องศา 51 ลิปดา ตั้งอยูต่ะวนัออกบริเวณอ่าวไทยตอนใน ตรงกนัขา้มกบัอาํเภอศรีราชา จงัหวดั

ชลบุรี อยูห่่างจากอาํเภอศรีราชาประมาณ 12 กิโลเมตร ห่างจากจงัหวดัชลบุรี ประมาณ 35 กิโลเมตรและอยู่

ห่างจากกรุงเทพฯประมาณ 117 กิโลเมตร มีเน้ือท่ีบนเกาะรวมประมาณ 7.9 ตารางกิโลเมตร 

 ภาพท่ี 4.2 แสดงสถานีเก็บตวัอยา่งตะกอนดินใตท้ะเลหรือบริเวณพื้นท่ีอ่าวรอบเกาะสีชงั ในบริเวณท่ี

คาดวา่จะปนเป้ือนดว้ยสารประกอบไฮโดรคาร์บอน โดยพิกดัทางภูมิศาสตร์ท่ีแน่นอนแต่ละสถานี แสดงใน

ตารางท่ี 4.5 

สาํหรับตวัอยา่งดินตะกอนท่ีเก็บแลว้ จะทาํการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตํ่า ก่อนนาํเขา้ห้องปฏิบติัการ

เพื่อทาํการตรวจวเิคราะห์คุณสมบติัทางเคมีและทางชีวภาพต่อไป 
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ภาพที ่4.1 แสดงแผนท่ีเกาะสีชงัและชายฝ่ังทะเล 

  

 

  
 

ภาพที ่4.2 แสดงสถานีเก็บตวัอยา่งบริเวณพื้นท่ีเกาะสีชงั-ศรีราชา จ.ชลบุรี 
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ตารางที ่4.5 พิกดัทางภูมิศาสตร์ของสถานีเก็บตวัอยา่ง 

 

สถานี ละติจูด ลองติจูด ความลกึนํา้ (เมตร) 

1 

 

13°11'26.05''N 100°54'53.68''E 6.0 

2 13°11'27.59''N 100°52'56.44''E 10.0 

3 13°11'24.54''N 100°51'32.75''E 15.4 

4 13°11'27.59''N 100°50'10.41''E 18.6 

5 13°11'20.03''N 100°48'42.87''E 24.6 

6 13°10'1.07''N 100°48'44.40''E 8.0 

7 13°9'20.10''N 100°50'10.42''E 30.5 

8 13°10'4.26''N 100°50'10.42''E 31.6 

9 13°10'4.26''N 100°51'36.32''E 16.8 

10 13°10'4.26''N 100°52'56.44''E 10.0 

11 13°10'12.50''N 100°54'53.41''E 6.7 

12 13° 9'20.7"N 100°55'33.72"E 4.5 

13 13° 8'42.00"N 100°54'1.00"E 7.9 

14 13° 8'1.50"N 100°53'47.00"E 8.4 

15 13° 8'1.50"N 100°52'56.44"E 19.5 

16 13° 8'42.00"N 100°52'56.44"E 18.3 

17 13° 8'42.00"N 100°51'36.32"E 26.5 

18 13° 8'42.00"N 100°50'10.42"E 17.4 

19 13° 8'42.00"N 100°49'10.00"E 5.7 

20 13° 7'21.00"N 100°49'10.00"E 17.4 

21 13° 7'21.00"N 100°50'10.42"E 28.2 

22 13° 7'21.00"N 100°51'36.32"E 25.9 

23 13° 7'21.00"N 100°52'56.44"E 14.5 

24 13° 7'21.00"N 100°53'39.00"E 6.2 

25 13°10'28.00"N 100°48'33.91"E 3.0 

26 13° 8'16.65"N 100°49'15.09"E 2.5 
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4.3.2 การวเิคราะห์คุณสมบัติทางกายภาพหรือองค์ประกอบทางเคมีของตัวอย่างตะกอนดิน 

บนัทึกลกัษณะสี ค่าความเป็นกรดด่าง ปริมาณสารประกอบไนโตรเจนในรูปแบบต่างๆท่ีพบใน

ตะกอนดิน ดงัน้ีคือ ปริมาณไนโตรเจนท่ีพบทั้งหมด (%Total nitrogen) ปริมาณสารประกอบ NH4
+ (mg/kg) 

ปริมาณสารประกอบ NO3
- (mg/kg) โดยนาํตวัอยา่งตะกอนดินทุกสถานีมาตากให้แห้งในท่ีร่ม จากนั้นนาํมา

บดใหล้ะเอียดแลว้นาํไปสกดัตามวธีิท่ีกาํหนด โดยชัง่ผงตะกอนใส่ขวดพลาสติกในปริมาณท่ีกาํหนด และใส่

นํ้ายาสกดัเบอร์ 1 ลงไปปริมาณ 20 มิลลิลิตร เขยา่ใหท้าํปฏิกิริยากนัเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นกรองสารละลาย

ตะกอนดินดว้ยกระดาษกรอง แลว้นาํของเหลวท่ีกรองไดไ้ปทาํการทดสอบเพื่อหาค่าแอมโมเนียมและไน

เทรต       

 

4.3.3 การคัดแยกชนิดของจุลนิทรีย์จากตะกอนดิน 

 นาํตวัอยา่งตะกอนดินปริมาณ 1 กรัม ใส่ลงในอาหารเพาะเล้ียง PDB + 2% Yeast Extract ท่ีมีการ

เติมสารประกอบไฮโดรคาร์บอน นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วนั คดัเลือกตวัอยา่งท่ีมี

การเจริญมาทาํการเพาะเล้ียงต่อไปอีก 45 วนั ในอาหารเล้ียงท่ีมีการเติมสารประกอบไฮโดรคาร์บอน นาํ

จุลินทรียม์าขีดลงบนอาหารแข็ง จนไดเ้ป็นโคโลนีเด่ียว เพื่อบ่งช้ืชนิดของจุลินทรียท่ี์สามารถเจริญในสภาพ

ท่ีมีสารประกอบ PAHs 

 

               4.3.4 การคัดแยกดีไนทริไฟอิง้แบคทีเรียทีม่ีความสามารถในการเจริญใน PAHs  

คดัแยกดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียจากตวัอยา่งตะกอนดินดว้ยเทคนิคการ Pour plate โดยทาํการเจือ

จางตวัอยา่งตะกอนดินดว้ย 0.85% NaCl เขยา่เป็นเวลา 15 นาที แลว้ดูดส่วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน

อาหารวุน้ (Nitrate Agar)  ทาํการบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสในสภาพไร้ออกซิเจน (ภายใน Anaerobic 

Chamber) เป็นเวลา 5 วนั เม่ือแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตจึงทาํการแยกให้เป็นไอโซเลตเด่ียว และนาํไปเล้ียง

ในอาหารเหลวไนเทรต (Nitrate Broth) ซ่ึงมีหลอดดกัแก๊ส (Durham tube) บรรจุอยู ่นาํไปบ่มเป็นเวลา 7 วนั

ในสภาพไร้ออกซิเจน (Beishir, 1996) 

ทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์ในกระบวนการ   Nitrification/Denitrification ดว้ยวิธีแอลฟา-

แนพธิลลามีน (alpha- naphthylamine method) (Theerachat et al., 2010) นาํดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียท่ีคดัแยก

ได ้มาสกดัดีเอน็เอและวเิคราะห์บ่งช้ีชนิดของจุลินทรียต่์อไป 

 

4.3.5 การจําแนกชนิดจุลนิทรีย์ด้วยยนี16S rRNA  

นําโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรียท่ีคัดกรองได้มาสกัดจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ และเพิ่มปริมาณ 16S 

ribosomal RNA fragment ตามวิธีของ Virunanon (2008) โดยทาํให้ช้ินส่วนดีเอ็นเอบริสุทธ์ิดว้ย Genomics 

DNA PurificationKit (Omega) เพื่อนาํไปใชเ้พิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจาํเพาะต่อตาํแหน่ง 27F 

และ 1492R ทาํปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (พีซีอาร์) โดยเร่ิมตน้ท่ีอุณหภูมิ 94องศาเซลเซียสนาน 5 นาที 
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จากนั้นท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และ72 องศาเซลเซียส นาน 

2 นาทีและในรอบสุดทา้ยเพิ่มเวลาต่อไปอีก 10 นาที ทาํซํ้ าเป็นจาํนวน 30 รอบจากนั้นใชเ้ทคนิคเจลอิเล็กโตร

โฟรีซิสเพื่อตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 1600 bp ทาํบนเจลท่ีมีความเขม้ขน้ของอะกาโรส 0.8 % ใน

สารละลาย 1X TAE และให้กระแสไฟฟ้า100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที จากนั้นนําตวัอย่างท่ีได้จาก

กระบวนการพีซีอาร์และผ่านการตรวจสอบด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสไปทาํให้บริสุทธ์ิโดยใช ้

Viogene’s Gel Extraction System ก่อนส่งตวัอยา่งไปวเิคราะห์ลาํดบัเบสท่ีบริษทั แปซิฟิกไซน์ ประเทศไทย 

เพื่อนาํขอ้มูลลาํดบัเบสท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบกบัตารางขอ้มูลของ NCBI (Shi and Lee, 2006) เพื่อวิเคราะห์สปี

ชีส์ของแบคทีเรียท่ีคดักรองได ้

 

4.3.6 การทดสอบความสามารถในการย่อยสารประกอบ PAHs 

นาํแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดม้าเพาะเล้ียงในอาหาร enrichment และ Mineral Salt Medium ท่ีมีการ

ดดัแปลงโดยเติมโปแตสเซียมไนเทรตเพื่อใชเ้ป็นแหล่งของไนเทรต และเติมสารประกอบ PAHs เพื่อใชเ้ป็น

แหล่งคาร์บอน โดยใช้สารประกอบ PAHs ท่ีมีวงเบนซีนตั้งแต่ 2 - 5 วงเป็นองค์ประกอบ จาํนวน 4 ชนิด 

ไดแ้ก่ Naphthalene (2 วง) Phenanthrene (3 วง) Pyrene (4 วง) และ Benzo[a]pyrene (5 วง) ท่ีความเขม้ขน้ 

200 ppm นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจน  ทาํการเก็บตวัอยา่งและทดสอบ

ปริมาณสารประกอบ PAHs ท่ีเหลืออยูด่ว้ยเคร่ือง High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 

4.3.7 การวเิคราะห์ปริมาณด้วยเคร่ือง High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

รายละเอียดของเคร่ือง HPLC มีดงัน้ี: ใชค้อลมัน์ Inertsil ODS-P HP (Shimadzu) column ขนาด 

4.6 x 150 mm โดยใช้อะซิโตไนไตรด์ (Acetronitrile; CH3CN) และนํ้ าเป็น mobile phase ตามลาํดบั มี 

CH3CN:H2O = 40:60 v/v และวิเคราะห์ดว้ย UV-VIS detector อุณหภูมิของคอลมัน์ 40 องศาเซลเซียส 

วเิคราะห์ผลเทียบกบักราฟมาตรฐานของสารประกอบ PAHs แต่ละชนิด 

 

4.4. ผลการวจัิย 

 4.4.1 การวเิคราะห์คุณสมบัติทางกายภาพหรือองค์ประกอบทางเคมีของตัวอย่างตะกอนดิน 

 ตวัอยา่งตะกอนดินท่ีนาํมาศึกษา  มีลกัษณะท่ีสังเกตไดด้ว้ยตาเปล่าคลา้ยคลึงกนั ทั้งน้ีโดยทัว่ไป

ตะกอนดินมีลกัษณะอนุภาคของดินเลน (clay) มากกวา่ทราย (sand) ตะกอนมีสีเทาอ่อน บางตวัอยา่งมีกล่ิน

เหมน็ของก๊าซไข่เน่า แต่บางตวัอยา่งไม่มีกล่ิน 

 ลกัษณะทางกายภาพของตวัอยา่งตะกอนดินจากบริเวณเกาะสีชงั นอกจากใชก้ารสังเกตลกัษณะสี

ของตะกอนดว้ยตาแลว้ ไดท้าํการตรวจวดั pH ดว้ยเคร่ือง pH Meter และตรวจสอบปริมาณแอมโมเนีย 

(NH4
+-N) และไนเทรต (NO3-N)โดยใชชุ้ดตรวจสอบดินจากโครงการพฒันาวิชาการดิน-ปุ๋ย และส่ิงแวดลอ้ม 

ภาควชิาปฐพีวทิยา คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ ซ่ึงผลของการตรวจวดั pH ปริมาณ แอมโมเนียม 
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(NH4
+-N) และไนเทรต (NO3-N)  เบ้ืองตน้ดงัแสดงในตารางท่ี 4.6โดยพบว่าปริมาณแอมโมเนียมในตะกอน

ดินมีปริมาณสูงท่ีสถานีท่ี 1, 5 และ11(ในช่วง 6-15 ppm)ส่วนปริมาณไนเทรตนั้นพบว่ามีความเขม้ข้น

ใกลเ้คียงกนัในทุกสถานีเก็บตวัอยา่ง โดยอยูใ่นช่วง 1-10 ppm ทั้งน้ีความเขม้ขน้ของไนเทรตยงัไม่สูงมากจน

เกิดอนัตรายต่อสุขภาพของมนุษย ์แต่บ่งช้ีวา่อาจมีการปนเป้ือนของของเสียในนํ้า 

ตารางที ่4.6 คุณสมบติัทางกายภาพตวัอยา่งตะกอนดินของเกาะสีชงัในบริเวณสถานี 1– 12 

 

Physical Character 
 

Area 
Color pH 

(1:5) 
NH4

+–N 
(ppm) 

NO3-N 
(ppm) 

Station 1 เทาอ่อน 8.57 6-15 1-10 

Station 2 เทาอ่อน 8.63 1-10 1-10 

Station 3 เทาอ่อน 8.64 1-10 1-10 

Station 4 เทาอ่อน 8.56 1-10 1-10 

Station 5 เทาอ่อน 8.54 6-15 1-10 

Station 6 เทาอ่อน 8.61 1-10 1-10 

Station 7 เทาอ่อน 8.56 1-10 1-10 

Station 8 เทาอ่อน 8.64 1-10 1-10 

Station 9 เทาอ่อน 8.62 1-10 1-10 

Station 10 เทาอ่อน 8.57 1-10 1-10 

Station 11 เทาอ่อน 8.63 6-15 1-10 

Station 12 เทาอ่อน 8.64 1-10 1-10 

  

 

4.4.2 ผลการการคัดแยกชนิดของจุลนิทรีย์จากตะกอนดิน 

 จากการเพาะเล้ียงเพื่อคดัแยกชนิดของจุลินทรียจ์ากตะกอนดินดว้ยสารละลายPDB + 2% Yeast 

Extract ท่ีมีการเติมสารประกอบไฮโดรคาร์บอนพบวา่ พบการเจริญของจุลินทรียใ์นอาหารเหลวท่ีมีการเติม

สารประกอบไฮโดรคาร์บอนชนิด Naphthalene ดงันั้น จึงทาํการคดัเลือกตวัอย่างท่ีมีการเจริญมาทาํการ
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เพาะเล้ียงต่อไปอีก 45 วนั ในอาหารเล้ียงท่ีมีการเติมสารประกอบไฮโดรคาร์บอนชนิดแนพทาลีน นํา

จุลินทรียม์าขีดลงบนอาหารแข็ง ไดเ้ป็นโคโลนีเด่ียว ดงัแสดงในภาพท่ี 4.3 ลกัษณะของโคโลนีมีขนาดเล็ก 

เส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.2 มิลลิเมตร โคโลนีเรียบเป็นมนัวาว มีสีขาวนวล โดยพบโคโลนีลกัษณะน้ีจากตวัอยา่ง

ตะกอนดินบริเวณสถานีท่ี 9 

 

 

 
 

ภาพที ่4.3 แสดงโคโลนีของจุลินทรียท่ี์ไดจ้ากการคดัแยกจากตวัอยา่งตะกอนดินสถานีท่ี 9 

 

 เม่ือนําผลการตรวจวิเคราะห์หาสารประกอบไนโตรเจนจากตวัอย่างท่ี 9 ซ่ึงสามารถคดัแยก

จุลินทรียไ์ดน้ั้น พบว่า มีปริมาณสารประกอบ NH4
+ (mg/kg) 6-15 mg/kg และปริมาณสารประกอบ NO3

- 

(mg/kg) 10 mg/kg (ผลการวิเคราะห์จากภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์) แสดง

ให้เห็นวา่ ตวัอยา่งตะกอนจากชายฝ่ังทะเลบริเวณนั้น มีกิจกรรมของจุลินทรียใ์นกระบวนการไนทริฟิเคชัน่ 

(nitrification) อยู่ เม่ือมีการสะสมของ NH4
+ ในบริเวณท่ีมี NO3

-แสดงวา่ NH4
+ มาจากกระบวนการไนทริ

ฟิเคชั่น และแสดงให้เห็นคุณภาพของตะกอนดินและนํ้ าในบริเวณนั้น ว่าเกิดการปนเป้ือนไนเทรตหรือ

สารประกอบไนโตรเจนเกิดข้ึนในระยะเวลาหน่ึง โดยท่ีปริมาณของไนเทรตมีค่าน้อยกว่าปริมาณ

แอมโมเนียมไอออน แสดงใหเ้ห็นวา่ ตะกอนดินไม่ไดมี้การสะสมการปนเป้ือนมานานนกั การปนเป้ือนอาจ

เพิ่งเกิดข้ึน และในบริเวณนั้นน่าจะเป็นท่ีอยูข่องจุลินทรียป์ระเภท Nitrosomonas spp. และ Nitrobacter spp. 

 ทั้งน้ีตวัอยา่งเช้ือแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดแ้สดงดงัภาพท่ี 4.4 และจาํนวนไอโซเลตของแบคทีเรียท่ีคดั

แยกไดจ้ากตะกอนดินบริเวณเกาะสีชงัไดท้ั้งหมด 63ไอโซเลต ไดร้วบรวมแสดงในตารางท่ี 4.7 
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ภาพที ่4.4 ตวัอยา่งเช้ือท่ีคดัแยกไดจ้ากสถานีต่างๆ: (1-1) จากสถานีท่ี 1, (2-1, 2-2) จากสถานีท่ี 2, (3-2) จาก

สถานีท่ี 3, (7-1, 7-2) จากสถานีท่ี 7, (9-1, 9-2) จากสถานีท่ี 9, (10-1, 10-2) จากสถานีท่ี 10, และ (11-1, 11-2) 

จากสถานีท่ี 11 

ตารางที ่4.7 จาํนวนไอโซเลตท่ีไดจ้ากตะกอนดินในแต่ละสถานี 

สถานี จํานวนไอโซเลต สถานี จํานวนไอโซเลต 

1 3 13 2 

2 6 14 4 

3 2 15 3 

4 1 16 1 

5 2 17 2 

6 3 18 3 

7 2 19 5 

8 4 20 1 

9 2 21 2 

10 3 22 2 

11 2 23 6 

12 2 รวมทั้งหมด 63 
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4.4.3  การคัดแยกดีไนทริไฟอิง้แบคทเีรีย 

 จากจุลินทรียท่ี์คดัแยกได้ทั้งหมด 63 ไอโซเลต ซ่ึงเม่ือนาํแต่ละไอโซเลตท่ีแยกได้มาทดสอบ

ความสามารถในการรีดิวซ์ในกระบวนการ Nitrification/Denitrification ด้วยวิธีแอลฟา-แนพธิลลามีน 

(alpha-naphthylamine method) จากการทดสอบ Nitrate Reduction ดว้ยวิธี α-Naphthylamine test พบวา่มี

ไอโซเลตท่ีเป็นnitrate-positive strains และมีความสามารถในการรีดิวซ์ไนเทรตเป็นไนไตรต ์ทั้งส้ิน 40 ไอ

โซเลต จากสถานีต่างๆ โดยสังเกตจากการเปล่ียนสีของสารละลายจากสีนํ้ าตาลแดง เป็นไม่มีสี   ทั้งน้ี ได้

รวบรวมแสดงในตารางท่ี 4-8 ถึง ตารางท่ี 4-11 แต่มีเพียง 8 ไอโซเลตเท่านั้น ซ่ึงไดแ้ก่ ไอโซเลต B3/1 ไอโซ

เลต B3/2 ไอโซเลต A2/2 ไอโซเลต A2/3 ไอโซเลต A7/1 ไอโซเลต A7/2 ไอโซเลต A9/1 และ ไอโซเลต 

A12/1 ท่ีมีความสามารถในการเปล่ียนไนเทรตไปเป็นก๊าซไนโตรเจนและจดัวา่เป็นดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย

อยา่งแทจ้ริง ดงัแสดงในภาพท่ี 4.5โดยแสดงลกัษณะโคโลนี การเกิดแก๊ส และสีท่ีเกิดข้ึนเม่ือทดสอบดว้ยวิธี 

α-Naphthylamine test 

 

ตารางที ่4.8 ความสัมพนัธ์ระหวา่งความสามารถในการเกิดแก๊สและ Nitrate Reducing ของแต่ละไอโซเลต 

สถานี ไอโซเลต 
Gas (วนั) Nitrate-

Positive Denitrifier 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

1 (A1) 
1 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

2 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

3 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

2 (A2) 

1 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

2 - - - - - - - √ √ √ √ √ √ √ + √ 

3 - - - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ + √ 

4 - - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ ¯ ¯¯ 

5 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

6 - - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ ¯ ¯¯ 

3 (A3) 1 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

2 - - - - - - - - √ √ √ √ √ √ ¯ ¯¯ 

4 (A4) 1 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

5 (A5) 1 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

2 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

 6 (A6) 
1 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

2 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

3 - - - - - - - - √ √ √ √ √ √ ¯ ¯¯ 

7 (A7) 1 - - - - - - - - - - - √ √ √ + √ 

 2 - - - - - - - - - √ √ √ √ √ + √ 
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ตารางที ่4.9 ความสัมพนัธ์ระหวา่งความสามารถในการเกิดแก๊สและ Nitrate Reducing ของแต่ละไอโซเลต  

 

สถานี ไอโซเลต 
Gas (วนั) Nitrate-

Positive Denitrifier 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

8 (A8) 

 

 

1 - - - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ ¯ ¯¯ 

2 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

3 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

4 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

9 (A9) 
1 - - - - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ + √ 

2 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

10 

(A10) 

 

1 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

2 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

3 - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ ¯ ¯¯ 

11  

(A11) 

1 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

2 - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ ¯ ¯¯ 

12 

(A12) 

1 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

2 - - - - - - √ √ √ √ √ √ √ √ + √ 

13  

(B1) 

1 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

2 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

14 

(B2) 

1 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

2 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

3 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

4 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 
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ตารางที ่4.10 ความสัมพนัธ์ระหวา่งความสามารถในการเกิดแก๊สและ Nitrate Reducing ของแต่ละไอโซเลต 

 

สถานี ไอโซเลต 
Gas (วนั ) Nitrate-

Positive Denitrifier 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

15   

(B3) 

 

1 - - - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ + √ 

2 - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ + √ 

3 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

16(B4) 

 

1 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

17   

(B5) 

1 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

2 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

18   

(B6) 

1 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

2 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

3 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

19  

(B7) 

 

1 - - - - - - - - - - - - - - ¯ 

 

¯¯ 

2 - - - - - - - - - - - - - - ¯ 

 

¯¯ 

3 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

4 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

5 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯ 

20 (B8) 1 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

21 

(B9) 

1 - - - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ ¯ ¯¯ 

2 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

22 1 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

(B10) 2 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 
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ตารางที ่4.11 ความสัมพนัธ์ระหวา่งความสามารถในการเกิดแก๊สและ Nitrate Reducing ของแต่ละไอโซเลต 

 

สถานี ไอโซเลต 
Gas (วนั) Nitrate-

Positive 
Denitrifier 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

23  (B11) 

1 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

2 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

3 - - - - - - - - - - - - - - ¯ ¯¯ 

4 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

5 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

6 - - - - - - - - - - - - - - + ¯¯ 

 

ภาพท่ี 4.5 แสดงการเกิดกระบวนการdenitrificationของดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้จาก

สถานีต่างๆ ดงัน้ี 

(ก) สถานี 2จากไอโซเลตที ่2 (A2/2) 

 

 

 

 

 

 

 

(ข) สถานี 2จากไอโซเลตที ่3 (A2/3) 
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(ค) สถานี 7 จากไอโซเลตที ่1 (A7/1) 

 

                         
 

 

(ง) สถานี 7 จากไอโซเลตที ่2 (A7/2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(จ) สถานี 9 จากไอโซเลตที ่1 (A9/1) 
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(ฉ) สถานี 12 จากไอโซเลตที ่2 (A12/2) 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

(ช) สถานี 15 จากไอโซเลตที ่1 (B3/1) 

 

                   
 

(ซ) สถานี 15 จากไอโซเลตที ่2 (B3/2) 

 

                       
 

ภาพที ่4.5 (ก) - (ซ) แสดงดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากสถานีต่างๆ โดยแสดงลกัษณะโคโลนี การ

สร้างก๊าซและการเป็น nitrate-positive strains จากสีท่ีเปล่ียนแปลงเม่ือทดสอบดว้ยวธีิ α-

Naphthylamine test 
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 เม่ือทาํการรวบรวมจาํนวนไอโซเลตท่ีเป็นดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียสามารถแสดงในตารางท่ี 4.12 

ทั้งน้ี ไอโซเลตท่ีมีคุณสมบติัเป็นดีไนทริไฟอิ้งแบคทีเรีย จะนาํไปใชใ้นการยอ่ยสลายสารประกอบ PAHs  

ต่อไป 

 

ตารางที ่4.12 แสดงสถานีและไอโซเลตท่ีมีคุณสมบติัเป็นดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย 

 

สถานี ไอโซเลต 

15 B3/1 

15 B3/2 

2 A2/2 

2 A2/3 

7 A7/1 

7 A7/2 

9 A9/1 

12 A12/2 

 

4.4.4 ผลการบ่งช้ีชนิดจุลนิทรีย์ด้วยยนี 16SrRNA  

 โคโลนีเด่ียวของจุลินทรีย์ถูกนํามาสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอและเพิ่มปริมาณ 16S ribosomal DNA 

fragment ดว้ยดว้ยลาํดบัเบสของ 16S rDNA โดยใช้ 27F-eubac universal primer คู่กบั 1492R-eubac 

universal primer พบตวัอยา่งช้ินส่วนของดีเอน็เอขนาด 1600 คู่เบส ในเลนท่ี 1 และ 3 ทั้งน้ีแสดงตวัอยา่งจาก 

Electrophoresis bands ในภาพท่ี 4.6 

 จากการบ่งช้ีสายพนัธ์ุจุลินทรียด์ว้ยยีน16SrDNA ท่ีไดจ้ากการคดัแยกโดยสูตรอาหารท่ีมี PAHs เป็น

องค์ประกอบพบว่าจุลินทรียท่ี์มีความสามารถในการยอ่ยสลาย PAHs และพบทั้งหมดเป็นแบคทีเรีย โดย

แบคทีเรียท่ีจาํแนกไดจ้ากตะกอนดินจาํนวน 8 ชนิด ดงัน้ี คือ Ralstoniapicketti, Paenibacillus polymyxa, 

Clostridium beijerinckii, Clostridium diolis, Clostridium acidosoli, Clostridium acidotolerans, 

Clostridium drakei และเช้ือ Bacillus subtilis 
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ภาพที ่4.6 แสดงดีเอน็เอขนาด 1600 กิโลเบสของ 16S rDNA ในเลนท่ี 1 คือดีเอน็เอของจุลินทรียสกดัไดจ้าก

ตะกอนดินหมายเลข 5 และในเลนท่ี 3 คือดีเอน็เอของจุลินทรียส์กดัไดจ้ากตะกอนดินหมายเลข 9 

 

 แต่เพื่อแยกชนิดของดีไนทริไฟอิ้งแบคทีเรีย จึงมีการดดัแปลงสูตรอาหารท่ีใชใ้นการคดัแยกเพื่อให้มี

ความเหมาะสมกบัการคดัแยกเฉพาะดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียเท่านั้น โดยปรับสูตรอาหารเป็น Nitrate broth 

เพื่อดูความสามารถในการรีดิวซ์ไนเทรต ก่อนการทดสอบความสามารถในการใช ้PAHs เป็นแหล่งคาร์บอน 

โดยเล้ียงในอาหารสูตร MSM mineral medium และให้ 200 ppm Napthalene, Phenanthrene, Pyrene และ 

Benzo[a]pyrene เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดเ้ป็นดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย 8 ไอโซเลต 

โดยความสามารถในการรีดิวซ์สารประกอบไนเทรตไปเป็น N2ไดท้ั้งหมด และหลงัจากการวิเคราะห์ลาํดบั

เบสในส่วนอนุรักษ์ คือ16S rDNA แล้ว พบว่าแบคทีเรียท่ีพบในกลุ่มน้ี คือ Enterococcus faecalis, 

Paenibacillus macerans, Bacillus subtilis, Bacillus tequilensis, Proteus mirabilis และ Enterobacter 

asburiae ซ่ึงทั้งหมดน้ีพบในตะกอนดินใตท้ะเลท่ีมีความลึกแตกต่างกนั เช่น Bacillus subtilis พบในตะกอน

ดินใตท้ะเลท่ีมีความลึก 30.5เมตร  Proteus mirabilis พบในตะกอนดินใตท้ะเลท่ีมีความลึก 16.8 เมตร 

Enterococcus faecalis และ Paenibacillus macerans พบในตะกอนดินใตท้ะเลท่ีมีความลึก19.5 เมตร ส่วน 

Enterobacter asburiae พบในตะกอนดินใตท้ะเลท่ีมีความลึก 4.5 เมตร และทั้งหมดจดัเป็นแบคทีเรียไร้

อากาศ (anaerobic bacteria) แสดงในตารางท่ี 4.13 

 ดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียท่ีไดจ้ะถูกเก็บรักษาในสภาพท่ีเหมาะสมเพื่อนาํไปใชท้ดสอบความสามารถใน

การยอ่ยสลาย สารประกอบ PAHs ต่อไป 

 1.5kb L      1         2         3         4        5          6          7       8         9       
        

1600 bp 
b     
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ตารางที่ 4.13 ชนิดของดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย ท่ีมีความสามารถในการใชส้ารประกอบโพลิไซคลิก

แอโรมาติกไฮโดรคาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญได ้ท่ีคดัแยกไดจ้ากตะกอน

ใตท้ะเลจากจุดพิกดัท่ีกาํหนด 

 

Isolation 

code 

Sampling  

area 

Depth  

(m) 

Species 

identificated 

Acc.Number 

(GenBank) 

B3/1 station 15 19.5 Enterococcus faecalis JX975422.1 

B3/2 station 15 19.5 Paenibacillus macerans AM406669.1 

A2/2 station 2 10.0 Bacillus subtilis KC441812.1 

A2/3 station 2 10.0 Bacillus tequilensis JN999833.1 

A7/1 station 7 30.5 Bacillus subtilis JQ398853.1 

A7/2 station 7 30.5 Bacillus subtilis JQ398853.1 

A9/1 station 9 16.8 Proteus mirabilis  KC456557.1 

A12/2 station 12 4.5 Enterobacter asburiae JQ659607.1 

 

4.4.5. ความสามารถของดีไนทริไฟอิง้แบคทเีรียในการย่อยสลายสารประกอบ PAHs 

จากการทดสอบความสามารถของดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียทั้ง 8 ไอโซเลตท่ีแยกไดจ้ากตะกอนดิน

จากเกาะสีชังท่ีมีต่อการย่อยสลายสารประกอบโพลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนท่ีมีจํานวน

องคป์ระกอบของวงเบนซีนต่างๆกนัไดแ้ก่ Naphthalene (2 วง), Phenanthrene (3 วง), Pyrene (4วง),และ 

Benzo[a]pyrene (5 วง) โดยทาํการวิเคราะห์ปริมาณ PAHs ท่ีเหลืออยูใ่นอาหารดว้ยเคร่ือง HPLC ท่ีใชU้V 

detector พบวา่เม่ือเวลาผา่นไป 45 วนั ตรวจไม่พบปริมาณ PAHs เหลืออยูใ่นอาหารเลย เม่ือเปรียบเทียบกบั 

control ท่ีไม่ใชดี้ไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย ผลการวิเคราะห์ปริมาณ PAHsท่ีเหลืออยูด่ว้ยเคร่ือง HPLC แสดงใน

ภาพท่ี 4.7 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=44252�
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=584�
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ภาพที ่4.7 ปริมาณPAHsท่ีเหลืออยูจ่ากการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองHPLC เม่ือเวลาเร่ิมตน้และเม่ือเวลาผา่นไป 45 

วนั 

 

เม่ือพิจารณาความสามารถของดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียในการย่อยสลาย PAHs ทั้ง 4 ชนิด คือ

Naphthalene (2R), Phenanthrene (3R), Pyrene (4R) และ Benzo[a]pyrene (5R) ผลการศึกษาการยอ่ยสลาย

สารประกอบ PAHs ทั้ง 4 ชนิด เป็นเวลา 16 วนั โดยตรวจวิเคราะห์ปริมาณท่ีเหลืออยู่ของสารประกอบ 

PAHs ท่ีทาํการศึกษา ทั้งน้ีสามารถแสดงในภาพท่ี 4.8 เม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของหวัเช้ือเร่ิมตน้ 5% สําหรับการ

ยอ่ยสลาย Naphthalene 

 

 

 

Day 0 

Day 45 
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ภาพที ่4.8 แสดงความสัมพนัธ์ของปริมาณ Naphthalene ต่อเวลา เม่ือใชค้วามเขม้ขน้หวัเช้ือเร่ิมตน้ 5% 

 

จากผลการทดลองพบวา่ ปริมาณของ Naphthalene เม่ือเวลาผา่นไป มีค่าลดลง โดยพบการยอ่ยสลาย

ไดม้ากกวา่ 50% ไม่วา่จะเป็นเช้ือแบคทีเรียไอโซเลตใดก็ตาม โดยไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัของ

ปริมาณการลดลงของ Naphthalene เม่ือใชค้วามเขม้ขน้หวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 5%  

สําหรับผลการศึกษาการย่อยสลายสารประกอบ Phenanthrene เป็นเวลา 16 วนั สามารถแสดงใน

ภาพท่ี 4.9 เม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของเช้ือเร่ิมตน้ 5% โดยผลการศึกษาการยอ่ยสลายสารประกอบ Phenanthrene 

พบวา่ เม่ือเวลาผา่นไป ปริมาณของ Phenanthrene มีค่าลดลง โดยพบการยอ่ยสลายเกิดไดม้ากกวา่ 50% ไม่วา่

จะเป็นเช้ือแบคทีเรียไอโซเลตใดก็ตาม  
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ภาพที ่4.9แสดงความสัมพนัธ์ของปริมาณ Phenanthreneต่อเวลา เม่ือใชค้วามเขม้ขน้หวัเช้ือเร่ิมตน้ 5% 

  

 เม่ือทาํการศึกษาการยอ่ยสลายสารประกอบ Pyrene (4R) พบวา่ เม่ือเวลาผา่นไป ปริมาณของ Pyrene

มีค่าลดลงอยา่งรวดเร็วเม่ือใชท้ั้ง 8 ไอโซเลต และพบบางไอโซเลตท่ียอ่ยสลาย Pyrene ไดอ้ยา่งดี โดยเฉพาะ

ไอโซเลต B3/2 ผลการทดลองแสดงดงั ภาพท่ี 4.10 

 

 
ภาพที ่4.10 แสดงความสัมพนัธ์ของปริมาณ Pyrene ต่อเวลา เม่ือใชค้วามเขม้ขน้หวัเช้ือเร่ิมตน้ 5% 
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สาํหรับผลการศึกษาการยอ่ยสลายสารประกอบ Benzo[a]pyrene เป็นเวลา 16 วนั สามารถแสดงใน

ภาพท่ี 4.11 ผลการทดลองพบว่า ปริมาณของBenzo[a]pyreneเม่ือเวลาผ่านไป มีค่าลดลงและปริมาณการ

ลดลงมีความแตกต่างกนัอยา่งชดัเจนเม่ือใชเ้ช้ือต่างชนิดกนั โดยพบการยอ่ยสลายไดม้ากกวา่ 50% สําหรับ

ปริมาณการลดลงของ Benzo[a]pyrene มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั  

 

 
ภาพที ่4.11 แสดงความสัมพนัธ์ของปริมาณ Benzo[a]pyrene ต่อเวลาเม่ือใชค้วามเขม้ขน้หวัเช้ือเร่ิมตน้ 5% 

 

ดงัผลการทดลองท่ีกล่าวแลว้ สําหรับประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารประกอบPAHs ทั้ง 4 ชนิดคือ 

Naphthalene, Phenanthrene, Pyrene, และ Benzo[a]pyrene เป็นเวลา 16 วนั พบสารประกอบPAHs จะถูก

ย่อยสลายไปเม่ือใส่เช้ือดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียในปริมาณท่ีแตกต่างกนั แสดงในตารางท่ี 4.14 ทั้งน้ีโดย

เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ใส่ดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย ซ่ึงไม่พบการลดลงของสารประกอบPAHs  ซ่ึง

แสดงใหเ้ห็นวา่ ดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียมีความสามารถในการยอ่ยสลายสารประกอบโพลิไซคลิกอะโรมาติก

ไฮโดรคาร์บอนท่ีมีจาํนวนองค์ประกอบของวงเบนซีนต่างๆกันได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะ 

Naphthalene ซ่ึงเป็นสารประกอบPAHs ตวัท่ีเล็กท่ีสุด ดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย สามารถยอ่ยสลายไดม้ากกวา่ 

60 %  ส่วน pyrene พบดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียบางตวัท่ีสามารถยอ่ยสลายไดป้ระสิทธิภาพอยูร่ะหวา่ง 50 % 

ถึง 60 % คือ E.  faecalis, P. macerans, B. tequilensis, และ B. subtilis   สําหรับ Benzo[a]pyrene นั้นมีดี

ไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียชนิด P. macerans และ P. mirabilis ท่ีมีประสิทธิภาพสามารถยอ่ยสลายได ้60 % และ 

50 %ตามลาํดบั ส่วน Phenanthrene นั้นมีดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย คือ P. mirabilis ท่ีมีความสามารถในการ

ยอ่ยสลายได ้50% ส่วนดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย ตวัอ่ืนๆ พบความสามารถในการยอ่ยสลายไดน้อ้ยกวา่ 50% 
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ตารางที ่4.14 ความสามารถในการใชโ้พลิไซคลิกแอโรมาติกไฮโดรคาร์บอนของดีไนทริไฟอิ้งแบคทีเรียแต่

ละชนิด หลงัจากการบ่มในอาหารท่ีมี PAHs 200 ppm ท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 วนั 

Isolation 
code 

Sampling 
area Species 

PAHs 
degradation 

ability 

Amouth of PAHs 
elimination (ppm) within 
16 days in 5% inoculation 

B3/1 station 15 E.  faecalis napthalene 122 

   phenanthrene 77 

   pyrene 119 

   benzo[a]pyrene 17 

B3/2 station 15 P. macerans napthalene 125 

   phenanthrene 86 

   pyrene 122 

   benzo[a]pyrene 126 

A2/2 station 2 B. subtilis napthalene 124 

   phenanthrene 62 

   pyrene 89 

   benzo[a]pyrene 62 

A2/3 station 2 B. tequilensis napthalene 122 

   phenanthrene 88 

   pyrene 114 

   benzo[a]pyrene 88 

A7/1 station 7 B. subtilis napthalene 120 

   phenanthrene 84 

   pyrene 114 

   benzo[a]pyrene 88 

A7/2 station 7 B. subtilis napthalene 127 

   phenanthrene 68 

   pyrene 67 

   benzo[a]pyrene 94 

     

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1351�
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ตารางที่ 4.14 (ต่อ)    

Isolation 
code 

Sampling 
area 

Species 
PAHs 

degradation 
ability 

Amouth of PAHs 
elimination (ppm) within 
16 days in 5% inoculation 

A9/1 station 9 P. mirabilis napthalene 127 

   phenanthrene 102 

   pyrene 99 

   benzo[a]pyrene 102 

A12/2 station 12 E. asburiae napthalene 120 

   phenanthrene 79 

   pyrene 74 

   benzo[a]pyrene 27 

 

ตารางที ่4.15  ปริมาณ PAHs ท่ีเหลืออยูเ่ม่ือเวลาผา่นไป 16 วนั ของแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงท่ีคดัแยกไดจ้าก

ตะกอนดินใตท้ะเล เม่ือเล้ียงในอาหารสูตร MSM ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 160 

รอบต่อนาที  

 

 ค่าเฉล่ีย  ±  ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  (ppm) 

Naphthalene pyrene benzo[a]pyrene 

Control 180.67 ± 2.49a 222.00 ± 6.24 b 237.00 ± 4.58 c 

B3/1 78.00 ± 1.00 a 173.67 ± 6.51 b 183.33 ± 4.04 c 

B3/2 75.33 ± 1.53 a 135.00 ± 1.00 b 130.00 ± 48.54 b 

A2/2 75.67 ± 1.15 a 140.67 ± 3.06 b 138.33 ± 5.69 b 

A2/3 77.67 ± 2.08 a 154.00 ± 2.65 c 112.33 ± 14.15 b 

A7/1 80.33 ± 1.53 a 164.67 ± 5.86 b 116.33 ± 48.13 a,b 

A7/2 73.00 ± 2.65 a 166.00 ± 1.00 b 106.33 ± 61.86 a,b 

A9/1 73.00 ± 6.08 a 167.33 ± 2.31 b 97.67 ± 59.65 a 

A12/2 80.00 ± 1.00 a 191.00 ± 3.61 c 172.67 ± 12.01 b 

*ค่าเฉล่ีย  ±  ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  จากการทดลอง  3  ซํ้ า  ตวัอกัษรยกท่ีต่างกนัในแนวด่ิงแสดงผลการทดลองท่ีมี

ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่  95%  (P  ≤0.05) 
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ภาพที ่4.12    เปรียบเทียบปริมาณ PAHs ท่ีเหลืออยูเ่ม่ือเวลาผา่นไป 16 วนั ของแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงท่ีคดั

แยกไดจ้ากตะกอนดินใตท้ะเล เม่ือเล้ียงในอาหารสูตร MSM ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 

ความเร็ว 160 รอบต่อนาที 

 

4.5 อภิปรายและวจิารณ์ผล 

 ผลการวจิยัของการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ แบคทีเรียท่ีสามารถคดัแยกจากตะกอนดินใตท้ะเลมี 63 ไอโซ

เลต มี 8ไอโซเลต ท่ีพบใน 5 สถานี (สถานีท่ี 2, 7, 9, 12, 15) ซ่ึงเป็นแบคทีเรีย 6ชนิด คือ Enterococcus 

faecalis, Paenibacillus macerans, Bacillus subtilis, Bacillus tequilensis, Bacillus subtilis, Proteus 

mirabilis และ Enterobacter asburiae ซ่ึงทั้งหมดน้ีพบในตะกอนดินใตท้ะเลท่ีมีความลึกแตกต่างกนั (10.0, 

31.6, 16.8, 18.3และ 5.7 เมตร ตามลาํดบั) และทั้งหมดจดัเป็นแบคทีเรียไร้อากาศ (anaerobic bacteria) โดย

เป็นดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรียทั้ง 8 ไอโซเลต  ทั้งน้ี มีลาํดบันิวคลีโอไทด์คลา้ยคลึงกบัฐานขอ้มูล Genbank 

96% และมีการประเมินประสิทธิภาพการย่อยสลาย 200 ppm Napthalene, Phenanthrene, Pyrene และ 

Benzo[a]pyrene ด้วยเทคนิคการวิเคราะห์ด้วย HPLCพบว่าแบคทีเรียทุกไอโซเลตสามารถย่อยสลาย 

Naphthalene หลงัจากการบ่มเป็นเวลา16 วนัโดยมีความเขม้ขน้ของ Naphthalene ลดลง 100-120ppm   ซ่ึง

สอดคลอ้งกบังานวิจยัก่อนหน้าของ Lu et al., (2010) ท่ีพบว่าแบคทีเรียกลุ่มดีไนทริไฟอ้ิงแบคทีเรีย มี

ความสามารถในการย่อยสารประกอบโพลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนชนิด Napthalene ไดอ้ย่างมี

ประสิทธิภาพ   

สําหรับแบคทีเรียดีไนทริไฟอ้ิงท่ีมีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายดีสุดท่ีไดจ้ากการทดลองน้ีคือ ไอ

โซเลตท่ี A9/1 ซ่ึงเป็นแบคทีเรีย P. mirabilis โดยสามารถยอ่ยสลาย PAHs ชนิดต่างๆไดแ้ก่ Napthalene, 

Phenanthrene, Pyrene และ Benzo[a]pyrene ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 200 ppm จนลดลงเหลือ 73, 98, 101 และ 
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98 ppm ตามลาํดบั ซ่ึงตรงกบัรายงานของ Taoufik et al., (2004) ท่ีระบุวา่ P.  mirabilis มีความสามารถใน

การย่อยสลาย PAHs ชนิด Benzene Toluene และ Napthalene เป็นแหล่งคาร์บอนได ้และสอดคลอ้งกบั

งานวจิยัก่อนหนา้ของ Ceyman (2012) เช่นกนัท่ีพบวา่แบคทีเรียชนิด Proteus sp. มีความสามารถในการยอ่ย

สารประกอบโพลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนชนิด Pyrene ได ้ส่วนไอโซเลตท่ี B3/2 ซ่ึงเป็นแบคทีเรีย 

P. macerans เช่นเดียวกนัท่ีมีความสามารถในการลดความเขม้ขน้ของ 200 ppm Benzo[a]pyrene ในอาหาร

เหลวจาก 200 ppm ลดลงเหลือ 74 ppm  

นอกจากน้ียงัมีงานวิจยัหลายช้ินระบุตรงกบัผลการทดลองน้ีท่ีวา่ B. subtilis มีความสามารถในการ

ยอ่ยสลาย PAHs  ได ้B. subtilis เป็นจุลินทรียท่ี์เจริญไดท้ั้งในภาวะท่ีมีและไม่มีอากาศ โดย Bayoumi et al., 

(2009) ไดท้าํการศึกษาแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอ่ยสลาย PAHs  ในตวัอยา่งดินท่ีมีการปนเป้ือน

นํ้ ามนัในบริเวณโรงกลัน่นํ้ ามนั และพบวา่มี 6 สายพนัธ์ุท่ีสามารถยอ่ยสลายนํ้ ามนัได ้แบคทีเรียดงักล่าวอยู่

ในกลุ่มของ Bacillus firmus  APIS272, Bacillus licheniformis APIS473, Bacillus subtilis SBS26, 

Burkholderia cepacia DAFS11, Micrococcus lylae SBS661 และ Pseudomonas alcaligenes DAFS331 โดย

เป็นแบคทีเรียในกลุ่มของ Bacillus จาํนวน 3 สายพนัธ์ุ โดย B. firmus APIS272 สามารถย่อยสลาย 

Acenaphthylene Anthracene และ Benzo[b]fluoranthreneไดอ้ย่างสมบูรณ์ โดยใช้เวลา 21 วนั ภายใต ้

mesophilic condition  

 ผลการถูกยอ่ยสลายของ PAHs โดยแบคทีเรียดีไนทริไฟอ้ิงจากการทดลองพบวา่จาํนวนวงเบนซีนมี

ผลต่อการถูกยอ่ยสลาย โดย PAHs ท่ีมีองค์ประกอบเป็นจาํนวนวงเบนซีนท่ีมากกว่าจะถูกยอ่ยสลายไดช้้า 

และเห็นไดว้่า Napthalene ท่ีมีจาํนวนวงเบนซีน 2 วง ถูกย่อยสลายไดดี้กว่า Phenanthrene, Pyrene และ 

Benzo[a]pyrene ท่ีมีวงเบนซีนเป็นองค์ประกอบจาํนวน 3 วง 4 วง และ 5 วง ตามลาํดบั สอดคลอ้งกบังาน

ของ Mrozik et al., (2003) และ Oleszczuk and Baran (2003) ท่ีกล่าววา่จาํนวนวงเบนซีนและนํ้ าหนกั

โมเลกุลท่ีเพิ่มมากข้ึนนั้นส่งผลต่อความสามารถในการละลายนํ้ าและความทนทานต่อการถูกยอ่ยสลายของ 

PAHs  

 แต่ท่ีเห็นชดัเจนคือ แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการลดปริมาณ PAHs ทุกชนิดท่ีนาํมาทดสอบ

สามารถเพิ่มความสามารถในการละลายของ PAHs ทุกชนิด โดยเฉพาะชนิดท่ีมีโครงสร้างของวงเบนซีน 

หลายวงเช่น 5 วง ซ่ึงสามารถสังเกตเห็นไดด้ว้ยตาเปล่าว่าตะกอนของ PAHs ท่ีตกตะกอนอยู่ขา้งใตข้วด

หายไปหลังจากการเล้ียงบ่มด้วยแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส ท่ี 8 วนัทุกไอโซเลตแสดง

ความสามารถในการยอ่ย 200 ppm Pyrene ไดดี้ท่ีสุด คือ 140 ppm ท่ีเวลา 8 วนั อยา่งไรก็ตาม ความสามารถ

ในการใช้ Benzo[a]pyrene ยงัไม่สามารถสรุปผลท่ีชัดเจนได้ เช่น ไอโซเลต B3-1 ท่ีพบปริมาณ 

Benzo[a]pyrene ไม่คงท่ี อาจเน่ืองมาจากคุณสมบัติของแบคทีเรียเอง หรือปัญหาการละลายของ 

Benzo[a]pyrene ในอาหารท่ีไม่สมํ่าเสมอ ส่งผลใหก้ารวเิคราะห์มีขอ้จาํกดัก็เป็นไปได ้
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4.6  ข้อเสนอแนะ 

1. การศึกษาการยอ่ยสลายสารประกอบ PAHs ดว้ยจุลิทรียผ์สม (Mixed culture) ท่ีคดัแยกได ้อาจทาํให้

การยอ่ยสลายเกิดไดเ้ร็วและมากยิง่ข้ึน 

2. หากสามารถนาํผลการทดลองในหอ้งปฏิบติัการไปประยุกต์ใช้ในพื้นท่ีท่ีปนเป้ือนสารประกอบโพลิ

ไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน จะทาํให้งานมีความสมบูรณ์มากยิ่งข้ึน แต่อยา่งไรก็ตาม ยงัมีปัจจยั

อ่ืนๆอีกมาก ท่ีส่งผลต่อประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสารประกอบน้ี จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป  
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ภาคผนวก 

 

ภาคผนวก ก.  ความสามารถในการละลายของสารประกอบ PAHs 

 

สารประกอบ PAHs ทั้ง 4ชนิด คือ Naphthalene, Phenanthrene, Pyrene และ Benzo[a]pyrene 

สามารถละลายนํ้าไดค้่อนขา้งนอ้ย จึงเกิดตะกอนท่ีกน้ภาชนะในอาหารเล้ียงเช้ือ แสดงดงัภาพท่ี ก-1 

การละลายของ PAHs ทั้ง 4 ชนิดท่ีความเขม้ขน้ 200 ppm ในอาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือมีการลงเช้ือท่ีความ

เขม้ขน้ 5% เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ใส่เช้ือ   แสดงดงัภาพท่ี 4.12 ถึง 4.16 

 

 
 

ภาพที่ 4.13 ความสามารถในการละลายของ PAHs ทั้ง 4 ชนิดคือ Naphthalene, Phenanthrene, Pyrene และ 

Benzo[a]pyreneท่ีความเขม้ขน้ 200 ppmในอาหารเล้ียงเช้ือ 
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ภาพที่ 4.14 สภาพการละลายของ PAHs ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช้แหล่งคาร์บอนคือ Naphthalene ท่ีความ

เขม้ขน้ 200 ppm เม่ือมีการลงเช้ือท่ีความเขม้ขน้ 5% (ซ้าย) เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ใส่

เช้ือ (ขวา) เป็นเวลา 8 วนั ท่ี 37 องศาเซลเซียส 

 

 



4-45 

 

 

 
ภาพที่ 4.15 สภาพการละลายของ PAHs ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช้แหล่งคาร์บอน คือPhenanthrene ท่ีความ

เขม้ขน้ 200 ppm เม่ือมีการลงเช้ือท่ีความเขม้ขน้ 5% (ซ้าย) เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ใส่

เช้ือ (ขวา) เป็นเวลา 8 วนั ท่ี 37 องศาเซลเซียส 
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ภาพที ่4.16 สภาพการละลายของ PAHs ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชแ้หล่งคาร์บอนคือ Pyrene ท่ีความเขม้ขน้ 200 

ppm เม่ือมีการลงเช้ือท่ีความเขม้ขน้ 5% (ซ้าย) เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ใส่เช้ือ (ขวา) เป็น

เวลา 8 วนั ท่ี 37 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 4.17 สภาพการละลายของ PAHs ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชแ้หล่งคาร์บอนคือ Benzo[a]pyrene ท่ีความ

เขม้ขน้ 200 ppm เม่ือมีการลงเช้ือท่ีความเขม้ขน้ 5% (ซา้ย) เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ใส่เช้ือ 

(ขวา) เป็นเวลา 8 วนั ท่ี 37 องศาเซลเซียส 
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2. เสนอผลงานรูปแบบ poster เร่ือง The screening of denitrifying bacteria from marine sediment 
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