
 
บทท่ี 3 

ระเบียบวิธีวิจัย 
 
3.1 กรอบการวิจัย 

งานวิจัยนี้สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ส่วน  ดังกรอบแนวคิดของงานวิจัยที่แสดงในภาพที่ 3.1  ใน
ส่วนแรกเป็นการคัดแยกกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการก าจัดสารโพรฟีโนฟอสเพื่อใช้ในการเติม
เซลล์ (bioaugmentation)  จากนั้นจึงน ากลุ่มจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากส่วนที่หนึ่งมาศึกษาการย่อย
สลายสารโพรฟีโนฟอสภายใต้สภาวะที่ได้รับการกระตุ้นทางชีวภาพ (biostimulation)  แล้วจึงสาธิต
การใช้จุลินทรีย์ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการก าจัดสารโพรฟีโนฟอสในน้ าใต้ดิน   
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ภาพที่ 3.1 กรอบแนวคิดงานวิจัย 

Enrichment of bioaugmented profenofos-degrading 
mixed cultures (PFMC) 

 To enrich  PFMC from contaminated soil 
 To study PFMC growth  
 To study profenofos degradation kinetics 

by PFMC  

Determination of potential co-substrate for 
biostimulation 

 To study PFMC growth in presence of 
sodium succinate, sodium acetate, and 
glucose 

 To examine profenofos degradation in 
presence of sodium succinate, sodium 
acetate, and glucose 

 To investigate profenofos degradation under selected conditions (only bioaugmentation and stimulatd 
bioaugmentation) at different groundwater flow rates 

Characterization of bioaugmented PFMC 

 To isolate pure cultures from PFMC 
 To test profenofos-degrading ability  
 To identify 16S rDNA of isolates  
 To determine profenofos degradation 

kinetics by selected isolates 

Optimization of potential co-substrate for biostimulation 

 To study PFMC growth in presence of 
selected co-substrate at different 
concentrations 

 To examine profenofos degradation in 
presence of selected co-substrate at 
different concentrations 

 

Part 1: Enrichment of bioaugmented profenofos-degrading mixed cultures (PFMC) 
 

Part 2: Optimization of PFMC stimulated bioaugementation for profenofos degradation 
 

Part 3: Demonstration of profenofos bioremediation by stimulated PFMC bioaugmentation 
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3.2 วิธีด าเนินการวิจัย 

งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาในระดับห้องปฏิบัติการโดยศึกษาทดลองท่ีภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะ
วิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี  และภาคชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัยมีการเก็บข้อมูลและตัวอย่างดินจากแปลงปลูกพริก ต าบลหัวเรือ อ าเภอเมือง จังหวัด
อุบลราชธานี  การด าเนินงานแบ่งออกเป็น 5 ช่วง คือ 

1. การศึกษาและรวบรวมข้อมูลที่เก่ียวข้อง  โดยขั้นตอนนี้เป็นการรวบรวมข้อมูลทฤษฎี การ
งานวิจัยที่เกี่ยวข้องในอดีต 

2. การออกแบบการทดลอง ขั้นตอนนี้เป็นการวางแผนและออกแบบการทดลอง  โดยมุ่งเน้นให้
ออกแบบให้ครอบคลุมวัตถุประสงค์ของการศึกษาทั้งหมด  และมีชุดเปรียบเทียบเพ่ือสามารถ
บ่งชี้ความเชื่อมั่นของผลการศึกษาได้ 

3. การทดลองและการอภิปรายผล  ขั้นตอนนี้เป็นการทดลองตามแผนการที่วางไว้  และ
วิเคราะห์ผลการศึกษา  ค านวณหาค่าจลนพลศาสตร์ 

4. สรุปผลการศึกษา ขั้นตอนนี้เป็นการสรุปผลการศึกษาทั้งหมด  และเสนอแนะแนวทางใน
การศึกษาต่อในอนาคต 

5. การเผยแพร่ผลงานและการประยุกต์ใช้ในอนาคต  ผลการศึกษานี้จะได้น าเสนอให้ชุมชน  
นอกจากนี้ผลการศึกษายังจะได้รับการเผยแพร่ในวงการวิชาการผ่านทางการประชุมวิชาการ 
หรือบทความวิจัยในวารสารวิชาการได้ต่อไป 
 

การทดลองแบ่งออกเป็น 3 ขั้นตอนหลักตามกรอบการวิจัย อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการ
ทดลอง มีรายละเอียด ดังนี้ 
 

1. เครื่องแก้วที่ใช้ในการทดลอง 
2. เครื่องวัดค่าพีเอช 
3. ตู้อบ 
4. เครื่องเขย่า 
5. ชุดอุปกรณ์ส าหรับวัดค่าซีโอดี 
6. ชุดอุปกรณ์ส าหรับวัดค่าของแข็ง 
7. ชุดอุปกรณ์ส าหรับการวิเคราะห์ดีเอ็นเอ 
8. เครื่องแก็สโครมาโตรกราฟี (gas chromatography) 
9. เครื่องสเปคโตรเมทรี (spectrometer) 
10. ชุดคอลัมน์และอุปกรณ์ส าหรับการสาธิตการฟ้ืนฟูพ้ืนที่ 
11. ถังปฏิกรณ์  สารเคมี และวัสดุที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อ 
12. สารเคมีและวัสดุที่ใช้ในการวิเคราะห์ค่าซีโอดี 
13. สารเคมีและวัสดุที่ใช้ในการวิเคราะห์ค่าของแข็ง 
14. สารเคมีและวัสดุที่ใช้ในการวิเคราะห์สารโพรฟีโนฟอส ซึ่งประกอบด้วย สารมาตรฐาน  

วัสดุและสารเคมีส าหรับการสกัดสาร  วัสด ุ สารเคมีและแก็สส าหรับการวิเคราะห์ด้วย
เครื่องแก็สโครมาโตรกราฟี 
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15. สารเคมีและวัสดุที่ใช้ในการวิเคราะห์ดีเอ็นเอ ซึ่งประกอบด้วย ชุดสกัดดีเอ็นเอ ชุดเพ่ิม
จ านวนดีเอ็นเอด้วยวิธีการพีซีอาร์ และชุดตรวจระบุโครงสร้างดีเอ็นเอ 

 
 

3.2.1 วิธีการคัดแยกกลุ่มจุลินทรีย์ส าหรับการเติมเซลล์และศึกษาลักษณะการย่อยสลาย
สารโพรฟีโนฟอสของจุลินทรีย์ที่ถูกเติม   

 
ในขั้นตอนนี้แยกภาระงานออกเป็น 2 ขัน้ตอนหลัก คือ การคัดแยกกลุ่มจุลินทรีย์จากดิน

ที่มีการปนเปื้อนสารโพรฟีโนฟอส  แล้วศึกษาลักษณะการย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอสของกลุ่ม
จุลินทรีย์ดังกล่าว (ครอบคลุมจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตและการย่อยสลายของสาร) แล้วจากนั้น
ในขั้นตอนต่อมาจึงคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์บริสุทธิ์เพ่ือระบุลักษณะของกลุ่มจุลินทรีย์  ในแต่ละข้ันตอน
ย่อยมีวิธีการดังนี้ 

 
3.2.1.1 การคัดแยกกลุ่มจุลินทรีย์และศึกษาลักษณะการย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอส 

 การเก็บและเตรียมตัวอย่างดิน ตัวอย่างดินที่ใช้ในการทดลอง เก็บจาก
บริ เวณแปลงปลูกพริกในพ้ืนที่ต าบลหัวเรือ อ า เภอเมือง จั งหวัด
อุบลราชธานี  จากนั้นเตรียมตัวอย่างดินโดยเริ่มต้นจากการชั่งดินที่ผ่าน
การคัดแยกหินและเศษใบไม้แล้วจ านวน 500 กรัม จากนั้นร่อนดินผ่าน
ตะแกรง (รูพรุน 0.5 มิลลิเมตร) แล้วจึงเก็บแช่ตัวอย่างดินไว้ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส      
 

 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการคัดแยก อาหารเลี้ยงเชื้อเอ็มเอสเอ็ม
ชนิดเหลว (Minimal Salt Medium; MSM) เป็นอาหารที่ใช้ในการคัด
แยกและปรับสภาพเพ่ือให้ได้กลุ่มจุลินทรีย์ที่มีความคงตัว (stable mixed 
cultures) สูตรอาหารประกอบด้วย  NaHPO4 5.8 กรัม  KH2PO4 3.0 
กรัม  NaCl 0.5 กรัม NH4Cl 1 กรัม และ MgSO4 0.25 กรัม ซึ่งละลายใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer) ความเข้มข้น 10  
มิลลิโมลาร์ อาหารเลี้ยงเชื้อเอ็มเอสเอ็มที่ใช้ต้องผ่านการฆ่าเชื้อด้วยหม้อ
นึ่งฆ่าเชื้อความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 
นาที  รอให้เย็นจึงเติมสารโพรฟีโนฟอสที่ผ่านการฆ่าเชื้อโดยการกรองผ่าน
เมมเบรน 0.20 ไมโครเมตร  ส่วนอาหารเลี้ยงเชื้อเอ็มเอสเอ็มชนิดแข็งมี
สูตรเช่นเดียวกับชนิดเหลว  แต่มีผงวุ้น (bacto agar) เป็นส่วนผสมร้อย
ละ 2 (รายละเอียดแสดงไว้ในภาคผนวก ก) 
 

 การคัดแยกกลุ่มจุลินทรีย์ที่ย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอส การคัดแยกกลุ่ม
จุลินทรีย์ที่ย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอสจากตัวอย่างดิน เป็นการคัดแยกโดย
เทคนิคการขยายเชื้อ (culture enrichment technique) โดยใช้ตัวอย่าง
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ดินที่ปนเปื้อนสารก าจัดแมลงจากแปลงเพาะปลูกพริก จ านวน 20 กรัม  
เติมลงในขวดรูปชมพู่ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเอ็มเอสเอ็มชนิดเหลวมี
ส่วนประกอบของโพรฟีโนฟอส เข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งเป็นระดับ
ความเข้มข้นสารละลายน้ าได้สูงสุด ใช้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร หุ้มชุด
ทดลองด้วยอลูมิเนียมฟอล์ย เพ่ือป้องกันการย่อยสลายเนื่องจากแสง 
จากนั้นน ามาเพาะเลี้ยงในสภาวะควบคุมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่ง
เป็นอุณหภูมิโดยประมาณในบรรยากาศของไทย    โดยใช้ตู้บ่มแบบเขย่า
ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 14 วัน จากนั้นจึงถ่ายเชื้อโดยใช้ปิ
เปตดูดตัวอย่างจากชุดทดลองเดิมใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิมร้อยละ 
5 โดยปริมาตร น ามาเพาะเลี้ยงในที่สภาวะเดิม เป็นเวลา 14 วัน และถ่าย
เชื้อที่สภาวะเดิมซ้ า 5 ครั้ง จนกว่าจะได้สารละลายที่มีลักษณะใส
ปราศจากดิน (soil free solution) ซึ่งคาดว่ามีกลุ่มจุลินทรีย์ที่สามารถ
ทนต่อสภาพที่มีสารก าจัดแมลงโพรฟีโนฟอสได้และมีความคงตัว (stable 
mixed culture) (รายละเอียดแสดงไว้ในภาคผนวก ก) 
 

 การศึกษาลักษณะการย่อยสลายของกลุ่มจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้    เริ่มต้น
โดยเติมเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ ใช้อัตราส่วนร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเอ็มเอสเอ็มชนิดเหลว ที่มีส่วนผสมของสารโพรฟีโน
ฟอสเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร น ามาเพาะเลี้ยงในตู้บ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส  ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที  เป็นระยะเวลา 14 วัน   
เก็บตัวอย่างจากชุดทดลองเป็นเวลาต่อเนื่อง 2 วันต่อครั้ง   เพ่ือน ามา
วิเคราะห์หาจ านวนเซลล์และสารโพรฟีโนฟอสคงเหลือ   
 

 การค านวณจลนพลศาสตร์ของการเจริญเติบโตและจลนพลศาสตร์การ
ย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอส การศึกษาจลนพลศาสตร์ของการเจริญเติบโต
ของกลุ่มจุลินทรีย์ที่ย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอสเป็นการศึกษาถึง
ความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนเซลล์จุลินทรีย์ที่เพิ่มขึ้น เมื่อเวลาผ่านไป และ
น าข้อมูลการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ในระยะเพ่ิมจ านวน (log phase) 
มาค านวณค่าอัตราการเจริญเติบโตและการย่อยสลายสาร  
 

 วิธีการวิเคราะห์ การวิเคราะห์จ านวนเซลล์จุลินทรีย์ใช้เครื่องสเปคโตรเมท
รีหรือการนับจ านวนด้วยการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง  ส่วนการ
วิเคราะห์สารโพรฟีโนฟอสคงเหลือใช้เครื่องแก็สโครมาโตรกราฟีตาม
วิธีการมาตรฐานของ US (วิธีการวิเคราะห์แสดงไว้ในภาคผนวก ก) 
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3.2.1.2 การคัดแยกจุลินทรีย์บริสุทธิ์และศึกษาลักษณะการย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอส 

 
 การคัดแยกจุลินทรีย์ที่ย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอส การคัดแยกจุลินทรีย์ที่

ย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอสจากกลุ่มจุลินทรีย์โดยเทคนิคการเขี่ยเชื้อ 
(streak plate technique) จนกระทั่งได้โคโลนีเดี่ยว จากนั้นจึงน าไป
ระบุสายพันธุ์ 
 

 การระบุสายพันธุ์จุลินทรีย์ เริ่มต้นด้วยการสกัดดีเอ็นเอจากจุลินทรีย์  
จากนั้นเพ่ิมจ านวน 16S rDNA ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction; PCR) จากนั้นจึงน าไประบุโครงสร้างดี
เอ็นเอ (sequence) สุดท้ายจึงน ามาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลดีเอ็นเอซึ่ง
อยู่ใน GenBank เพ่ือระบุสายพันธุ์จุลินทรีย์ (รายละเอียดแสดงไว้ใน
ภาคผนวก ก) 
 

 การระบุความสามารถการย่อยสลายของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้    เริ่มต้น
โดยเติมเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ ใช้อัตราส่วนร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเอ็มเอสเอ็มชนิดเหลว ที่มีส่วนผสมของสารโพรฟีโน
ฟอสเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร น ามาเพาะเลี้ยงในตู้บ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส  ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที  เป็นระยะเวลา 4 วัน   
เก็บตัวอย่างจากชุดทดลองวันสุดท้าย เพ่ือน ามาวิเคราะห์หาสารโพรฟีโน
ฟอสเปรียบเทียบกับวันแรก  โดยจุลินทรีย์ที่สามารถก าจัดสารโพรฟีโน
ฟอสได้จะได้น ามาศึกษาในขั้นตอนต่อไป 
 

 การศึกษาลักษณะการย่อยสลายของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้    เริ่มต้นโดย
เติมเชื้อจุลินทรีย์โดยใช้อัตราส่วนร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อเอ็มเอสเอ็มชนิดเหลว ที่มีส่วนผสมของสารโพรฟีโนฟอสเข้มข้น 20 
มิลลิกรัมต่อลิตร น ามาเพาะเลี้ยงในตู้บ่มเขย่าที่ อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที  เป็นระยะเวลา 4 วัน   เก็บ
ตัวอย่างจากชุดทดลองเป็นเวลาต่อเนื่อง 2 วันต่อครั้ง   เพ่ือน ามา
วิเคราะห์หาจ านวนเซลล์และสารโพรฟีโนฟอสคงเหลือ   
 

 การค านวณจลนพลศาสตร์ของการเจริญเติบโตและจลนพลศาสตร์การ
ย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอส การศึกษาจลนพลศาสตร์ของการเจริญเติบโต
ของจุลิ นทรีย์ที่ ย่ อยสลายสารโพรฟี โนฟอสได้ เป็นการศึกษาถึ ง
ความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนเซลล์จุลินทรีย์ที่เพิ่มขึ้น เมื่อเวลาผ่านไป และ
น าข้อมูลการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ในระยะเพ่ิมจ านวน (log phase) 
มาค านวณค่าอัตราการเจริญเติบโตและการย่อยสลายสาร 
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 การศึกษาการย่อยสลายสารก าจัดศัตรูพืชออร์แกนโนฟอสฟอรัสชนิดอ่ืน

โดยจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้    เริ่มต้นโดยเติมเชื้อจุลินทรีย์โดยใช้อัตราส่วน
ร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเอ็มเอสเอ็มชนิดเหลว ที่มี
ส่วนผสมของสารคลอร์ไพรีฟอสและไดโครโตฟอส (สารก าจัดศัตรูพืช
ออร์แกนโนฟอสฟอรัสชนิดอ่ืนที่พบการใช้และการปนเปื้อนร่วมกับสาร
โพรฟีโนฟอส)  เข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร น ามาเพาะเลี้ยงในตู้บ่มเขย่าที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที  เป็น
ระยะเวลา 4 วัน   เก็บตัวอย่างจากชุดทดลองเพ่ือน ามาวิเคราะห์หา
จ านวนเซลล์และสารคงเหลือ 
 

 วิธีการวิเคราะห์ การวิเคราะห์จ านวนเซลล์จุลินทรีย์ใช้เครื่องสเปคโตรเมท
รีหรือการนับจ านวนด้วยการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง  ส่วนการ
วิเคราะห์สารโพรฟีโนฟอสคงเหลือใช้เครื่องแก็สโครมาโตรกราฟีตาม
วิธีการมาตรฐานของ US EPA  (วิธีการวิเคราะห์แสดงไว้ในภาคผนวก ก) 

 
 
3.2.2 วิธีการศึกษาการกระตุ้นการย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอสโดยใช้กระบวนการเมตาโบลิ

ซึมร่วม 
 

ในขั้นตอนนี้แยกภาระงานออกเป็น 2 ขั้นตอนหลัก คือ การศึกษาหาสารอาหารร่วมที่
ส่งเสริมให้เกิดกระบวนการเมตาโบลิซึมร่วมได้ โดยในการศึกษาครอบคลุมผลต่อการเจริญเติบโตของ
กลุ่มจุลินทรีย์และความสามารถในการย่อยสลายสาร  แล้วคัดเลือกสารอาหารร่วมที่เหมาะสมที่สุด  
ในขั้นตอนต่อมาจึงศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารอาหารร่วมและสารโพรฟีโน
ฟอสในการเกิดกระบวนการเมตาโบลิซึมร่วม   ในแต่ละข้ันตอนย่อยมีวิธีการดังนี้ 

 
3.2.2.1 การศึกษาหาสารอาหารร่วมที่ส่งเสริมกระบวนการเมตาโบลิซึมร่วม 

 
 การศึกษาลักษณะการย่อยสลายโดยใช้สารอาหารร่วมแตกต่ างกัน    

เริ่มต้นโดยเติมเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ใช้อัตราส่วนร้อยละ 5 โดย
ปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเอ็มเอสเอ็มชนิดเหลว ที่มีส่วนผสมของสาร
โพรฟีโนฟอสเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีสารอาหารร่วมแตกต่าง
กัน ซึ่งได้แก่ โซเดียมอะซิเตท โซเดียมซักซิเนท และกลูโคส ที่มีความ
เข้มข้นของคาร์บอน 500 มิลลิกรัมต่อลิตร น ามาเพาะเลี้ยงในตู้บ่มเขย่าที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที  เป็น
ระยะเวลา 14 วัน   เก็บตัวอย่างจากชุดทดลองเป็นเวลาต่อเนื่อง เพ่ือ
น ามาวิเคราะห์หาจ านวนเซลล์  สารโพรฟีโนฟอสคงเหลือและค่าซีโอดี 
(บ่งชี้การใช้สารอาหารร่วม)  
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 การค านวณจลนพลศาสตร์ของการเจริญเติบโตและจลนพลศาสตร์การ

ย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอส การศึกษาจลนพลศาสตร์ของการเจริญเติบโต
ของกลุ่มจุลินทรีย์ที่ย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอสเป็นการศึกษาถึง
ความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนเซลล์จุลินทรีย์ที่เพิ่มขึ้น เมื่อเวลาผ่านไป และ
น าข้อมูลการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ในระยะเพ่ิมจ านวน (log phase) 
มาค านวณค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (specific growth rate) และ
เวลาที่จุลินทรีย์เพ่ิมจ านวนอีกหนึ่งเท่า (doubling time)     ผล
การศึกษาในขั้นตอนนี้จะได้ใช้เป็นแนวทางในการคัดเลือกสารอาหารร่วม
ที่เหมาะสม เพ่ือใช้ศึกษาในขั้นต่อไป 
 

 วิธีการวิเคราะห์ การวิเคราะห์จ านวนเซลล์จุลินทรีย์ใช้เครื่องสเปคโตรเมท
รีหรือการนับจ านวนด้วยการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง        ส่วนการ
วิเคราะห์สารโพรฟีโนฟอสคงเหลือใช้เครื่องแก็สโครมาโตรกราฟีตาม
วิธีการมาตรฐานของ US EPA  การวิเคราะห์ค่าซีโอดีวิเคราะห์เฉพาะซีโอ
ดีละลาย (soluble COD) ตามวิธีการมาตรฐาน (วิธีการวิเคราะห์แสดงไว้
ในภาคผนวก) 

   
3.2.2.2 การศึกษาความสัมพันธ์ของความเข้มข้นของสารอาหารร่วมและสารโพรฟีโน

ฟอสในกระบวนการเมตาโบลิซึมร่วม 
 

 การศึกษาลักษณะการย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอสที่ความเข้มข้นของสาร
และสารอาหารร่วมแตกต่างกัน    เริ่มต้นโดยเติมเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้
ใช้อัตราส่วนร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเอ็มเอสเอ็มชนิด
เหลว ที่มีส่วนผสมของสารโพรฟีโนฟอสเข้มข้น 0 5 10 และ 20 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และมีสารอาหารร่วมที่มีความเข้มข้นของคาร์บอน 50 100 500 
และ 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร น ามาเพาะเลี้ยงในตู้บ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส  ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที  เป็นระยะเวลา 14 วัน   
เก็บตัวอย่างจากชุดทดลองเป็นเวลาต่อเนื่อง เพ่ือน ามาวิเคราะห์หาจ านวน
เซลล์ สารโพรฟีโนฟอสคงเหลือ  และค่าซีโอดี (บ่งชี้การใช้สารอาหารร่วม)  
 

 การค านวณจลนพลศาสตร์ของการเจริญเติบโตและจลนพลศาสตร์การ
ย่อยสลายสารโพรฟีโนฟอส การศึกษาจลนพลศาสตร์ของการเจริญเติบโต
ของจุลิ นทรีย์ที่ ย่ อยสลายสารโพรฟี โนฟอสได้ เป็นการศึกษาถึ ง
ความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนเซลล์จุลินทรีย์ที่เพ่ิมข้ึน เมื่อเวลาผ่านไป และ
น าข้อมูลการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ในระยะเพ่ิมจ านวน (log phase) 
มาค านวณค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (specific growth rate)  
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 วิธีการวิเคราะห์ การวิเคราะห์จ านวนเซลล์จุลินทรีย์ใช้เครื่องสเปคโตรเมท
รีหรือการนับจ านวนด้วยการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง  ส่วนการ
วิเคราะห์สารโพรฟีโนฟอสคงเหลือใช้เครื่องแก็สโครมาโตรกราฟีตาม
วิธีการมาตรฐานของ US EPA  การวิเคราะห์ค่าซีโอดีวิเคราะห์เฉพาะซีโอ
ดีละลาย (soluble COD) ตามวิธีการมาตรฐาน (วิธีการวิเคราะห์แสดงไว้
ในภาคผนวก) 

 
 

3.2.3 วิธีการสาธิตการฟื้นฟูน  าใต้ดินที่ปนเปื้อนสารโพรฟีโนฟอสตามหลักการเติมเซลล์ที่
ถูกกระตุ้น 

 
ในขั้นตอนนี้เป็นการสาธิตการก าจัดสารโพรฟีโนฟอสในแบบจ าลองน้ าใต้ดิน ที่มีอัตรา

การซึมผ่าน (infiltration rate) แตกต่างกัน คือ 25 50 และ 100 เซนติเมตรต่อวัน (อัตราการไหล 
เท่ากับ 0.5 1.0 และ 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ซึ่งทดลองตามแนวทางของงานวิจัยในอดีต 
(Siripattanakul et al., 2009) การศึกษาเติมจุลินทรีย์และสารอาหารร่วมโดยอ้างอิงจากผลใน
ขั้นตอนที่ผ่านมา โดยในการศึกษาครอบคลุมการย่อยสลายสารและวิถีของการย่อยสลาย  โดยใน
ขั้นตอนนี้จะได้ศึกษาทั้งเปรียบเทียบ 1) การเติมเซลล์ 2) การเติมเซลล์ที่ถูกกระตุ้น และ 3) ชุด
ควบคุม (ไม่ได้ทั้งเซลล์และสารอาหารร่วม)  ณ อัตราการไหลของน้ าใต้ดินต่าง ๆ  

การทดลองสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ขั้นตอนหลัก ได้แก่ การเตรียมทราย การเตรียม
คอลัมน์ และการทดลองสาธิตการก าจัดสารโพรฟีโนฟอสในแบบจ าลองน้ าใต้ดิน ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้ 

 
 การเตรียมทราย การทดลองนี้ใช้ทรายซิลิก้าควอตซ์ เริ่มต้นจากการล้างทรายและ

ร่อนผ่านตะแกรง โดยทรายมีขนาด 0.25 ถึง 0.45 มิลลิเมตร จากนั้นน าไปอบฆ่า
เชื้อด้วยหม้อนึ่งไอน้ าที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ในการอบ
ฆ่าเชื้อจะท าซ้ า 3 ครั้ง ติดต่อกันเป็นเวลา 3 วัน (Siripattanakul et al., 2009) 
 

 การเตรียมแบบจ าลองคอลัมน์ คอลัมน์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3.2 เซนติเมตร 
ยาว 40 เซนติเมตร  ท าจากแก้ว (ซึ่งบรรจุทรายเต็มคอลัมน์) ที่ฆ่าเชื้อด้วยการล้าง
ด้วยไอโซโพรพานอล (isopropanol) ความเข้มข้นร้อยละ 70   คอลัมน์ต่อ
ประกอบกับปั้มสูบน้ าตัวอย่างที่ปนเปื้อนเข้าสู่คอลัมน์ดังภาพที่ 3.2 ในลักษณะไหล
ขึ้น (up-flow)  

 
 การทดลองสาธิตการก าจัดสารโพรฟีโนฟอสในแบบจ าลองน้ าใต้ดิน การทดลอง

เริ่มต้นจากทดสอบการไหลของน้ าและสารโพรฟีโนฟอสซึ่งเรียกว่า การทดสอบเทส
เซอร์ (tracer test) การทดสอบเทสเซอร์กระท าโดยการน าสารละลายแคลเซียม
คลอไรด์ 0.01 โมลาร์ ใส่ลงในถังเก็บน้ า   จากนั้นปั้มสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 
0.01 โมลาร์ เข้าสู่คอลัมน์ให้ไหลผ่านคอลัมน์จนเต็ม แล้วเพ่ิมความเข้มข้นของ
แคลเซียมคลอไรด์ในถังเป็น 0.05 โมลาร์ เก็บตัวอย่างน้ าที่ไหลผ่านคอลัมน์ตั้งแต่
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เริ่มเพ่ิมความเข้มข้นจนสารละลายในถังหมด น าตัวอย่างน้ าที่ไหลผ่านคอลัมน์ไป
วัดค่าการน าไฟฟ้า เพ่ือศึกษาลักษณะการเคลื่อนที่ของน้ าผ่านคอลัมน์ จากนั้น
ทดสอบการไหลของโพรฟีโนฟอสในลักษณะเดียวกันเพ่ือศึกษาการเคลื่อนที่ของ
สารผ่านคอลัมน์ 

 
ส าหรับการทดลองสาธิตการก าจัดสารโพรฟีโนฟอสในแบบจ าลองน้ าใต้ดิน เตรียม
คอลัมน์ 3 คอลัมน์ ซึ่งได้แก่ 1) คอลัมน์ที่เติมเซลล์เชื้อจุลินทรีย์ร้อยละ 5 โดย
ปริมาตรผสมกับทรายก่อนบรรจุลงในคอลัมน์ 2) คอลัมน์ที่เติมเซลล์เชื้อจุลินทรีย์
ร้อยละ 5 เช่นเดียวกับคอมลัมน์แรก และ 3) ชุดควบคุม (ไม่ได้ทั้งเซลล์และ
สารอาหารร่วม)  จากนั้นใช้ปั้มสูบน้ าใต้ดินที่ปนเปื้อนสารโพรฟีโนฟอสสังเคราะห์
เข้าสู่คอลัมน์ (โดยในคอลัมน์ที่ 2 มีการเติมสารอาหารร่วมด้วย) โดยควบคุมอัตรา
การไหลที่ 30 90 และ 180 มิลลิลิตรต่อวัน การทดลองวิเคราะห์ค่าซีโอดีและสาร
โพรฟีโนฟอสคงเหลือต่อเนื่อง เป็นปริมาตร 10 เท่าของปริมาตรชองว่าง (pore 
volume) 

 
 วิธีการวิเคราะห์ การวิเคราะห์สารโพรฟีโนฟอสคงเหลือใช้เครื่องแก็สโครมาโตรก

ราฟีตามวิธีการมาตรฐานของ US EPA  การวิเคราะห์ค่าซีโอดีวิเคราะห์เฉพาะซีโอ
ดีละลาย (soluble COD) ตามวิธีการมาตรฐาน (วิธีการวิเคราะห์แสดงไว้ใน
ภาคผนวก) 
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ภาพที่ 3.2 แบบจ าลองคอลัมน์ 
 

1 2 

3 
4 

   5 

1 = ถังใส่น้ าที่ปนเปื้อนโพรฟีโนฟอส 
2 = ปั๊ม 
3 = คอลัมน์ 
4 = ทรายควอตซ์ผสมเซลล์ 
5 = ขวดรูปชมพู่ 


