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วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงดวยความกรุณาอยางยิ่งของ รองศาสตราจารย ดร.สุเทพ 

ธนียวัน และรองศาสตราจารย ดร. กาญจณา จันทองจีน อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ ที่ไดให

วิชาการความรู คําแนะนําและขอคิดเห็นตางๆ ตลอดจนตรวจแกไขตนฉบับวิทยานิพนธ ผูวิจัยขอ

กราบขอบพระคุณอยางสูงไว ณ ที่นี้ 

            ขอกราบขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารย ดร.กอบชัย ภัทรกุลวณิชย ที่ไดใหวิชาการ

ความรู คําแนะนําและขอคิดเห็นตางๆโดยเฉพาะความรูดานการนําเทคนิค PCR-DGGE เขามาใช

ในงานวิจัย 

ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย  ดร.ไพเราะ  ปนพานิชการ  และอาจารย            

ดร.ปาหนัน เริงสําราญ ที่กรุณารับเปนประธานกรรมการและกรรมการในการสอบวทิยานพินธ และ

ใหความรู คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัย  ตลอดจนชวยตรวจแกไขวิทยานิพนธใหมีความสมบูรณยิ่งขึ้น 

 ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย จิราภรณ ธนียวัน เปนอยางสูง ที่กรุณา

อนุเคราะห Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1 สําหรับงานวิจัยนี้ 

            ขอขอบคุณ คุณทิมากร แสงดาํที่ใหความอนุเคราะหกลุมแบคทีเรีย STK สําหรับงานวิจัยนี ้

ขอกราบขอบพระคุณคณาจารยทุกทานในภาควิชาจุลชีววิทยาฯ ที่กรุณาใหความรู และ

คําแนะนําตางๆ แกผูวิจัยในการดําเนินการวิจัยจนสําเร็จลุลวงดวยดี 

ขอขอบคุณเจาหนาที่ในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกทาน ตลอดจนพี่ๆ เพื่อนๆ และนองๆ ทุก

คนที่มีสวนชวยเหลือและใหกําลังใจตลอดมา 

ขอกราบขอบพระคุณ ทุน 90 ป จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหการสนับสนุนเงินทุนการ

วิจัย 

สุดทายขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา ที่ใหการสนับสนุนและความชวยเหลือตลอดจน

ใหกําลังใจแกผูวิจัยเสมอมา 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 

 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ความเสื่อมโทรมของสภาวะแวดลอมสวนใหญมีผลมาจากมนุษยและวิถีการดํารงชีพของ

มนุษย มนุษยกอมลพิษในส่ิงแวดลอมดวยวิธีการตาง ๆ เชน การทิ้งขยะลงบนทองถนน การตอทอ

น้ําทิ้งในบานลงทอระบายน้ําสาธารณะโดยไมผานระบบบําบัด การทิ้งของเสียลงสูแมน้ําลําคลอง 

การใชสารเคมีที่มีพิษในการเกษตรกรรมมากเกินไป การเผาและการตัดไมทําลายปา และการทิ้ง

กากของเสียอันตรายสูสถานที่สาธารณะ เปนตน สิ่งตางๆเหลานี้กอมลพิษในส่ิงแวดลอมในรูป

มลพิษทางอากาศ ทางน้ําและทางดิน    

มลพิษ หมายถึง ภาวะของสภาพแวดลอมที่มีองคประกอบไมเหมาะตอการนํามาใช

ประโยชน แตกลับเปนพิษ หรือเปนอันตรายตอสุขภาพ หรือกอใหเกิดความรําคาญแกมนุษย เชน 

อากาศที่มีแกสตางๆ ที่เปนอันตรายตอสุขภาพ ดินที่มีการสะสมของยาฆาแมลงศัตรูพืชสูง น้ําที่มี

คราบน้ํามัน เปนตน สารที่เปนตนเหตุที่ทําใหเกิดมลพิษเรียกวาสารมลพิษ (กรมควบคุมมลพิษ, 

2548)  

สารมลพิษ คือ มลพิษหรือสารวัตถุอ่ืนใดก็ตามที่สรางอันตรายหรือความเปลี่ยนแปลงอัน

ไมเปนที่พึงพอใจใหกับส่ิงมีชีวิตตอประชากร ชุมชน หรือระบบนิเวศ เกินกวาสภาพที่จะสามารถ

พบโดยทั่วไปในสิ่งแวดลอม          

มลพิษทางอากาศ (air pollution) หมายถึง ภาวะอากาศที่มีสารเจือปนอยูในปริมาณที่สูง

กวาระดับปกติเปนเวลานานพอที่จะทําใหเกิดอันตรายแกมนุษย สัตว พืช หรือทรัพยสินตางๆ อาจ

เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ เชน ฝุนละอองจากลมพายุ ภูเขาไฟระเบิด แผนดินไหว ไฟไหมปา แกส

ธรรมชาติ อากาศเสียที่เกิดขึ้นโดยธรรมชาติ กรณีที่เกิดจากการกระทําของมนุษย ไดแก มลพิษ

จากทอไอเสียของรถยนต จากโรงงานอุตสาหกรรม จากกระบวนการผลิต จากกิจกรรมดาน

การเกษตร จากการระเหยของแกสบางชนิด ซึ่งเกิดจากขยะมูลฝอยและของเสีย เปนตน  

            โดยเฉพาะอยางยิ่งการเจริญเติบโตทางดานเศรษฐกิจอยางรวดเร็วจากภาคเกษตรกรรม

มาเปนภาคอุตสาหกรรม กรุงเทพมหานครซึ่งเปนศูนยกลางของแหลงธุรกิจและความเจริญมี

จํานวนประชากรเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว ผลที่ตามมาคือความตองการในการเดินทางและการขนสง

มากขึ้น ปญหาจราจรติดขัด นับวันจะทวีความรุนแรงมากยิ่งขึ้น ทําใหมีการเผาผลาญน้ํามันมาก

ขึ้น การสันดาปของน้ํามันเชื้อเพลิงท่ีไมสมบูรณและการปลดปลอยสารมลพิษทางทอไอเสียกอ
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ปญหามลพิษทางอากาศที่รุนแรงกวาในบริเวณที่มีการจราจรคลองตัว สารมลพิษที่ปลดปลอยสู

บรรยากาศที่เกิดจากการคมนาคมขนสง ไดแก แกสคารบอนมอนอกไซด ออกไซดของไนโตรเจน   

สารประกอบไฮโดรคารบอน ฝุนละอองขนาดเล็กกวา 10 ไมครอน สารตะกั่วและแกสซัลเฟอรได

ออกไซด นอกจากนี้มลพิษทางอากาศเกิดไดจากภาคอุตสาหกรรม โดยการเผาไหมของเชือ้เพลงิใน

กระบวนการผลิต ซึ่งสงผลกระทบตอคุณภาพอากาศและสุขอนามัยของประชาชนในชุมชน    

นอกจากอากาศแลวพบวาดินเปนแหลงรองรับของเสีย รองรับมลสารตางๆจากอากาศ จาก

กิจกรรมในชีวิตประจําวันของมนุษย โดยดินจะทําหนาที่ในการดูดซับมลสารตางๆ ซึ่งเปนการลด

มลพิษจากอากาศ แตหากดินไดรับมลสารมากเกินไป โดยเฉพาะอยางยิ่งมลสารที่ยอยสลายไมได

ปญหามลพษิทางดินจะเกิดขึ้น หนึ่งในมลสารที่จัดเปนของเสียอันตรายคือสารจําพวก ปโตรเลียม 

ผลิตภัณฑและของเสียจากสารกลุมนี้ ของเสียประเภทนี้มีสวนประกอบของสารอินทรียหลายชนิด 

หนึ่งในจํานวนนี้คือสารประกอบกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbons, PAHs) ซึ่งเปนสารที่ยอยสลายยากโดยธรรมชาติ สารจําพวกนี้บางชนิดสามารถ

กอมะเรง็และกอการกลายพันธุได ดังนั้นความรูความเขาใจเกี่ยวกับการบําบัดสาร PAHs ในดินจึง

เปนสิ่งจําเปนและมีความสําคัญ (กรมควบคุมมลพิษ, 2542)        

            การบําบัดโดยวิธีทางชีวภาพ (bioremediation) เปนการกําจัดสารประกอบอินทรียที่เปน

อันตรายตอส่ิงแวดลอมดวยวิธีทางชีวภาพ โดยจุลินทรียจะยอยสลายสารใหมีความเปนพิษ หรือ

อันตรายนอยลง (Wilson และ Jones, 1993) สามารถใชวิธีนี้ในการบําบัดปญหาในสิ่งแวดลอมซ่ึง

รวมถึงการบําบัดความเปนพิษของสาร PAHs การยอยสลายสารพิษดวยจุลินทรียเปนกระบวนการ

ที่นิยมใชในการลดการปนเปอนของสารตางๆรวมถึง PAHs ในดินและตะกอนดิน หากการยอยเกิด

อยางสมบูรณ (mineralization) จะไดคารบอนไดออกไซด น้ํา และพลังงานใชในการเจริญของ     

จุลินทรยี ซึ่งเปนสิ่งที่เปนที่ตองการมากที่สุด อยางไรก็ตามการสลาย PAHs บางชนิดอาจเปนการ

เปลี่ยนแปลงของโครงสรางบางสวน (partial transformation) กระบวนการยอยสลายอาจเกิดขึ้น

โดยจุลินทรียเพียงชนิดเดียว หรือโดยกลุมของจุลินทรีย (Gibson และ Subramanian, 1984)  

            การบําบัดทางชี วภาพสามารถทํา โดย  การ เติมจุลินทรียต างถิ่ น  (exogenous 

microorganisms) ที่มีสมบัติยอยสลาย  PAHs ลงในดินบริเวณนั้นได  (bioaugmentation)         

แตจุลินทรียตางถิ่นมักอยูรอดไดนอย เนื่องจากตองแขงกันเจริญกับจุลินทรียทองถิ่น (Wilson และ 

Jones, 1993) ในมุมกลับการกระตุนใหจุลินทรียทองถิ่น (indigenous microorganisms) ใน

บริเวณที่มีการปนเปอนใหมีประสิทธิภาพ (biostimulation) อาจเพิ่มกิจกรรมในการยอยสลายไดดี

ขึ้น ซึ่งทําไดโดยการเติมสารอาหารลงไปในดิน เชน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส (Atlas, 1991) หรือ

สารอนินทรีย (Cerniglia, 1993) และปรับภาวะใหเหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรีย 
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            รุจา   สารคุณ (2548) พบวาสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหชนิดไรประจุ Brij 35 Tween 80 

และ Triton X-100 ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายสาร PAHs ในสเลอรีดินไดดีเมื่อทํางาน

รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK ที่คัดแยกไดจากปุยหมักใบมะขาม ที่ประกอบดวยแบคทีเรียที่จัดอยูใน

จีนัส Zoogloea sp., Stenotrophomonas sp. และ Mesorhizobium sp. (ทมิากร แสงดํา, 2547) 

และไมมีผลกระทบดานลบตอการเจริญของกลุมแบคทีเรีย STK เนื่องจากสามารถทําใหกลุม

แบคทีเรีย STK เจริญไดดีเมื่อเปรียบเทียบกับชุดทดลองที่ไมมีการเติมสารลดแรงตึงผิวและพบวามี

การยอยสลาย PAHs ในวัฏภาคดินมากกวาวัฏภาคน้ํา ซึ่งอาจเกิดจากสารลดแรงตึงผิวชวยให

แบคทีเรียยึดติดกับอนุภาคดินที่มี PAHs ทาํใหลดระยะทางการแพรของ PAHs ใหสั้นลง โดยทําให

เซลลของแบคทีเรียมีสมบัติไมชอบน้ํา (Tang และคณะ, 1998; Poeton และคณะ, 1999) และทํา

ใหแบคทีเรียนําสารเขาสูเซลลไดดีกวาแบคทีเรียที่อยูในรูปอิสระ (Bastiean และคณะ, 2000) หรือ

การสัมผัสกับไมเซลลโดยตรงดวย cell envelope รวมกับการเกิด membrane fusion (Miller และ 

Bartha, 1989) รวมทั้งการท่ีกลุมแบคทีเรีย STK มีสมบัติไมชอบน้ําสูง  จึงคาดวามีบทบาทสําคัญ

ในการนําสารประกอบที่มีสมบัติไมชอบน้ําเขาสูเซลลได (ทิมากร แสงดํา, 2547)    

            เพื่อใหทราบและเขาใจวิธีการยอย PAHs ในดิน งานวิจัยนี้จึงไดศึกษาการยอยสลายสาร 

ไพรีนซึ่งเปนตัวแทนการยอยสลายสาร PAHs ในตัวอยางดิน โดยทําในระบบสเลอรีที่เติมกลุม

แบคทีเรีย STK ที่มีความสามารถในการยอยสาร PAHs รวมกับการเติมสารลดแรงตึงผิวเพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพการยอย และปรับภาวะใหมีความเหมาะสมตอการเจริญและการสลายไพรีนของ

กลุมแบคทีเรีย 
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
 ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายสารไพรีนในดิน โดยกลุมแบคทีเรีย STK 

รวมกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหหรือสารลดแรงตึงผิวชีวภาพหรือแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 สามารถทราบและไดวิธีการสลายไพรีนในดินดวยกลุมแบคทีเรีย STK ที่เสริมการทํางาน

ดวย สารจําพวกลดแรงตึงผิว ทั้งชนิดสังเคราะห, ชนิดชีวภาพ และจุลินทรียที่สรางสารประเภทนี้

สําหรับใชเปนแนวทางในการนําไปประยุกตบําบ ัดสาร PAHs ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอมไดตอไป 

 



บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 
 

สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbons, PAHs) เปนสารประกอบอินทรียที่พบปนเปอนกระจายอยูทั่วไปในส่ิงแวดลอมทั้ง

ในแหลงน้ํา ดิน และ อากาศ ซึ่งสารนี้มีโครงสรางของคารบอนและไฮโดรเจนรวมกันเปนวงอะโร

มาติกเบนซีนมาเชื่อมตอกันเปนเสนตรง (linear) เปนมุมงอ (angular) หรือเปนกลุม (cluster) 

ตั้งแต 2 วงขึ้นไป ซึ่งโครงสรางดังกลาวมีสวนทําใหสารประกอบแตละชนิดมีความคงทนแตกตาง

กันไป สามารถแบง PAHs ตามโครงสรางทางเคมีไดเปน 2 กลุมใหญ คือ PAHs ที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลตํ่า (low molecular weight PAHs, LMW PAHs) ซึ่งเปนสารที่มีวงแหวนเบนซีนนอยกวา 

4 วง และ PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง (high molecular weight PAHs, HMW PAHs) ซึ่งมีวง

แหวนเบนซีนตั้งแต 4 วงขึ้นไป (Kanaly และ Harayama, 2000) การจัดเรียงตัวของวงเบนซีน              

ในโครงสรางทางเคมีของ PAHs มีสวนทําให PAHs แตละชนิดมีความคงทนตอการสลายแตกตาง

กัน โดยสารที่เรียงตัวเปนเสนตรงจะมีความคงทนตอการสลายนอยกวาที่เรียงตัวเปนมุมงอและ

เรียงตัวเปนกลุม ตามลําดับ (Blumer, 1976) 

สาร PAHs พบไดทั่วไปในส่ิงแวดลอมโดยมีแหลงกําเนิดตางๆ เชน จากการเผาไหมของ

เชื้อเพลิงฟอสซิลที่ไมสมบูรณ จากกระบวนการอุตสาหกรรม การเผาไหมเชื้อเพลิงของกิจกรรม

ตางๆ ไดแก รถยนต การเผาขยะมูลฝอย การผลิตกระแสไฟฟาโดยใชถานหินเปนเชื้อเพลิง 

แหลงกําเนิดจากธรรมชาติ เชน ไฟปา เปนตน จากกิจกรรมตางๆเหลานี้ของมนุษยทําใหสาร 

PAHs แพรกระจายสูสิ่งแวดลอมและอาจเปนผลเสียตอการดํารงชีวิตของมนุษย อีกทั้งยังมี

ผลกระทบตอระบบนิเวศในธรรมชาติอีกดวย 

ตัวอยางสารประกอบ PAHs ที่พบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอม (Sofia และคณะ, 2007) ดัง

แสดงในตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1 ประเภทสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาตกิไฮโดรคารบอน  

 

สองวงเบนซีน สามวงเบนซนี สี่วงเบนซีน หาวงเบนซีน หกวงเบนซีน 

Naphthalene Biphenylene Fluoranthene 
Benzo(b)fluoran 

thene 

Benzo(g,h,i) 

perylene 

2-Methylnaphtha 

lene 

Acenaphthy 

lene 
Pyrene 

Benzo(k)fluoran 

thene 

Indeno(c,d) 

pyrene 

1-Methylnaphtha 

lene 
Acenaphthene Chrysene Benzo(e)pyrene  

2,6-Dimethylnaph 

thalene 
Fluorene 

Benzo(a) 

anthracene 
Benzo(a)pyrene  

2,3,5-Trimethyl 

naphthalene 
Anthracene  Perylene  

 Phenanthrene  
Dibenz(a,c) 

anthracene 
 

 
1- Methylphe 

nanthrene 
   

 

2.1 การเขาสูรางกายของสาร PAHs  

สาร PAHs เขาสูรางกายได 3 ทางคือ  

            1.  ทางจมกู มนุษยเราไดรับสาร PAHs เขาสูรางกายไดโดย การสูดดมเอาควันบหุร่ี หรือ

อากาศที่เปนมลพิษเขาไป (Lin และคณะ, 2001) ผลคือละอองของสารพิษปะปนเขาไปกับลม

หายใจ ซึง่กอใหเกิดอาการเจบ็ปวยแบบเรื้อรังตามมา 

            2.  ทางปาก เขาสูรางกายโดยการรับประทานอาหารที่ปนเปอน PAHs เชน อาหารประเภท

ผัด หรือทอดทีใ่ชความรอนสงู หรืออาหารที่ไหม (Perfetti  และคณะ, 1992; Saxton และคณะ, 

1993) หรืออาจจะเขาปากโดยความสะเพรา เชน ใชมือที่เปอนสาร PAHs หยิบอาหารเขาปาก เปน

ตน  
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            3.  ทางผวิหนัง เกิดจากการสัมผัสหรือจับตองสาร PAHs และบุคคลที่มีความเสี่ยงตอการ

สัมผัสกับสาร PAHs  คือบุคคลที่อยูในพื้นที่อุตสาหกรรมตางๆ (Thakker และคณะ, 1985; Dipple 

และคณะ, 1990) เนื่องจากพบการแพรกระจายของสาร PAHs ในบริเวณอุตสาหกรรมมากกวา

บริเวณนอกอตุสาหกรรม และหากเปนอุตสาหกรรมประเภทที่เปนแหลงกําเนิดของสาร PAHs ตาม 

ที่กลาวมาแลว ความเขมขนของสาร PAHs ที่ปนเปอนกย็ิ่งมาก (Wilson และ Jones, 1993)   

 

            เนื่องจาก PAHs เปนสารที่ทําใหเกิดการกลายพันธุ (mutagens) เปนสารกอมะเร็ง 

(carcinogens) เปนสารที่ทําใหทารกในครรภมีรูปรางผิดปกติ (teratogens) (International 

Agency for Research an cancer [IARC], 1983) ดังนั้นนักวิทยาศาสตรไดพยายามหาแนวทาง

ที่มีประสิทธิภาพในการกําจัดสารพิษกลุมนี้ หนึ่งในวิธีการที่ใชคือกระบวนการยอยสลายทาง

ชีวภาพ (bioremediation) โดยการใชประโยชนจากความสามารถของจุลินทรียมาสลายสารพิษให

มีความเปนพิษลดลงหรือหมดไป (Mueller และคณะ, 1990a) ปรากฏการณในการลดพิษของ 

PAHs จะตองอาศัยผลของปฏิกิริยารวมกันระหวางจุลินทรีย และสภาพแวดลอมอ่ืนๆ เชน 

อุณหภูมิ แสง น้ํา ออกซิเจน รวมถึงการเติมจุลินทรียตางถิ่น (exogenous microorganism) ท่ีมี       

คุณสมบัติยอยสลาย PAHs ลงในดินบริเวณนั้น (bioaugmentation) หรืออาจกระตุนใหจุลินทรีย

ทองถิ่น (indigenous microorganisms) ในบริเวณที่มีการปนเปอนมีประสิทธิภาพและเพิ่ม

กิจกรรมในการยอยสลายสาร PAHs ในบริเวณนั้นไดสูงขึ้น (biostimulation) การลดความเปนพิษ

ของจุลินทรียสามารถเกิดขึ้นไดสองลักษณะคือ การตานความเปนพิษ (resistance) และการ

ทนทานตอความเปนพิษ (tolerance) ซึ่งเปนวิธีที่ดีกวาการบําบัดทางเคมี การฝงกลบ และการเผา

ที่อุณหภูมิสูง เนื่องจากปลอดภัยตอส่ิงแวดลอม คาใชจายต่ํา (Lee, 1995) และไมกอใหเกิด

สารพิษชนิดใหมที่มีอันตรายมากกวาเดิม เนื่องจากจุลินทรียใชสารพิษเปนแหลงพลังงานและ

คารบอน ในการทดลองนี้ไดคัดเลือกสารไพรีน ซึ่งเปน PAHs ที่มีโครงสรางประกอบดวยวงแหวน

เบนซีน 4 วงเชื่อมตอกัน ดังแสดงในรูปที่ 2.1 
 
2.2 ไพรีน (Pyrene) 

 
ไพ รีน  (Pyrene) หรือชื่ อทาง เคมี ว า  เบนโซ (ดี , อี , เอฟ )ฟแนนทรีน 

(benzo[d,e,f]phenanthrene) เปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งในกลุมสาร PAHs ที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลสูง ประกอบดวยวงเบนซีน 4 วงเชื่อมตอกัน มีหมายเลขสากลทางเคมี (Cas Number) 

129-00-0 (Verschueren, 1997)  
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                          รูปที่ 2.1 โครงสรางไพรีน (Cerniglia, 1992) 

 

สูตรโมเลกุล C16H10 (Verschueren, 1997) 

น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 202.26 กรัมตอโมล (Verschueren, 1997) 

การละลายในน้ํา 0.13  มก.ตอลิตร ที่อุณหภูมิ 25 oซ  และ 140 นาโนกรัมตอมล.ที่ 30 oซ

(Jimenez และ Bartha, 1996) 

ความถวงจําเพาะ 1.271 ที ่23 oซ (Verschueren, 1997) 

อุณหภูมิหลอมเหลว  151 - 156 oซ (Verschueren, 1997) 

อุณหภูมิกลายเปนไอ 360 - 404 oซ (Verschueren, 1997) 

ความดันไอ   6.85 x 10-7 มม.ปรอท ที่อุณหภูมิ 20 oซ (Verschueren, 1997) 

เปนผลึกสีขาว หรือ สีเหลือง (Patnaik, 1992)   

ละลายในน้าํมนัพาราฟน 25 มก.ตอมล. (Jimenez และ Bartha, 1996) 

มีคาครึ่งชีวิตในดินและตะกอนดิน 19.4-630 วัน (Daugulis และ McCracken, 2003) 
 
2.3 การบาํบดัไพรีนและสาร PAHs อ่ืนในสิ่งแวดลอม 
 

เมื่อไพรีนและสาร PAHs เขาสูสิ่งแวดลอม ซึ่งจัดเปนมลสาร (Pollutant) มักจะสะสมอยู

ในดิน ตะกอนดิน น้ํา ฝุนละออง พืช และอากาศ โดยจะเกาะติดอยูในอนุภาคของดิน ตะกอนดิน 

หรือฝุน ซึ่งสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงไดโดยขบวนการตาง ๆ ซึ่งการสะสมอยูในดินนั้นกอใหเกิด

ปญหามลพิษของดิน ซึ่งเกิดจากการทําลายหรือเกิดการถดถอยของคุณภาพหรือคุณลักษณะของ

สภาวะใดสภาวะหนึ่ง ที่เกิดจากมลสาร ที่กอใหเกิดมลภาวะ ดินเปนอนภุาคที่มีขนาดเล็กเมื่อเกิด

การปนเปอน สามารถฟุงกระจายไปในอากาศ กอใหเกิดปญหามลพิษทางอากาศ ในขณะเดียวกัน

ดินเปนแหลงรองรับของเสีย รองรับมลสารตางๆ จากอากาศ จากน้ํา จากกิจกรรมในชีวิตประจําวัน

ของมนุษย (กรมควบคุมมลพิษ, 2548) ดินทําหนาที่ในการดูดซับมลสารตางๆ ซึ่งเปรียบไดกับการ

ลดมลพิษ หากดินทําหนาที่ในการรับมลสารตางๆ มากเกินไป โดยเฉพาะอยางยิ่ง มลสารที่ยอย

สลายไมได ปญหามลพิษทางดินจะเกิดขึ้น ซึ่งเปนผลเสียตอสุขภาพเกินกวาระดับที่ปลอดภัยตอ



 8 

สุขภาพของมนุษยได ในการบําบัดมลพิษทางดินนั้นมีไดหลายวิธี เชนการบําบัดทางกายภาพ ทาง

เคมีและทางชีวภาพ (Cerniglia, 1992)  โดยรวมสามารถแยกไดดังนี้ 

 
2.3.1 การบําบัดทางกายภาพ 

 

-   การระเหย (Volatization) สาร PAHs ที่ปนเปอนในน้ําและอยูที่ผิวน้ําจะมีอัตราการระเหยสูง

กวาสาร PAHs ที่อยูที่ผิวดิน จากการศึกษาพบวาสาร PAHs ที่มีนํ้าหนักโมเลกุลตํ่าจะมีอัตราการ

ระเหยไดสูงกวาสารประกอบ PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง (Ashok และ Saxena, 1995) 

-   การแตกสลายโดยแสง (Photodegradation) กลไกการยอยสลายจะขึ้นอยูกับอุณหภูมิและ 

ปริมาณความเขมขนของแสง (Reyes และคณะ, 1998) รวมถึงการใชรังสีตางๆ เชน รังสีแกมมา 

(Melcher และคณะ, 2002) 

-   การดูดซับ (Sorption) สาร PAHs เปนสารที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic) มีความสามารถใน

การละลายน้ําไดต่ํา จึงถูกดูดซับติดกับอนุภาคของดินหรือตะกอน (organic matter) ไดอยางแนน

หนา สาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะเกาะติดแนนเปนเวลานานกวาสาร PAHs ที่มีมวล

โมเลกุลตํ่า (Chin และคณะ, 1997) หากมีการปนเปอนของสาร PAHs ในดินเปนเวลานาน ดินจะ

สามารถดูดซับสารปนเปอนนั้นไว โดยการดูดซึมและแทรกอยูระหวางชั้นน้ําตามชองวางภายใน

อนุภาคดิน ทําใหสารปนเปอนถูกชะละลายออกมาไดนอยและหากสารปนเปอนจับกับอนุภาคดิน

โดยอาศัยพันธะทางเคมี จะทําใหสารถูกชะออกมาไดยากยิ่งขึ้นทําใหสารอยูในรูป bound residue 

ซึ่ง bound residue ที่เกิดขึ้นนี้ทําใหจุลินทรียหรือส่ิงมีชีวิตในดินนําไปใชประโยชนไดนอยกวาใน

รูปแบบอื่นๆ (Verstraete และ Devliegher, 1996)  

-   การสะสมในสิ่งมีชีวิต (Bioaccumulation) เมื่อสาร PAHs ปนเปอนอยูในวัฏภาคไหนซึ่งมี

ส่ิงมีชีวิตอยู ก็จะเกิดการสะสมเขาไปในสิ่งมีชีวิตในวัฏภาคนั้นๆได สาร PAHs บางชนิดมีความ

เปนพิษตอสัตวน้ํา เชน ไพรีนมีความเปนพิษตอ mysid shrimp และหอยสองฝา ฟแนนทรนีมีความ

เปนพิษตอแพลงตอน ไสเดือนทะเลเปนตน (Spehar และคณะ, 1999) สําหรับส่ิงมีชีวิตบนบก 

ไดแก พืช สัตว สามารถสะสมแอนทราซีนและเกิดความเปนพิษได (Mitchell และคณะ, 1988) อะ

ซีแนพธีนมีความเปนพิษตอไสเดือนดินมาก (Neuhauser และคณะ, 1985)  
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2.3.2 การบําบัดทางเคมี 
 

-   การใชกาซโอโซน โอโซนเปนสารออกซิไดซที่แรง จึงใชเพื่อแตกโมเลกุลสารประกอบอินทรียได 

พบวาประสิทธิภาพยังไมดีนัก ลดไดเฉพาะสาร PAHs โมเลกุลต่ํา แตจะเปนการดีหากใชรวมกับ

การใชจุลินทรีย (Nam และ Kukor, 2000) 

-  การใชสารเคมี อนุพันธของสารเคมีที่มีสมบัติเกิดอนุมูลไฮดรอกซิล (hydroxyl (OH.) radicles) 

จะสามารถแตกสลายสาร PAHs ไดเชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) (Nadarajah และคณะ, 

2002) 

 

2.3.3 การบําบัดทางชีวภาพ เทคโนโลยีในการบําบัดดวยวิธีทางชีวภาพมีหลายวิธี

ดังตอไปนี้ (Trejo และ Quintero, 2000) 

 

-   Bioaugmentation เปนวิธีที่มีการเติมจุลินทรียที่ทดสอบแลววามีประสิทธิภาพในการยอย 

สลายสารพิษลงไปในบริเวณที่มีการปนเปอน 

-   Biostimulation เปนวิธีที่มีการเติมสารอาหารหรือปจจัยตางๆที่จําเปนตอการเจริญของ 

จุลินทรียลงไปในบริเวณที่มีการปนเปอนเพื่อกระตุนใหจุลินทรียประจํา

ถิ่นมีการเพิ่มจํานวนและมีกิจกรรมในการยอยสลายสารพิษไดดีขึ้น 

-   Biofilters  เปนวิธีที่มีการใชคอลัมนยาวที่มีจุลินทรียอยูภายในเพื่อบําบัดสาร 

ปนเปอนที่กระจายออกสูบรรยากาศ 

-   Bioreactor  เปนวิธีการยอยสลายในถังหมัก 

-   Bioventing  เปนวิธีการบําบัดแหลงที่ปนเปอนโดยมีการใหอากาศและใหสารอาหาร 

เพื่อกระตุนการเจริญและกิจกรรมการยอยสลายของจุลินทรียประจําถิ่น 

-   Composting  เปนวิธีการบําบัดโดยใชออกซิเจนและอุณหภูมิสูงรวมกับการเติมปุยหมัก 

หรือวัสดุทางการเกษตรเพื่อเปนวัสดุค้ําจุนการเจริญของจุลินทรีย 

-   Landfarming เปนวิธีการบําบัดแหลงที่มีการปนเปอนโดยการขุดดินหรือปมน้ําขึ้นมา  

แลวปลอยใหมีการยอยสลายของจุลินทรียแบบใชอากาศ (aerobic)  

 

การบําบัดโดยวิธีทางชีวภาพ (bioremediation) เปนทางเลือกหนึ่งที่ชวยลดความเปนพิษ

ของสาร PAHs และกากของเสียอันตรายอื่นๆ โดยการยอยสลายสารพิษดวยจุลินทรียเพื่อตองการ

ใหจุลินทรียยอยสลายสารเคมีหรือสาร PAHs ใหมีความเปนพิษลดลง ซึ่งกระบวนการยอยสลาย 

อาจเกิดขึ้นโดยจุลินทรียเพียงชนิดเดียวหรือโดยกลุมของจุลินทรีย (Gibson และ Subramanian, 
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1984) ขอดีของการบําบัดสาร PAHs ดวยวิธีนี้ คือ เปนกระบวนการทางธรรมชาติที่ไมเกิดอันตราย

ตอส่ิงแวดลอม มักมีคาใชจายต่ํากวาวิธีการบําบัดอื่นๆ และชวยสลายสารพิษนี้ไดรวดเร็วกวาการ

สลายเองโดยธรรมชาติ (Kästner และคณะ, 1995) ซึ่งการยอยสลายโดยจุลินทรียเปน

กระบวนการสําคัญในการกําจัดหรือลดความเปนพิษของสาร PAHs ไดเปนอยางดี ความสามารถ

ในการยอยสลายสาร PAHs พบในจุลินทรียทุกกลุมทั้ง แบคทีเรีย รา ไซยาโนแบคทีเรีย และ

สาหรายเซลลเดียว โดยจุลินทรียแตละกลุมจะมีกลไกเฉพาะและแตกตางกันในการยอยสลายสาร 

PAHs (Watanabe, 2001) อยางไรก็ตาม การบําบัดวิธีดังกลาวจะประสบความสําเร็จไดตอง

คํานึงถึงปจจัยแวดลอมหลายประการ อาทิเชน ชนิดและสมบัติของสารปนเปอน อุณหภูมิ ความ

เปนกรดดาง ปริมาณออกซิเจนที่สามารถนําไปใช ความชื้น สารอาหาร เปนตน (Guo และคณะ, 

2005) รวมถึงการเติมสารลดแรงตึงผิว จะชวยเพิ่มการละลายสารไฮโดรคารบอน ทําใหแบคทีเรีย

สามารถยอยสลายไดงายขึ้น ปจจัยดังกลาวมีผลตอการทํางานของจุลินทรียโดยตรง  

 
2.4 การบําบัด PAHs ในระบบสเลอรี 
 

ดังนั้นในงานวิจัยนี้ไดมุงเนนการบําบัดไพรีนโดยวิธีทางชีวภาพและเพิ่มกิจกรรมในการ

ยอยสลายโดยการทําในระบบสเลอรีดินเพื่อเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสระหวางจุลินทรียกับไพรีน การเพิ่ม

พื้นที่ผิวสัมผัสดังกลาวเกิดจากดินแตกตัวทําให PAHs เคลื่อนไปยังวัฏภาคน้ําอยางรวดเร็ว รวมทั้ง

ยังเพิ่มการเคลื่อนที่ของจุลินทรียอีกดวย (Doick และ Semple, 2003) มีรายงานวิจัยหลายเรื่องที่

ศึกษาเกี่ยวกับการยอยสลายสาร PAHs ในระบบสเลอรีดินเพื่อเพิ่มความสามารถตอการยอย ดังนี้ 

            Labare และ Alexander (1995) ทดลองบําบัดดินปนเปอน PAHs แบบสเลอรีดวย

อัตราสวนดินตอน้ํา 1:1 (กรัม/มล.) พบวาสามารถสงเสริมการเจริญ และการยอยสลายฟแนนทรีน

ไดดีขึ้นจาก 4.4% เปน 36.9% ภายใน 34 วัน เมื่อเติม dibutyl phthalate เปนซับสเตรตรวม

เชนเดียวกับรายงานของ Fu และ Alexander (1995) ที่ทําการบําบัด PAHs ในสเลอรีดินดวย

อัตราสวน 1:10 สามารถเพิ่มการยอยไดกวาการไมเติมน้ําลงในระบบ 

Lee และคณะ (2001) ศึกษาการบําบัด PAHs ในดินที่มีการปนเปอนน้ํามันถานหิน (coal 

tar) ในระบบสเลอรีดวยอะซีโตนและเอทานอล ทําการทดลองในถังปฏิกรณ (bioreactor) 

อัตราสวนดินตอน้ํา 1:15 (กรัม/มล.) โดยรวมพบวาการยอยสลาย PAHs ที่มีวงเบนซีน 2-3 วง มี

อัตราการยอยสลายมากถึง 90% ภายในระยะเวลา 14 วัน สําหรับ PAHs ที่มีวงเบนซีน 4 วง มี

อัตราการยอยสลายนอยกวา และ PAHs ที่มีวงเบนซีน 5-6 วง พบอัตราการยอยสลายนอยมาก 

ประมาณ 25% ภายในระยะเวลา 35 วัน 
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Doick และ Semple (2003) ศึกษาการยอยสลายฟแนนทรีนที่มีความเขมขน 10 มก.ตอ

ลิตร โดย Pseudomonas sp. รวมกับการเติมน้ํามันที่มีความเขมขน 0%, 0.01% และ 0.05%โดย

น้ําหนักตอปริมาตรเพื่อใชเปนซับสเตรตรวมโดยแบคทีเรียเพื่อเพิ่มการยอยสลายฟแนนทรีน และ

ทดสอบที่อัตราสวนดินตอน้ําเทากับ 2:1, 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:5 กรัมตอมล. แบคทีเรียนี้สามารถ

เปลี่ยนฟแนนทรีนที่ติดฉลากดวย 14C ใหเปนคารบอนไดออกไซดในรูป 14CO2 เมื่อแบคทีเรียเจริญ

ในสภาวะที่มีน้ํามันเปนซับสเตรตรวม ซึ่งการยอยสลายฟแนนทรีนขึ้นอยูกับปริมาณของน้ํามันและ

อัตราสวนดินตอน้ําที่เหมาะสม โดยพบวาอัตราการยอยจะเกิดขึ้นไดดีในชวงอัตราสวนดินตอน้ํา

เทากับ 1:2, 1:3 และ 1:5 และการเติมน้ํามัน 0.05% โดยน้ําหนักตอปริมาตร จะชวยเพิ่มอัตราการ

ยอย โดยเฉพาะที่ 1:2 และ 1:3 (ดิน:น้ํา) มีอัตราการยอยมากที่สุด  

รุจา  สารคุณ (2548) ศึกษาการยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีน โดยกลุม

แบคทีเรีย STK ในระบบสเลอรีที่มีอัตราสวนดินตอน้ํา 1:8 (กรัม/มล.) รวมกับการเติมสารลดแรงตึง

ผิวชนิดตางๆ พบวาการเติม Brij 35 สามารถเพิ่มการยอยสลายฟลูออรีนไดดีกวาสารลดแรงตึงผิว

อ่ืนๆ 

 
2.5 การยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรียบริสุทธิ ์
 

จุลินทรียในธรรมชาติใชกระบวนการเมตาบอลิซึมหลายแบบในการยอยสลาย

สารประกอบทางธรรมชาติและสารสังเคราะหที่มนุษยสรางขึ้น รวมทั้งสาร PAHs การปรับตัวของ 

จุลินทรียเพื่อใหมีความสามารถในการยอยสลายสารดังกลาวไดอาจเกิดขึ้นโดยมีการชักนําใหสราง

เอนไซมที่จาํเปนหรือการเปลี่ยนแปลงในระดับยีนซึ่งเปนผลทําใหจุลินทรียสามารถพัฒนาวิถีเมตา

บอลิซึมข้ึนมาใหมเพื่อใชในการยอยสลายสาร PAHs ได (Madson, 1998)  จุลินทรียแตละกลุมจะ

มีกลไกการยอยสลายสาร PAHs แตกตางกันไป  

 

มีรายงานวิจัยหลายเรื่องที่ศึกษาเกี่ยวกับการยอยสลายไพรีนโดยใชไพรีนเปนแหลง

คารบอนและพลังงาน หรือการยอยสลายแบบวิธีโคเมตาบอลิซึม (Boldrin และคณะ,1993; 

Geiselbrecht และคณะ, 1998  และ Walter และคณะ, 1991) ถึงแมไพรีนไมไดกอใหเกิดมะเร็ง 

แตมีรายงานวาไพรีนสามารถกระตุนเบนโซ(เอ)ไพรีนใหกอมะเร็งได (cocarcinogenic potential) 

(USEPA, 1979)  และสามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการกระตุนเซลลสรางเม็ดสีผิวได (Iwata และคณะ, 

1981) ไพรีนจะทนทานตอการเขายอยสลายของแบคทีเรียภายใตสภาวะไรอากาศ และโดยทั่วไป

ไพรีนจะถูกยอยสลายอยางสมบูรณภายใตสภาวะมีอากาศ (Pothuluri และคณะ, 1992) 
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การยอยสลายไพรีนโดยแบคที เรียบริสุทธิ์จะได เซลล เพิ่มมากขึ้นและไดน้ํ ากับ

คารบอนไดออกไซด หากมีการยอยสลายอยางสมบูรณ (Cerniglia, 1992 ; Wilson และ Jones, 

1993) โดยปกติแบคทีเรียจะยอยสลายสารที่ละลายน้ําไดงายกวาสารที่ไมละลายน้ํา ดังนั้นการ

ยอยสลายสาร PAHs ซึ่งเปนสารที่มีความสามารถในการละลายน้ําต่ํา แบคทีเรียทั่วไปจะไม

สามารถยอยสลายสารนี้ได แตมีแบคทีเรียบางชนิดเทานั้นที่สามารถสรางเอนไซมตางๆ ที่ใชในการ

ยอยสลายสาร PAHs เพื่อจะนําไปใชเปนแหลงคารบอนและพลังงาน สวนใหญแบคทีเรียสายพันธุ

เดี่ยวจะสามารถยอยสลายสาร PAHs น้ําหนักโมเลกุลต่ํา ที่ประกอบไปดวยวงเบนซีน 2-3 วง  

แบคทีเรียมีกลไกนําสาร PAHs ไปใช โดยเขาทําปฏิกิริยากับสารโดยการสัมผัสโดยตรงกับผลึกสาร 

PAHs แบคทีเรียบางชนิดสามารถสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) ซึ่งจะเพิ่มการ

ละลายน้ําของสาร PAHs ชวยใหแบคทีเรียสัมผัสกับสาร PAHs ไดงายขึ้น ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นที่

ผนังเซลล เนื่องจากผนังเซลลของแบคทีเรียประกอบดวยชั้นฟอสโฟไลปด ดังนั้น PAHs จะถูก

สงผานผนังเซลลโดยการแพร (passive diffusion) โดยไมใชพลังงานจากเซลล (Bugg และคณะ,  

2000) เมื่อสาร PAHs เขาสูเซลล เอนไซมแรกที่เร่ิมการยอยสลายคือ ออกซิจีเนส กระบวนตางๆ 

จะดําเนินอยางตอเนื่องจนไดคารบอนไดออกไซด น้ํา และพลังงานที่ใชในการเจริญของแบคทีเรีย

โดยดังที่กลาวมาขางตน กระบวนการดังกลาวจะเกิดอยางสมบรูณ ตองอาศัยกิจกรรมของเอนไซม

หลายชนิด  

จากรายงานวิจัยที่ผานมา มีการคัดแยกเชื้อบริสุทธิ์ที่ยอยสลายสาร PAHs จากตัวอยาง

ดิน น้ํา หรือตะกอนดินในแหลงน้ําที่มีการปนเปอนสารประกอบในกลุมนี้ โดยพบวาแบคทีเรียที่คัด

แยกไดสวนใหญมีทั้งกลุมที่เปนแกรมบวกเชน Mycobacterium sp. Norcardia sp.และกลุมท่ีเปน       

แกรมลบ เชน Burkholderia cepacia, Pseudomonas sp. และ Sphingomonas sp.เปนตน 

ตัวอยางแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายไพรีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 

(mineralization) สรุปไวในตารางที่ 2.2 
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ตารางที่ 2.2 แสดงแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายไพรีนได 

 

แบคทีเรีย เอกสารอางอิง 

Rhodococcus sp. สายพนัธุ UW1 

Gordona sp. สายพันธุ BP9 

Rhodococcus sp.สายพันธุ S Pyr Na 1  

Aureobacterium สายพนัธุ S Ant Mu 3 

Mycobacterium flavescens 

Stenotrophomonas maltophilia สายพนัธุ VUN10,010 

Stenotrophomonas maltophilia สายพนัธุ VUN10,003  

Mycobacterium sp. สายพนัธุ AP1 

Mycobacterium gilvum สายพนัธุ B1 

Mycobacterium esteraromaticum สายพนัธุ B21 

Porphyrobacter สายพนัธุ B51 

Walter และคณะ (1991) 

Kästner และคณะ (1994) 

Bouchez และคณะ (1995) 

Bouchez และคณะ (1995) 

Dean-Ross และ Cerniglia (1996) 

Boonchan และคณะ (2000) 

Juhasz และคณะ (2000) 

Vila และคณะ (2001) 

Gauthier และคณะ (2003) 

Gauthier และคณะ (2003) 

Gauthier และคณะ (2003) 
 

พบวาแบคทีเรียที่มีความสามารถสรางเอนไซมตางๆ จะสามารถยอยสลายสาร PAHs ได

หลายชนิด เนื่องจากออกซิจีเนส เปนเอนไซมที่สามารถยอยสลายสับสเตรตไดหลายชนิด (broad 

specificity enzyme) ซึ่งถือวาเปนลักษณะที่ดี เพราะในสิ่งแวดลอมมีการปนเปอนสาร PAHs 

หลายชนิด (Baver และ Capone, 1988 ; Stringfellow และ Aitken, 1995)  
 
2.6 การยอยสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย  
 

นอกจากแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายไพรีนได ยังมีกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอย

สลายไพรีนไดเชนกัน ตามปกติในสิ่งแวดลอมที่ถูกปนเปอนนั้นโดยเฉพาะดินหรือตะกอนดินตางๆ 

ที่นํามาคัดแยกแบคทีเรียที่ใชไพรีนได แบคทีเรียในแหลงนั้นๆ จะมีการทํางานแบบอาศัยซึ่งกันและ

กันอยูแลว โดยปกติสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะถูกยอยสลายไดยากโดยจุลินทรียเพียง

ชนิดเดียว การยอยสลายโดยกลุมจุลินทรียจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย PAHs ใหดี

ยิ่งขึ้น ที่สําคัญยังทําใหเกิดการยอยสลายสาร PAHs ไดอยางสมบูรณ (mineralization) ซึ่ง

กระบวนการยอยสลายโดยกลุมจุลินทรีย มีความสําคัญตอการยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนัก

โมเลกุลสูง ดังตอไปนี้ 
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Bouchez และคณะ (1995) ไดใชแบคทีเรีย 2 สายพันธุ คือ  Pseudomonas stutzeri 

สายพันธุ SNapKa1 ที่สามารถใชแนพทาลีนไดและ Pseudomonas sp.สายพันธุ SPheNa1 ที่

สามารถใชฟแนนทรีนได เมื่อเติมเชื้อทั้งสองในภาวะที่มีแนพทาลีนและฟแนนทรีน พบวาสามารถ

ลดแนพทาลีนไดหมดและลดฟแนนทรีนได 83 % แมวาแนพทาลีนจะมีพิษตอสายพันธุ SPheNa1 

ก็ตาม และเมื่อใช Rhodomonas sp.สายพันธุ SFltNa1 รวมกับ Pseudomonas sp.สายพันธุ 

SPheNa1 ที่สามารถใชฟแนนทรีนและฟลูออแรนทีนไดทั้งสองสายพันธุ เมื่อเติมรวมกันพบวามี

ประสิทธิภาพการยอยทั้งฟแนนทรีนและฟลูออแรนทีนสูงขึ้นอยางมาก คาดวาการยอยสาร PAHs 

ตามสภาวะจริงของสิ่งแวดลอม (รวมกันมากกวา 1 ชนิด) จะเกิดการทํางานรวมกันของกลุม

แบคทีเรียและจุลินทรียอ่ืนอยางมีประสิทธิภาพสมบูรณ  

Boonchan และคณะ (2000) ศึกษาการยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงไดแก 

เบนโซ[เอ]แอนทราซีน, เบนโซ[เอ]ไพรีน และไดเบนโซ[เอ,เอช]แอนทราซีน โดยแบคทีเรีย

Stenotrophomonas maltophilia สายพันธุ VUN 10,010 , กลุมแบคทีเรียสายพันธุ VUN 10,009 

และรา Penicillium janthinellum สายพันธุ VUO 10,201 พบวา P. janthinellum  สายพันธุ VUO 

10,201 ไมสามารถยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงไดอยางสมบูรณ  สามารถยอย

สลายเบนโซ [เอ]ไพรีนได เปนสารมัธยันตรที่ ไมสามารถยอยสลายตอไปได   แต เมื่อนํา               

S. maltophilia สายพันธุ VUN10,010 มาเลี้ยงรวมกับราชนิดนี้ในอาหาร basal salts medium 

(BSM) ที่มีเบนโซ[เอ]ไพรีน  พบการเจริญของแบคทีเรียและเกิดการยอยสลายเบนโซ(เอ)ไพรีนได

อยางสมบูรณ  สําหรับเบนโซ[เอ]แอนทราซีน และไดเบนโซ[เอ,เอช]แอนทราซีน สามารถเกิดการ

ยอยสลายไดอยางสมบูรณ เมื่อนํากลุมแบคทีเรียสายพันธุ VUN 10,009 หรือ S. maltophilia สาย

พันธุ VUN 10,010 มาเลี้ยงรวมกบัรา P. janthinellum  สายพันธุ VUO 10,201 เชนเดียวกัน 

Juhasz และคณะ (2000) รายงานวา Pseudomonas cepacia สายพันธุ VUN 10,001  

VUN 10,002 และ VUN 10,003 สามารถยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน ไดเบนซ [เอ,เอช] แอนทราซีน 

และไครซีน ที่มีโครงสรางประกอบดวยวงเบนซีน 5, 6 และ 4 ตามลําดับ เปนแหลงคารบอน และ

พลังงานได 

Kanaly และคณะ (2002) พบวาการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน ตองอาศัยการทํางาน

รวมกันของกลุมจุลินทรีย Ralstonia eutropha, Sphingomonas paucimobilis, 

Mycobacterium ratisbonense, Rhodanobacter lindaniclasticus RP555, Rhodanobacter 

sp. สายพันธุ BPC1, Burkholderia sp. และ Sphingobacterium sp.  

Ambrosoli และคณะ (2005) ไดทดสอบการยอยสลายไบฟนิล, ฟลูออรีน, ฟแนนทรีน 

และไพรีนในดินโดยกลุมแบคทีเรียจากดินบริเวณนาขาว โดยทําการทดสอบภายใตสภาวะไร

ออกซิเจน กอนการทดสอบการยอยสลาย PAHs กลุมแบคทีเรียนั้นตองนํามาเลี้ยงในสภาวะไร



 15 

ออกซิเจนเปนเวลา 20 วัน กอนนําไปยอยในดินตัวอยางซึ่งแบงออกเปน 6 ลักษณะ คือ ดินใน

สภาวะที่มีออกซิเจน (H20) ซึ่งมีออกซิเจนเปนตัวรับอิเลคตรอน, ดินในสภาวะไรออกซิเจน (NO3) 

ซึ่งมีไนเตรทเปนตัวรับอิเลคตรอน, ดินในสภาวะที่มีออกซิเจนและมีการเติมอะซิเตท 

(H20+acetate), ดินในสภาวะไรออกซิเจนและมีการเติมอะซิเตท (NO3+acetate),  ดินในสภาวะที่

มีออกซิเจนและมีการเติมกลูโคส (H20+glucose) และดินในสภาวะไรออกซิเจนและมีการเติม

กลูโคส (NO3+ glucose) พบวาการยอยสลาย PAHs ทั้งหมดเกิดขึ้นไดดีและมีคาใกลเคียงกันใน

ทุกสภาวะที่ทําการทดสอบทั้งในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน โดยจะพบวาในสภาพไรออกซิเจน

อัตราการยอยสลายมีมากกวาที่มีออกซิเจนและพบวาไบฟนิลถูกยอยสลายไดมากกวา

สารประกอบไฮโดรคารบอนอ่ืนเนื่องจากไบฟนิลมีน้ําหนักโมเลกุลต่ําและมีความสามารถในการ

ละลายน้ําสูง จุลินทรียจึงสามารถนําไปใชไดงาย นอกจากนี้พบวาเมื่อมีการเติมกลูโคสและอะซิ

เตท ซึ่งเปนโคเมตาบอลิซึมจะชวยเพิ่มอัตราการยอยสลายสาร PAHs เหลานี้ทั้งในสภาวะที่มีและ

ไมมีออกซิเจน  

Guo และคณะ (2005) ไดพบกลุมแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย PAHs ไดหลายชนิด

โดยเฉพาะอยางยิ่ง มีความสามารถใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและเปนแหลงพลังงาน กลุม

แบคทีเรียที่พบนี้ ไดแก Rhodococcus (HCCS), Sphingomonas (MWFG) และ Paracoccus 

(SPNT) ซึ่งคัดแยกไดจากตะกอนดินบริเวณปาชายเลน ในการทดสอบการยอยสลาย PAHs ไดมี

การนําฟแนนทรีนรวมกับฟลูออรีนในอาหารเหลว พบวาฟแนนทรีนและฟลูออรีนถูกยอยสลายได

หมดภายใน 7 วัน 

Yu และคณะ (2005) ศึกษาการยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีนที่นํามารวมกัน 

โดยกลุมแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ ที่แยกไดจากตะกอนดินบริเวณปาชายเลน ไดแก 

Rhodococcus sp., Acinetobacter sp.และ Pseudomonas sp. โดยทดสอบการยอยสลาย

ภายใตสภาวะที่เปนตะกอนดินและดินในระบบสเลอรี พบวากลุมแบคทีเรียนี้สามารถยอยสลาย

ฟลูออรีน ฟแนนทรีน ได 100% หลังจากการเจริญของเชื้อได 4 สัปดาห ในสภาวะที่เปนตะกอนดิน 

สําหรับดินในระบบสเลอรีพบวาการยอยสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน มีมากกวาในสภาวะที่เปน

ตะกอนดิน อยางไรก็ตามพบวาอัตราการยอยลายไพรีนนั้นชากวา ฟลูออรีน ฟแนนทรีน ทั้งนี้

เนื่องจากกลุมแบคทีเรียมีความสามารถใช PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าไดกอน  

            Ruberto และคณะ (2006) ทดสอบการยอยสลายฟแนนทรีนในดินที่ เก็บมาจากทวีป      

แอนตารกติก ซึ่งเปนทวีปที่มีอากาศหนาวและดินบริเวณนี้เปนดินที่ขาดแรธาตุและสารอาหาร และมี

จํานวนจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารปนเปอนนอย เมื่อทดสอบการยอยสลาย 

ฟแนนทรีนที่มีความเขมขนสูง (1744 ppm) โดยทําการทดสอบการยอยสลายโดยกลุมแบคทีเรียที่

ทนตออุณหภูมิต่ํา (a psychrotolerant PAH-degrading bacterial consortium) และมีการเติม
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แหลงคารบอนและไนโตรเจนรวมกับการเติมสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห (Brij 700) พบวาสามารถ

เพิ่มอัตราการยอยสลายฟแนนทรีนได 46.6% ภายใน 56 วัน ซึ่งอัตราการยอยสลายมีมากกวาชุดที่

ไมมีการเติมแหลงคารบอนและไนโตรเจนรวมกับการเติมสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห ในการทดลอง

ไดทําในสภาวะเดียวกับทวีปแอนตารกติก (Antarctic environmental conditions) ซึ่งจากผลการ

ทดลองมีความเปนไปไดวาในอนาคตสามารถบําบัดสารปนเปอนไดที่อุณภูมิต่ําโดยอาศัยการยอย

สลายทางชีวภาพทั้งวิธีการเติมจุลินทรียตางถิ่น (bioaugmentation) ที่ทนตออุณหภูมิต่ําและมี

ความสามารถในการยอยสลายรวมกับการเติมแหลงสารอาหาร (biostimulation)  

            ทิมากร  แสงดํา (2547) ไดคัดแยกกลุมแบคทีเรีย STK จากปุยหมักใบมะขาม โดยกลุม

แบคทีเรียประกอบดวยแบคทีเรียที่จัดอยูในจีนัส Zoogloea sp., Stenotrophomonas sp. และ 

Mesorhizobium sp. สามารถยอยสลายไพรีนไดหมดภายในเวลา 8 วัน ที่ความเขมขนของไพรีน

เร่ิมตน 100 มก.ตอลิตร และสามารถใชสาร PAHs อ่ืนไดอีกหลายชนิด ไดแก ฟแนนทรีน ไดเบนโซฟู

แรน อะซีแนพธีน อะซีแนพธลิีน รวมทั้งสามารถยอยสลายแอนทราซีน และฟลูออรีนไดเล็กนอย    
 
2.7 การเพิ่มประสิทธิภาพการบาํบัดไพรีนโดยการเติมสารลดแรงตึงผิว 

 
 สารลดแรงตึงผิว เปนสารประกอบอินทรียที่มี 2 สวนสําคัญ คือ สวนที่มีประจุ (มีขั้ว) กับ 

สวนที่ไมมีประจุ (ไมมีขั้ว) ซึ่งมีคุณสมบตัิชอบน้ําและไมชอบน้ํา ตามลําดับดังรูปที่ 2.2 จากผลการ

ทดลองที่ผานมา พบวามีบางชนิดที่สามารถเพิ่มการละลายของไพรีนและสาร PAHs อ่ืนไดมากขึ้น   

ดังรายงานของ Madsen และ Kristensen (1997) เพิ่มประสิทธิภาพการยอยไพรีนในดินปนเปอน

ไดเกิน 50% ในเวลา 42 วัน โดยเติม non-ionic surfactant ที่ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอกรัม

ของดินในขณะที่บางชนิดยับยั้งการลดไพรีน แตสงเสริมการการเจริญของจุลินทรียโดยรวม ยกเวน 

จุลินทรียที่สามารถยอยสลายไพรีนได (degraders) (Carmichael และ Pfaender, 1997)                                

                                                                                
                                      Hydrophobic                  hydrophilic 

                                     (สวนที่ไมชอบน้ํา)             (สวนที่ชอบน้ํา)       

 

รูปที่ 2.2 ลักษณะโครงสรางโดยทั่วไปของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Cooper, 1980) 
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 เมื่อสารลดแรงตึงผิวอยูในตัวทําละลายเชน น้ํา จะเกิดการรวมตัวกันเปนโครงสรางที่

เรียกวา ไมเซลล (micelle) โดยจะหันเอาสวนที่ชอบน้ําไวดานนอก และสวนที่ชอบไขมันไวดานใน

แสดงดังรูปที่ 2.3 ความเขมขนที่เหมาะสมที่ทําใหสารลดแรงตึงผิวเกิดการรวมตัวเปนไมเซลล

เรียกวาความเขมขนของการเกิดไมเซลล Critical Micelle Concentration (CMC) ซึ่งจะมีคา

จําเพาะสําหรับสารลดแรงตึงผิวแตละชนิด โครงสรางไมเซลลในน้ําจะอยูตัวเนื่องจากแรงดึงดูด

ระหวางหมูไฮโดรคารบอนซ่ึงอยูดานในของไมเซลล แรงนี้เรียกวา hydrophobic interaction การ

เกิดโครงสรางในรูปไมเซลลทําใหสารลดแรงตึงผิวละลายน้ําได และสามารถลดแรงตึงผิวระหวาง

ชั้น (phase) ของสารที่มีขั้วแตกตางกันได เชน ระหวางน้ํามันกับน้ํา 
 
 

 
รูปที่ 2.3  การเกิดไมเซลลของสารลดแรงตึงผิวและคาของความเขมขนที่นอยที่สุด ที่กอใหเกิดไม 

              เซลล ซึ่งเรียกวาจุดวิกฤตของการเกิดไมเซลล หรือ CMC (Cheng และ Wong, 2006)   

  

2.7.1 ชนิดสารลดแรงตึงผิว สามารถแบงสารลดแรงตึงผิวเปน 3 กลุม ไดแก 

2.7.1.1 สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห (Synthetic surfactants) 

 

                              เปนสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหที่ผลิตไดจากปโตรเลียม เชน แอกอฮอล อัลคลิ

เบนซีน อัลคิลฟนอล หรือผลิตจากวัตถุดิบธรรมชาติเชน ไดจากน้ํามันพืช น้ํามันสัตว ไขมัน กรด

ไขมัน และแอลกอฮอล คารโบไฮเดรต เปนตน โดยผานกระบวนการเปลี่ยนแปลงทางเคมี ตัวอยาง
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ของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห คือดีเทอรเจนท (detergent) ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ใชในการทําความ

สะอาด โดยมีสวนประกอบหลักเปนสารลดแรงตึงผิว (Clint, 1992) สามารถจําแนกชนิดของสาร

ลดแรงตึงผิว โดยอาศัยความแตกตางในโครงสรางของโมเลกุล  ไดดังนี้  

           1.1   Anionic surfactants (สารลดแรงตึงผิวประจุลบ) 

           1.2  Cationic surfactants (สารลดแรงตึงผิวประจุบวก) นยิมใชในงานที่เกีย่วกับผา และ 

                  ในครีมนวดผม 

           1.3  Zwitterionic surfactants หรือ Amphoteric surfactants เปนสารลดแรงตึงผิวที่ 

                  โครงสรางโมเลกุลประกอบดวยทั้งประจุลบ และประจุบวก สารประกอบกลุมนี้ให 

                  ความละมุนตอผิวหนังมากกวาสารลดแรงตึงผิวประจุลบ และระคายเคืองตานอยมาก 

                  จึงนิยมใชกับแชมพูเด็ก 

            1.4  Non-ionic surfactants เปนสารลดแรงตึงผิวที่ไรประจุ   

            1.5 Combination surfactants คือสารลดแรงตึงผิวที่รวมเอา non-ionic และกลุม 

                  anionic เขาไวดวยกนัเชน alkyl ethoxy sulphate 
 

2.7.1.2 สารลดแรงตึงผิวธรรมชาติ (natural surfactant) 
 

                  สารลดแรงตึงผิวสามารถพบไดในธรรมชาติ ในสิ่งมีชีวิตทั่วไป และมี

ความสําคัญตอส่ิงมีชีวิต เชน ในเยื่อหุมเซลลที่มีฟอสโฟลิปด (phospholipid) ฟอสโฟลิปดนี้จะทํา

หนาที่เปนสารลดแรงตึงผิวในเยื่อเซลล ในน้ํานมไขมันสวนใหญจะอยูในรูปไตรกลีเซอไรด แตมี

จํานวนนอยที่อยูในรูปฟอสโฟลิปด และ ไดกลีเซอไรด ซึ่งเปนสารลดแรงตึงผิวที่ชวยใหอีมัลชั่นใน

นมเสถียร ในระหวางกระบวนการยอยอาหารจําพวกไขมันจะถูกทําใหเปนอีมัลช่ัน โดยฟอสโฟลิ

ปด หรือโมโนกลีเซอไรด จากนั้นเอนไซมไลเปส (lipase) จากตับออนจะยอยไตรกลีเซอไรด ท่ีอยูใน

รูปของอิมัลชันน้ํามันในน้ํา (oil/water) อิมัลชันนี้จะถูกเปลี่ยนใหเปนไขมันอิสระและโมโนกลีเซอ

ไรด ซึ่งทั้งสองเปนสารลดแรงตึงผิวที่แรง และสามารถเกิดไมเซลลรวมกับเกลือน้ําดี ไดเปนไขมัน

ละลายงาย (solubilised fat) ที่จําเปนซึ่งสามารถผานผนังลําไสได เกลือน้ําดี ซึ่งเปนสารลดแรงตึง

ผิวนี้จะผลิตขึ้นในตับและนําไปเก็บไวในถุงน้ําดี สารลดแรงตึงผิวที่พบในระบบเลือด ไดแก 

ซีรัมอัลบูมินซึ่งมีคุณสมบัติเปนสารกออีมัลชั่นที่ดี สารลดแรงตึงผิวที่ไดจากธรรมชาติอ่ืนๆ เชน อคา

เซีย (acacia)  เจลาติน (gelatin) ลาโนลิน (lanolin) ข้ีผี้ง (beewax) เลซิติน (lecithin) ไซโคลเดกซ

ตริน  (cyclodextrin) และแซพโพนิน (saponin) เปนตน (Clint, 1992) 
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2.7.1.3 สารลดแรงตึงผิวชวีภาพ  (Biosurfactant) 
 
                  จุลชีพทั้งโปรคาริโอต และยูคาริโอต สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวได (Lang, 

2002) สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตโดยจุลินทรีย มักจะเปนพวกไขมัน (lipids) สมบัติของสารลดแรงตึง

ผิวเหลานี้  เปนผลมาจากการรวมกันของความมีข้ัวไวในโมเลกุลเดียวกับความไมมีขั้วหรือสวนที่ไม

ละลายน้ําจะเปนสารประกอบไฮโดรคารบอนทั่วไปตัวอยางเชน สายโซไฮโดรคารบอนของกรด

ไขมัน ความมีข้ัวหรือกลุมที่ละลายน้ํา ไดแก กลุมที่ทําหนาที่เอสเทอร และแอลกอฮอลของไขมัน 

ฟอสเฟตที่สวนประกอบของฟอสโฟลิปด และน้ําตาลของไกลโคลิปด (Cooper และ Zajic,1980) 

 จุลินทรียสามารถผลิตไดทั้งสารลดแรงตึงผิวที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากและนอย ชนิดที่มี

น้ําหนักโมเลกุลนอยจะเปนพวกไกลโคลิปด หรือ เพพติดิลลิปด (ไลโพเพพไทด) สารพวกไกลโคลิ

ปด ไดแก ทรีฮาโลส และ ไดโครีนโนมัยคอเลต ซอโฟโรลิปด และ แรมโนลิปด สารพวก เพพติดิลลิ

ปด ไดแก เซอแฟคติน วิสคอซิน และ พอลมิิกซิน ที่มีคุณสมบัติยับยั้งแบคทีเรียได สําหรับสารลด

แรงตึงผิวที่มีน้ําหนักโมเลกุลมาก จะเปนสารพวก แอมพิฟลิก ไลโพพอลิแซ็กคาไรด ไลโพโปรตีน 

หรือเปนสารประกอบเหลานี้รวมกัน (combination) (Rosenberg และ Ron, 1999)  

ตัวอยางชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและจุลินทรียท่ีสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ สรุปไวในตารางที่ 2.3 

            ซึ่งสามารถจัดจําแนกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดเปน 5 ประเภท ดังตอไปนี้ (Banat, 1995; 

Catherine, 2005)  

            3.1 ไกลโคลิปด (Glycolipids) เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ประกอบดวยคารโบไฮเดรต  

หรือน้ําตาลเชื่อมตอกับไขมัน เชน แรมโนลิปด (Rhamnolipids) ผลิตโดย Pseudomonas  

aeruginosa ซอโฟโรลิปด (Sophorolipids) ผลิตโดย Torulopsis sp. ทรีฮาโลลิปด 

(Trehalolipids) ผลิตโดย Rhodococcus erythropolis  และไกลโคลิปด (Glycolipids) ผลิตโดย 

Alcanivorax borkumensis 

            3.2  ไลโพเพพไทด (lipopeptides) และ ไลโพโปรตีน (lipoproteins) ประกอบดวย 

กรดอะมิโนเชื่อมตอกับไขมัน เชน ไลเคนนิซิน (lichenysin) ผลิตโดย  Bacillus  licheniformis 

เซอรแฟคติน (surfactin ) ผลิตโดย  B. subtilis   ซับทิลิซิน (subtilisin) ผลิตโดย  B. subtilis 

เซอรราเวตติน (serrawettin) ผลิตโดย Serratia  marcescens  อารโทรแฟคติน (arthrofactin) 

ผลิตโดย Arthrobacter sp.และ สเตรปโตแฟคติน (streptofactin) ผลิตโดย Streptomyces 

tendae 
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3.3 กรดไขมัน (Fatty  acids) และ ไขมัน (Neutral lipids) เชน รูบิเวตติน R1 (rubiwettin 

R1) ผลิตโดย  Serratia  rubidaea และออรนิธีนลิปด (ornithinelipids) ผลิตโดย Pseudomonas 

rubescens 

3.4 ฟอสโฟลิพิด (phospholipisds) ประกอบดวยฟอสเฟต เชื่อมตอกับกรดไขมัน และกลี

เซอรอล เชน ฟอสฟาทิดิลกลีเซอรอล (phosphatidylglycerol) ผลิตโดย Thiobacillus  

thioxidans  ฟอสฟาทิดิลไลโนซิทอล (phosphatidylinositol) ผลิตโดย T. thioxidans และ 

ฟอสฟาทิดิก แอซิด (phosphatidic acid) ผลิตโดย T. thioxidans 

3.5 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีโครงสรางเปนพอลิเมอร (polymeric biosurfactants) เปน

สารประกอบโปรตีนของพอลิแซ็กคาไรดอ่ืนๆ (polysaccharide-protein complexs) เชน อิมัลซาน 

(emulsan) ผลิตโดย Acinetobacter calcoaceticus  อลาซาน (alasan) ผลิตโดย  A. radioresistaens  

และ ไบโอดิสเพอรซาน (biodispersan) ผลิตโดย A. calcoaceticus 

 

ตารางที่ 2.3  ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและจุลนิทรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผวิชวีภาพ 

                    (Emeritus, 2001) 

 

จุลินทรีย ชนิดของสารลดแรงตึงผิว 

Torulopsis bombicola Glycolipid (sophorose lipid) 

Torulopsis petrophilum Glycolipid and/or protein 

Pseudomonas  aeruginosa Glycolipid (rhamnose lipid) 

Arthrobacter Glycolipid 

Bacillus subtilis  lipoprotein (surfactin )  

Arthrobacter  paraffineus Sucrose and fructose glycolipids 

Pseudomonas  flurescens rhamnose lipid 

Candida tropicalis Polysaccharide-fatty acid complex 

Corynebacterium lepus Corynomycolic acids 

Acinetobacter sp. HO1-N Fatty acids, mono-and diglycerides 

Acinetobacter  calcoaceticus Rag-1 Lipoheteropolysaccharide (Emulsan) 

Acinetobacter  calcoaceticus 2CAC Whole cells (lipopeptide) 

Candida  lipolytica liposan (mostly carbohydrate) 
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2.7.2 ผลของสารลดแรงตึงผิวตอการบําบัดสารพิษในดิน 

 
 ดินเปนแหลงที่อยูของส่ิงมีชีวิตที่มีความซับซอนและมีความหลากหลายทางดานปจจัย

ทางเคมีและกายภาพ ซึ่งมีผลตอการนําสารประกอบอินทรียที่มีสมบัติไฮโดรโฟบิกไปใชประโยชน

โดยจุลินทรียที่อาศัยอยูในดิน (Straube และคณะ, 2003) โดยการปนเปอนสาร PAHs หรือ

สารประกอบอินทรียในดินมีรูปแบบการอยูรวมกันภายในอนุภาคดินที่แตกตางกัน หากมีการ

ปนเปอนของสาร PAHs ในดินเปนเวลานาน ดินจะสามารถดูดซับสารปนเปอนนั้นไว โดยการดูด

ซึมและแทรกอยูระหวางชั้นน้ําตามชองวางภายในอนุภาคดิน ทําใหสารปนเปอนถูกชะละลาย

ออกมาไดนอยและหากสารปนเปอนจับกับอนุภาคดินโดยอาศัยพันธะทางเคมี จะทําใหสารถูกชะ

ออกมาไดยากยิ่งขึ้น มีรายงานจํานวนมาก บงชี้วาแบคทีเรียหลายชนิดมีความสามารถในการ

ปรับตัวใหเขากับส่ิงแวดลอมที่มีสารเคมีที่มีสมบัติไฮโดรโฟบิก ซึ่งโดยทั่วไปการนําสารประกอบ

เหลานี้ไปใชในการเจริญอาจจะไมเหมาะสมหรืองายนัก จากหลักฐานทางการทดลองและทฤษฏี

แสดงใหเห็นวา การยอยสลายสาร PAHs จําเปนตองอาศัยกลไกตางๆ ของแบคทีเรียเพื่อชวย

สงเสริมการนําสารไปใชประโยชน (Wick และคณะ, 2002) ไดแกระบบการนําสารผานเขาเซลลที่

มีสัมพรรคภาพสูง (high-affinity uptake systems) ความสามารถในการยึดเกาะกับซับสเตรตที่

เปนของแข็ง การสรางและปลดปลอยสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

เหลานี้สามารถทําใหเกิดอิมัลชันที่เสถียร ซึ่งเปนที่นาสนใจวาการเกิดอิมัลชันที่เสถียรนั้นจะทําให

แบคทีเรียสามารถยึดเกาะติดกับพื้นผิวของสารประกอบสารไมชอบน้ําไดอยางแข็งแรง ทําใหเพิ่ม

ความสามารถในการบําบัดสารโดยชีวภาพได (Rosenberg และ Rosenberg, 1981) หนึ่งใน

วิธีการบําบัดสารพิษโดยทางชีวภาพที่มีการเติมสารลดแรงตึงผิว (Biostimulation) ซึ่งเปนการ

กระตุนเสริมใหจุลินทรียที่มีอยูในดินนั้นมีการเจริญ และมีความสามารถในการสลายสารพิษไดดี

ขึ้น โดยเพิ่มการละลายสารไฮโดรคารบอน ทําใหแบคทีเรียสามารถยอยสลายไดงายขึ้น (Haigh, 

1996) จากกลไกดังกลาวสามารถเพิ่มการละลายน้ําของสาร PAHs โดยชวยใหแบคทีเรียสัมผัสกับ

สาร PAHs ไดงาย นอกจากนี้ยังมีปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่มีผลตอการยอยสลายโดยชีวภาพดวย

การควบคุมสภาวะแวดลอมในดินเพื่อใหเกิดสภาวะที่เหมาะสมตอการยอยสลายอาจทําไดโดยการ

ควบคุม pH และอัตราสวน C:N:P การเติมปูนขาว สารอาหาร หรือปุยตามความเหมาะสม การ

ควบคุมความชื้นในดิน การใหอากาศ การควบคุมอุณหภูมิ และการรักษาระดับของอุณหภูมิให

คงที่ รวมถึงการเติมสารลดแรงตึงผิว เพื่อชวยเพิ่มการละลายสารไฮโดรคารบอนเพื่อที่แบคทีเรีย

สามารถจะยอยสลายไดงายขึ้น (Zhang และ Miller, 1992) 

            Tiehm (1994) พบวาความสามารถในการละลายของ PAHs จะขึ้นกับสวนที่ไมชอบน้ํา

ของสารลดแรงตึงผิว โดยสารลดแรงตึงผิวที่มีสวนที่ไมชอบนํ้ามากกวาจะมีความสามารถในการ
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ละลายไดมากกวาสารลดแรงตึงผิวที่มีสวนที่ไมชอบน้ํานอยกวา และการทดลองของ Lui และคณะ

(1995) พบวา Brij 30 จะถูกยอยสลายไปพรอมๆ กับการสลายของแนพธาลีน แต Triton X-100 

จะไมถูกสลายไปดวย   

Margesin และ Schinner (1999) ทดลองการบําบัดน้ํามันดีเซลดวยวิธีทางชีวภาพโดย

เติมโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) ที่ความเขมขนตางๆ พบวา SDS ที่ความเขมขนต่ํา (50-100 

mg/l-1) สามารถเพิ่มอัตราการยอยสลายทางชีวภาพได ในทางตรงกันขาม SDS ที่ความเขมขนสูง

(500-1000 mg/l-1) จะยับยั้งการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน 

Pinto และ Moore (2000) พบวา Tween 80 สามารถชะ PAHs ที่มีวงแหวน 4-5 วง ออก

จากดินได และสงเสริมใหมีการยอยสลายในวัฏภาคน้ําโดยจุลินทรีย และมีรายงานวา เมื่อเติม

เซอรแฟคตินที่ยังไมผานการทําบริสุทธิ์ (crude surfactin) ที่มีความเขมขนมากกวาคา CMC 

สามารถสงเสริมการยอยสลายสารประกอบแอโรแมติกไฮโดรคารบอนได 41% (Olivera และคณะ, 

2000) 

Vipulanandan และ Ren (2000) เปรียบเทียบการใชสารลดแรงตึงผิวในการละลายสาร  

PAHs ดวยแรมโนลิปด โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) และ Triton X-100 พบวาแรมโนลิปด              

(10 มก./ลิตร) สามารถเพิ่มการละลายแนพธาลีน (30 มก./ลิตร) ไดมากกวา SDS 30 เทา แตจะใช

เวลาในการยอยสลายโดยวิธีชีวภาพเปนเวลา 40 วัน ในขณะที่ Triton X-100 (10 มก./ลิตร) ใช

เวลาในการยอยสลาย 100 ชั่วโมง เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะถูกใชเปนแหลงคารบอน

กอนจะเกิดการยอยสลายแนพธาลีน 

Straube และคณะ (2003) ใชแบคทีเรีย Pseudomonas  aeruginosa  strain 64  ซึ่งเปนสาย

พันธุที่ไมสามารถยอยสลายสาร PAHs รวมกับการเติมสารอาหาร (biostimulation/bioaugmentation) 

เพื่อเพิ่มอัตราการยอยสลายสาร PAHs ที่ปนเปอนในดิน พบวาสาร PAHs ลดลง 87% และ เบนโซ[เอ]

ไพรีน ลดลง 67% และเมื่อขยายขนาดการทดลอง พบวาสาร PAHs ลดลง 86% และ เบนโซ[เอ]ไพรีน 

ลดลง 87% ในเวลา 16 เดือน เนื่องจากแบคทีเรียสายพันธุนี้มีการสรางสารลดแรงตึงผิว กอใหเกิดการ

ยอยสลายสาร PAHs โดยชีวภาพขึ้น  

Zhao และคณะ (2005) ทดสอบการรวมกันของสารลดแรงตึงผิว 2 ชนิด คือ 1.สารลดแรงตึง

ผิวประจุลบ (anionic) ไดแกโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) และ สารลดแรงตึงผิวที่ไรประจุ (nonionic) 

ไดแก Triton X-100, Tween 80 และ Brij 35 ตอการยอยสลายฟแนนทรีน เมื่อนําสารลดแรงตึงผิวทั้ง   

2 ชนิดมารวมกัน พบวาชวยสงเสริมความสามารถในการละลายของฟแนนทรีนไดตามลําดับ        

SDS-TW80 > SDS-Brij35 > SDS-TX100 ทําใหมีการยอยสลายในวัฏภาคน้ําโดยจุลินทรียไดหมด

ภายใน 96 ชั่วโมง และการรวมกันของสารลดแรงตึงผิวทั้ง 2 ชนิดนี้ไมมีผลกระทบตอจุลินทียที่ยอย

สลายฟแนนทรีน 
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Cheng และ Wong (2006) ทดสอบความสามารถในการชะฟแนนทรีนและไพรีนออกจากดิน

ในระบบสเลอรีเมื่อเติม Tween 80 และสารประกอบอินทรียที่ไดจากปุยคอก (DOM) พบวาเมื่อเติมทั้ง

Tween 80 และ DOM ชวยเพิ่มความสามารถในการชะฟแนนทรีนและไพรีนออกจากดินมาสูวฏัภาคน้าํ

ไดมากกวาการเติม Tween 80 เพียงอยางเดียว โดยเพิ่มความสามารถในการชะฟแนนทรีนและไพรีน

ไดเพิ่มข้ึนเปน 3 เทา และ 8 เทา ตามลําดบั 

            Danyue และคณะ (2007) พบวาสารลดแรงตึงผิวที่มีผลกระทบดานลบตอจุลินทรียไดแก 

non-ionic surfactants (Tween 80, Brij30, 10LE and Brij35) < anionic surfactants 

(LAS) < cationic surfactants (TDTMA) ความเปนพิษตอแบคทีเรียอาจเนื่องมาจากสูตร

โครงสรางทางโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวที่เปนสาย กลาวคือความเปนพิษนอยลงเมื่อโครงสราง

ทางโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวที่มีสายยาวมากขึ้น นอกจากนี้พบวาการเจริญของแบคทีเรีย

เพิ่มข้ึนเมื่อเติมฟแนนทรีนและ LAS (≤10 mg./l ) ซึ่งแบคทีเรียสามารถใชเปนแหลงคารบอนและ

แหลงพลังงาน อยางไรก็ตามอัตราการยอยสลายฟแนนทรีนจะลดลงเมื่อเติมสารลดแรงตึงผิวที่มี

ความเขมขน 5–40 mg./l ดังนั้นการเติมสารลดแรงตึงผิวไมไดชวยเพิ่มการขนสงโมเลกุลของฟแน

นทรีนไปยังวัฏภาคน้ํา แตแบคทีเรียสามารถใชสารลดแรงตึงผิวเปนแหลงสารอาหารได 

นภดล สวางนาวิน (2547) ทดลองเติมแบคทีเรียที่สามารถสรางสารลดแรงตึงผิว            

P. aeruginosa  สายพันธุ A 41 และ B. subtilis สายพันธุ BBK1 ในการยอยสลายน้ํามันดิบใน

อาหารเหลว BH sea ที่มีน้ํามันดิบ 1% ดวย Brevundimonas sp. สายพันธุ HU2 พบวา            

P. aeruginosa สายพันธุ A 41 และ B. subtilis สายพันธุ BBK1 สามารถสงเสริมการเจริญและ

การยอยสลายน้ํามันดิบโดย Brevundimonas sp. สายพันธุ HU2 ไดหมดภายในระยะเวลา 3 วัน 

สําหรับการเติมแรมโนลิปด และเซอรแฟคติน พบวามีประสิทธิภาพในการสงเสริมยอยสลาย

น้ํามันดิบใกลเคียงกันที่ความเขมขนสูงกวา เทากับและนอยกวาคา CMC และมีประสิทธิภาพใน

การสงเสริมการยอยสลายน้ํามันดิบโดยแบคทีเรียสูงกวา TritonX-100 และ เคมเทค 307  

ตามลําดับ 

รุจา สารคุณ (2548) ศึกษาผลของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห (Brij 35 และ SDS) สารลด

แรงตึงผิวชีวภาพ (แรมโนลิปดที่ผลิตโดย Pseudomonas  aeruginosa สายพันธุ A41 และเซอร

แฟคติน ที่ผลิตโดย Bacillus subtilis สายพันธุ BBK1) และแบคทีเรียที่สามารถสรางสารลดแรงตงึ

ผิวชีวภาพ (P. aeruginosa สายพันธุ A41 และ B. subtilis สายพันธุ BBK1) ตอการยอยสลาย

PAHs โดยกลุมแบคทีเรีย STK ในระบบสเลอรีที่อัตราสวนดินตอน้ํา 1:8 (กรัม/มล.) พบวาการเติม 

Brij 35 รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK สามารถเพิ่มอัตราการสลายฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีน ได

ถึง 98.53%, 98.67% และ 98.87% ตามลําดับ ในขณะที่การไมเติมสารนี้ มีอัตราการสลาย 

62.09%, 60.5% และ 48.21% ตามลําดับ และ พบวาการเติม SDS แรมโนลิปด เซอรแฟคติน    
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P. aeruginosa สายพันธุ A41 และ B. subtilis สายพันธุ BBK1 ไมสงเสริมการยอยสลาย ฟแนน-

ทรีน และไพรีน ในแงของความสามารถในการชะ PAHs ออกจากดิน พบวาสารลดแรงตึงผิว

สังเคราะห Brij 35 และ SDS สามารถชะฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีน ออกจากดินสูวัฏภาคน้ํา

ไดมากกวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ สําหรับการเติม P. aeruginosa สายพันธุ A41 และ              

B. subtilis สายพันธุ BBK1 ลงในระบบ พบวาสามารถสรางสารลดแรงตึงผิวไดเล็กนอยระหวาง

การทดลอง โดยทําใหมีคาแรงตึงผิวของสารละลายดินลดลงจาก 60 มิลลินิวตันตอเมตร เปน 47 

และ 45  มิลลินิวตันตอเมตร ตามลําดับ ทําใหมีการชะฟลูออรีน ฟแนนทรีน และไพรีนออกจากดิน

สูวัฏภาคน้ําได 

 จากสมบัติของสาร PAHs ที่มีความสามารถละลายน้ําไดนอย และมีการเกาะตัวอยาง

รวดเร็วกับตะกอนที่ถูกฝงอยูภายในดิน ทําใหยากตอการที่จุลินทรียเขาไปสัมผัสและนํามาใชใน

การเจริญ ซึ่งเปนขอจํากัดในการบําบัดสารนี้ในดิน ดังนั้นในงานวิจัยนี้ไดมุงเนนการบําบัดไพรีน

โดยวิธีทางชีวภาพและเพิ่มกิจกรรมในการยอยสลายโดยการทําในระบบสเลอรีดินเพื่อเพิ่มพื้นที่

ผิวสัมผัสระหวางจุลินทรียกับไพรีนรวมทั้งการเติมสารลดแรงตึงผิวเพื่อเพิ่มการละลายของสาร 

PAHs ในน้ํา และทําใหมีอัตราการยอยสลายเพิ่มขึ้น (Arostein และ Alexander, 1993; Cuny 

และคณะ, 1999; Guerin และ Jones, 1988a, 1988b; Jimenez และ Bartha, 1996; Tiehm, 

1994; Van Hamme และ Ward, 1999)   

 

ในการวิจัยเลือกศึกษาไพรีน ซึ่งเปนสารประกอบ PAHs ที่กลุมแบคทีเรีย STK สามารถ

ยอยสลายไดดี นอกจากนั้นไพรีนยังเปนตัวแทนสารประกอบ PAH ที่มีมวลโมเลกุลสูงซึ่งละลายน้ํา

ไดนอยทําใหมีความทนทานตอการยอยสลาย (Trzesicka-Mlymarz และ Ward, 1996)     

 

นอกจากนี้ในระหวางการทดลอง ไดติดตามพลวัตรประชากรของกลุมแบคทเรีย STK โดย

วิธี Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) ซึ่งเปนวิธีที่นิยมใชเพื่อติดตามการ

เปลี่ยนแปลงของประชากรแบคทีเรียระหวางการบําบัดทางชีวภาพ ตัวอยางงานวิจัยที่เกิดขึ้นมีอยู

มากมาย ซึ่งจะไดยกตัวอยางงานวิจัยบางสวนพอสังเขป ดังตอไปนี้ 

 

Cindy และคณะ (2000) ไดติดตามการเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียในดินที่ไดจาก

ภาคเกษตรกรรม 6 แหลง โดยใชเทคนิค PCR-DGGE โดยเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของแบคทเีรียบรเิวณ 

16S rDNA ซึ่งพบวาจากตัวอยางดินทั้งหมด 6 แหลงมีเพียง 1 แหลงที่มีการปนเปอน PAHs (700 

mg kg-1) ซึ่งดินบริเวณนั้นมีความหลากหลายของประชาคมแบคทีเรียนอยกวาตัวอยางดินภาค

เกษตรกรรมที่เหลืออีก 5 แหลง              
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Andreoni และคณะ (2004) ศึกษาความแตกตางของประชาคมแบคทีเรียที่มีอยูในดิน

ปนเปอน PAHs ทั้ง 3 แหลง ไดแก ดินจากประเทศเบลเยียม, ดินจากประเทศเยอรมันและดินภาค

เกษตรกรรมจากประเทศอิตาลี ซึ่งดินทั้ง 3 แหลงมีระดับการปนเปอนที่แตกตางกัน โดยใชเทคนิค 

PCR-DGGE โดยเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของแบคทีเรียบริเวณ 16S rDNA พบวาดินจากประเทศ

เบลเยียมที่มีการปนเปอน PAHs ไมนาน  (medium-term) มีความหลากหลายของประชากร

แบคทีเรียมากที่สุดและดินจากประเทศเยอรมันที่มีการปนเปอน PAHs เปนเวลายาวนาน (long-

term) พบวามีความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียนอยที่สุดเนื่องจากจุลินทรียบริเวณนี้มี

เอนไซมในการยอยเพียงเล็กนอย สําหรับดินภาคเกษตรกรรมจากประเทศอิตาลีไมพบการปนเปอน

ของ PAHs นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรียที่แยกไดจากดินประเทศเบลเยียม ไดแกAchromobacter 

xylosoxidans (100%), Methylobacterium sp. (99%), Rhizobium galegae (99%), 

Rhodococcus aetherovorans (100%), Stenotrophomonas acidaminiphila (100%), 

Alcaligenes sp. (99%) and Aquamicrobium defluvii (100%) มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย

ฟแนนทรีนไดสูง  

Niannian และคณะ (2004) ไดติดตามประชาคมแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคโดยใชเทคนิค 

DGGE โดยเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของแบคทีเรียบริเวณ 16S rDNA ดวย primer สากล (A universal 

primer PCR ,UPPCR) โดยวิธีนี้สามารถตรวจหาเชื้อที่กอใหเกิดโรคไดอยางรวดเร็ว และพบวา

แบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคนั้นมี 6 สายพันธุที่พบไดในอุตสาหกรรมการประมง (Pseudomonas 

fluorescens, Vibrio anguillarum, Aeromonas hydrophila, Vibrio fluvialis, Providencia 

rettgeri และ Aeromonas sobria)  

Pattanasupong และคณะ (2004) ไดติดตามประชาคมแบคทีเรียที่สามารถยอยยาฆา

แมลงโดยใชเทคนิค DGGE พบวาในสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการยอยสลาย จะพบวากลุม

แบคทีเรียมีแถบของดีเอ็นเอบางมากที่ pH ต่ํา และฟอตเฟตที่ความเขมขนนอย แตเมื่อปรับสภาวะ

ใหเหมาะสมตอการยอยสลายทําใหกลุมแบคทีเรียมีแถบของดีเอ็นเอที่เขมข้ึน  

Xia และคณะ (2005) ไดนํากลุมแบคทีเรียที่สามารถใชแอมโมเนียในการเจริญ            

(ammonia-oxidizing bacteria) มาสกัด DNA รวมถึงเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของแบคทีเรียบริเวณ 

16S rDNA กอนนํามาวิเคราะหสวนของ 16S rDNA ดวยเทคนิค PCR-DGGE โดยกลุมแบคทีเรีย

นี้คัดแยกไดจากตะกอนจากบอบําบัด (activated sludge) 2 แบบ คือ chemical bioflocculation 

process และ chemical coagulation process พบวาความหลากหลายของกลุมแบคทีเรียใน 

chemical bioflocculation process นั้นมีมากกวากลุมแบคทีเรียใน chemical coagulation 

process 
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Hesham และคณะ (2006)   ทดสอบการยอยสลาย PAHs ในระบบสเลอรีโดยกลุมยีสต 

ไดแก Candida  sp., Pichia sp., Rhodotorula sp. และ  Sporidiobolus sp. ยีสตกลุมนี้คัดแยก

มาจากดินที่มีการปนเปอนน้ํามันและมีการใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนนี้ พบวายีสตกลุมนี้มี

ประสิทธิภาพในการยอยสลาย PAHs ไดทั้งโมเลกุลต่ําและโมเลกุลสูง โดยภายใน 6 สัปดาห  

สามารถยอย PAHs ที่โมเลกุลต่ําได 89.3-98.6% และยอย PAHs ที่โมเลกุลสูงได 66.3-89.4% 

และมีการใชเทคนิค DGGE ติดตามการเปลี่ยนแปลงประชากรของยีสต โดยเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ

ของยีสตบริเวณ 26S ribosomal DNA (rDNA) พบวา Candida maltosa และ Pichia  

guilliermondii  มีความโดดเดนมากที่สุด รองลงมาคือ Rhodotorula   dairenensis ซึ่งมีแถบ 

DNA ที่บางมาก นอกจากนี้ระหวางการทดลองไมสามารถพบ Sporidiobolus  salmonicolor และ 

Pichia  anomala  

           ประโยชนของเทคนิค DGGE ดังที่กลาวมานี้ สามารถทําใหนักวิทยาศาสตร และวิศวกร

ทางชีวภาพเขาใจโครงสราง ชนิด และปริมาณของแบคทีเรียวาเปนอยางไร มากหรือนอยตางกัน

แคไหนในระดับอณูวิทยา นอกจากนี้สาย DNA ที่ถูกแยกแลวบน DGGE gel สามารถถูกตัดหรือ

สกัด (Excise) ไปหาลําดับเบสเพื่อตรวจสอบวาเปนชนิดใด  



บทที่ 3 
 

อุปกรณ  เคมีภัณฑ  และวิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 อุปกรณที่ใชในการวิจัย 
 

1. เครื่องชั่งรุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorious ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษัท Kakusan ประเทศญี่ปุน 

4. ตูเข่ียเชื้อแบบ ISSCO Laminar flow รุน BVT-124 ของบริษัท International Sciencetific 

Supply ประเทศสหรัฐอเมริกา 

     5. ไมโครปเปต (micropipette) รุน P10  P20  P100  P200  P1000 และ P5000 ของบริษัท     

Gilson ประเทศฝรั่งเศส 

6. หัวกรอง ชนิด PTFE ขนาดความกวางของรู 0.20 รุน DISMIC 13JP ของบริษัท Tokyo 

Roshi Kaisha ประเทศญี่ปุน 

7. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro ประเทศญี่ปุน 

8. เครื่องปนผสม (vortex mixture) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industry ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

9. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (sonicator) ชนิดอาง รุน FS400 ของบริษัท Decan  

Ultrasonics ประเทศอังกฤษ 

10. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน Hereaus type B 5050  E ของบริษัท Hereaus ประเทศเยอรมัน 

11. เครื่องคัดกรองขนาดดิน ขนาดความกวางของรู 1.18 มิลลิเมตร รุน O.S.K. 119 standard 

Sieve ของบริษัท Okawa Seiki ประเทศญี่ปุน 

12. เครื่องเขยา (shaker) รุน Innova 2300 ของบริษัท New Brunswick Scientific ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

13. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา อุณหภูมิ –20 oซ ของบริษัท Sanyo Electric ประเทศญี่ปุน 

14. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Genesys20 ของบริษัท Thermo 

spectonic ประเทศญี่ปุน 

15. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน Sorvall® Biofuge 

Stratos ของบริษัท Heraeus ประเทศญี่ปุน 
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16. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N-100 ของบริษัท 

Eyela ประเทศญี่ปุน 

17. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน digital water bath SB-1000 ของบริษัท Eyela 

ประเทศญี่ปุน 

18. เครื่องทําความเย็น (cooling) รุน CCA-1110 ของบริษัท Eyela ประเทศญี่ปุน 

19. เครื่องดูดอากาศ (aspirator) รุน A3-S ของบริษัท Eyela ประเทศญี่ปุน 

20. เครื่องวัดแรงตึงผิว (ring tensiometer) รุน K6 ของบริษัท Krüss ประเทศเยอรมนั 

21. อุปกรณสําหรบัถายภาพ 

- Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 4.4.1 ของบริษัท  

             Bio-Rad ประเทศสหรัฐอเมริกา 

     22. ชุดเครื่องมือทาํอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

- Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-2 Advance ประเทศญี่ปุน 

- Mini Sub-Cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

23. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –70 Oซ  รุน REVCO ULT 1786 ของ

บริษัท Forma Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

24. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20 Oซ รุน MDF-U536D ของบริษัท 

Sanyo Electric ประเทศญี่ปุน 

25. ชุดเครื่องแกสโครมาโตรกราฟ (Gas Chromatography, GC) 

 - เครื่องแกสโครมาโตรกราฟ  รุน 6890N ของบริษัท Agilent Technologies ประเทศ 

              สหรัฐอเมริกา 

  -เครื่องตรวจวัด (detector) ชนิด Flame Ionization Detector (FID) 

 - คอลัมน (column) ชนิด HP-5 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 320 ไมโครเมตร ยาว 30 เมตร 

หนา 0.25 ไมโครเมตร ภายในเคลือบดวย เฟนนิล เมทิล ไซโลเซน ความเขมขน 5 % (5%-

Phenyl)-methylpolysiloxane   

 - เข็มฉีดยาขนาดเล็ก (microsyrings) ขนาด 10 ไมโครลิตร 

 - แกสไฮโดรเจนชนิด ultra high purity ของบริษัท Thai Industrial Gas (TIG) 

 - แกสไนโตรเจนชนิด ultra high purity ของบริษัท Thai Industrial Gas (TIG) 

 - แกสฮีเลียมชนิด ultra high purity ของบริษัท Thai Industrial Gas (TIG) 

 - อากาศ (air zero) ชนิด ultra high purity ของบริษัท Thai Industrial Gas (TIG)  
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3.2 เคมีภัณฑ 
 

     1. ไพรีน (pyrene) ของบริษัท Sigma Chemical ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI ประเทศญีปุ่น 

4. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา 

5. โซเดียมคลอไรด (NaCI) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี  

6. แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) บริษัท BDH Chemicals ประเทศออสเตรเลีย 

7. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O) ของบริษัท  Carlo ERBA ประเทศฝรั่งเศส 

8. โพแทสเซียมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals ประเทศ

ออสเตรเลีย 

9. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA ประเทศฝรั่งเศส 

10. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

11. เมทานอล (CH3OH) บริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

12. เอธิลอะซีเตต (CH3COO2H5) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

13. ไดคลอโรมีเทน (CH2CI2) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

14. ไดเอธิลอีเทอร ((C2H5)2O) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

15. อะซีโตน (CH3COCH3) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

16. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (Anhydrous Na2SO4) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

17. ไซโคลเฮกซามีด (Cyclohexamide) ของบริษัท Sigma Chemical ประเทศสหรัฐอเมริกา 

18. เฟอริกคลอไรด (FeCI3.6H2O) ของบริษัท May & Baker ประเทศอังกฤษ 

19. แคลเซียมคลอไรด (CaCI2.2H2O) ของบริษัท AJEX  Chemicals ประเทศออสเตรเลีย 

20. Triton X-100 ของบริษัท Sigma Chemical ประเทศสหรัฐอเมริกา 

21. Brij 35 ของบริษัท Sigma Chemical ประเทศสหรัฐอเมริกา 

22. ชุด Glass powder for Recovery of DNA EASYTRAPTMVer.2 ของบริษัท TAKARA 

ประเทศญี่ปุน 

23. ฟนอล (phenol) ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 

24. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenolblue) ของบริษัท Fluka ประเทศเยอรมนี 

25. โปรตีเนสเค (Proteinase K) ของบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

26. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

27. Taq DNA polymerase ของบริษัท New England Biolabs ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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28. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท New England Biolabs ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

29. 100 base pair DNA ladder ของบริษัท New England Biolabs ประเทศสหรัฐอเมริกา 

30. โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร ของบริษัท Operon Biotechnologies GmbH ประเทศ

เยอรมนี 

31. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

32. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na22H2O) ของบริษัท Sigma 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

33. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalal Tesque ประเทศ

ญี่ปุน 

34. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [(C16H32N(CH3)3)Br] ของบริษัท TCI-EP 

ประเทศญี่ปุน 

35. Geneclean II Kit ของบริษัท Q-BIOgene ประเทศสหรัฐอเมริกา 

36. Formamide (Deionized) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 

37. 40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1 (2.6% C) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

38. Urea ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 

39. Ammonium persulfate ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 

40. TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories 

Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 

41. 50xTAE ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 

42. Dye solution ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 

43. Ethidium bromide solution เขมขน 10 มก./มล. ของบริษัท Bio-Rad Laboratories Inc. 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.3 จุลินทรีย 

 ในงานวิจัยนี้มีการใชกลุมแบคทีเรีย และแบคทีเรียบริสุทธิ์ ดังนี้ 

แบคทีเรีย เอกสารอางอิง 

กลุมแบคทีเรีย STK 

Bacillus  subtilis สายพันธุ  BBK-1 

ทิมากร  แสงดํา (2547) 

นิรันดร  รุงสวาง (2542) 
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3.4 วิธีดําเนินการวิจัย 
 

 3.4.1 การเตรียมดิน ศึกษาลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีของดิน 
 

เก็บตัวอยางดินที่มีการปนเปอนน้ํามันเครื่องจากเครื่องสูบน้ําบริเวณที่ทําการ

เพาะปลูกพืช ต.ทุงขวาง อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม ขุดดินลึกจากผิวหนาดินประมาณ 15 ซม. แยก

เศษใบไมและหินออก ตรวจสอบการปนเปอนสาร PAHs โดยการสกัดและวิเคราะหดวย GC-FID 

โดยนําดิน 2 กรัมใสในขวดแกว เติมนอรมอล-เฮกเซน 4 มล. และ Triton X-100 ความเขมขน 15% 

ปริมาตร 1.5 มล. วางในเครื่องเขยาดวยอัตราการเขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 6 ชั่วโมง และ

เก็บในตูแชเย็นอุณหภูมิ -20 oซ  ขามคืนเพื่อใหสวนน้ํากลายเปนน้ําแข็ง จากนั้นเติมโซเดียมซัลเฟต

แอนไฮดรัส เพื่อกําจัดน้ํา และนํามากรองเก็บสารละลายโดยกรองผานโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส 

กรองดวยหัวกรอง PTFE เก็บใสหลอด GC เก็บตัวอยางที่สกัดไดไวที่อุณหภูมิ -20 oซ จนกวาจะทํา

การวิเคราะหปริมาณสารดวย Gas Chromatography (GC)  

                                 

นําดินหนึ่งสวนไปวิเคราะหลักษณะทางกายภาพ และองคประกอบทางเคมีของ

ตัวอยางดิน สงวิเคราะหที่ฝายวิจัยดิน กองเกษตรเคมี กระทรวงเกษตรและสหกรณ มีรายละเอียด

ในการวิเคราะหดังนี้ วิเคราะหลักษณะเนื้อดิน คาความเปนกรดดาง ปริมาณไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 

สารอินทรีย (organic matter)  และความจุสูงสุดในการอุมน้ํา (maximum water holding 

capacity) สวนดินที่เหลือนํามาคัดกรอง โดยใชเครื่องคัดกรองขนาดดินเสนผานศูนยกลาง 1.18 

มิลลิเมตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 oซ จนกวาจะทําการทดลอง และเมื่อเร่ิมตนทดลองจะนําออกมา

ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 สัปดาห กอนที่จะนํามาใชในการทดลอง 

 
3.4.2 ปริมาณน้ําตอความสามารถในการยอยสลายไพรีนในระบบสเลอรีโดยกลุม

แบคทีเรีย STK  
      

3.4.2.1 เตรียมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ในอาหารเหลว CFMM ที่เติมไพรีน เล้ียง

เชื้อบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 Oซ เปนเวลา 8 วัน หลังจากนั้นนํามาปน

แยกเซลลแบคทีเรียดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 oซ นาน 10 

นาที นําสวนเซลลแบคทีเรียมาลางในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % ปนเหวี่ยงในสภาวะเดิม 

โดยทําตามขั้นตอนนี้ 2 คร้ัง นําสวนเซลลมาแขวนลอยในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % นํา

เซลลแขวนลอยมาวัดความขุนที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และเจือจางใหมีคาการดูดกลืน

แสงเทากับ 1.0 ซึ่งจะมีเชื้อแบคทีเรียประมาณ 109 CFU/มล. นําเซลลแขวนลอยที่ปรับความ



 32 

เขมขนแลวมาเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 0ซ เปนเวลา 24 ชม. 

เพื่อใหแบคทีเรียใชอาหารสะสมที่เหลืออยูในเซลลใหหมดไป (ทิมากร แสงดํา, 2547) 

  

3.4.2.2 ชั่งดินน้ําหนัก 4 กรัม ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อที่

อุณหภูมิ 121  Oซ 45 นาที 3 คร้ัง หางกันครั้งละ 1 คืน นําดินที่เตรียมไวเติมไพรีน ละลายในอะซี

โตน ที่ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.2 

ไมโครเมตร โดยใหมีความเขมขนสุดทายของไพรีนเปน 1000 มก./ลิตร เติมไพรีน 1 มิลลิกรัมตอ

ดินแหง 1 กรัม ผสมใหเขากัน คลายฝาออกตั้งทิ้งไวเปนเวลา 16 ชั่วโมงเพื่อใหอะซีโตนระเหย 

(Brinch และคณะ,  2002)   

                  

                     3.4.2.3 เตรียมปริมาณน้ําปลอดเชื้อที่แตกตางกันโดยใหมีอัตราสวนดินตอน้ํา ดังนี้ 

1:0, 1:0.5, 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:8, 1:10 และ 1:12  ใชดินปลอดเชื้อ 4 กรัม ซึ่งมีการเติมไพรีน

เรียบรอยแลวตามขอ 3.4.2.2 จากนั้นเติมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK (resting cell) จํานวน 109 

CFU/มล. ลงไปในทุกชุดการทดลอง จากนั้นนําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน  ทุกชุดทําการทดลอง 2 ซ้ํา เก็บตัวอยางทุกวันตั้งแตวันที่ 0, 1, 3, 5 

และ 7 สกัดและวิเคราะหหาปริมาณ PAHs ที่เหลืออยูในวัฏภาคดิน และน้ําดวย GC-FID โดยเก็บ

ตัวอยางดินเหลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 15,000 รอบ/นาที เปนเวลา 30 นาที แยกสวนน้ํา

ออกจากดิน นําดิน 4 กรัมใสในขวดแกว เติมนอรมอล-เฮกเซน 8 มล. และ Triton X-100 ความ

เขมขน 15% ปริมาตร 3 มล. วางในเครื่องเขยาดวยอัตราการเขยา 200 รอบ/นาที เปนเวลา 6 

ชั่วโมง และเก็บในตูแชเย็นอุณหภูมิ -20 oซ  ขามคืนเพื่อใหสวนน้ํากลายเปนน้ําแข็ง จากนั้นเติม

โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส เพื่อกําจัดน้ํา และนํามากรองเก็บสารละลายโดยกรองผานโซเดียม

ซัลเฟตแอนไฮดรัส กรองดวยหัวกรอง PTFE เก็บใสหลอด GC สําหรับสวนน้ํา 2 มล. เติมนอรมอล-

เฮกเซน 2 มล. และ Triton X-100 ความเขมขน 15% ปริมาตร 0.4 มล. วางในเครื่องเขยาดวย

อัตราการเขยา 200 รอบ/นาที เปนเวลา 6 ชั่วโมง และเก็บในตูแชเย็นอุณหภูมิ -20 oซ ขามคืน

จากนั้นนําออกมาตั้งทิ้งใหแยกชั้น แยกสวนเฮกเซนใสหลอดใหม เติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส 

เพื่อกําจัดน้ําที่เหลืออยู ตั้งทิ้งใหตกตะกอน แลวกรองสารละลายดวยหัวกรอง PTFE ใสหลอด GC 

เก็บตัวอยางที่สกัดไดไวที่ อุณหภูมิ -20 oซ จนกวาจะวิเคราะหปริมาณสารดวย Gas 

Chromatography (GC) ที่มี detector ชนิด Flame Ionized Detector (FID) โดยกําหนดสภาวะ

ดังนี้  
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            อุณหภูมิของคอลัมน    80  องศาเซลเซียส 

 อุณหภูมิของ Injector  280  องศาเซลเซียส  

 อุณหภูมิของ Detector  250  องศาเซลเซียส  

 อัตราการไหลเทากับ  9.52  psi  

 ปริมาณสารที่ฉีด    1  ไมโครลิตร 

 

แตละเวลาจะมีชุดการทดลองดังนี้ 

 

             ชุดทดลอง เปนชุดที่เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อในอัตราสวนของน้ําที่แตกตางกันในดิน

ปลอดเชื้อที่มีสารไพรีนและเติมกลุมแบคทีเรีย STK 

  ชุดควบคุมที่ 1 ถึง ชุดควบคุมที่ 9 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีน 

เนื่องจากปจจัยทางกายภาพ (abiotic degradation) ที่มีอัตราสวนดินตอน้ํา 1:0, 1:0.5, 1:1, 1:2, 

1:4, 1:6, 1:8, 1:10, และ 1:12  แตไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK 

                
          3.4.3 การทดสอบประสิทธิภาพของการใหอากาศตอการยอยสลายไพรีนในระบบ
สเลอรีโดยกลุมแบคทีเรีย STK โดยเปรียบเทียบดินปลอดเชื้อและดินไมปลอดเชื้อที่
ความเร็วรอบตางๆ  

 
                     3.4.3.1 ชั่งดินน้ําหนัก 4 กรัม ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. ชุดหนึ่งนําไปนึ่งฆา

เชื้อที่อุณหภูมิ 121 oซ 45 นาที 3 คร้ัง หางกันครั้งละ 1 คืน สวนอีกชุดเปนชุดดินไมปลอดเชื้อ นํา

ดินที่เตรียมไวเติมไพรีนที่ละลายในอะซีโตนกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 

0.2 ไมโครเมตร โดยใหมีความเขมขนสุดทายของไพรีนเปน 1000 มก./ลิตร เติมไพรีน 1 มิลลิกรัม

ตอดินแหง 1 กรัม ผสมใหเขากัน คลายฝาออกตั้งทิ้งไวเปนเวลา 16 ชั่วโมงเพื่อใหอะซีโตนระเหย 

(Brinch และคณะ,  2002)   

 

                     3.4.3.2 เตรียมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ลงในอาหารตามขอ 3.4.2.1 จากนั้น

เตรียมน้ําแบบปลอดเชื้อ เติมลงไปในดินปลอดเชื้อ และไมปลอดเชื้อ 4 กรัม ซึ่งมีการเติมไพรีน

เรียบรอยแลวจากขอ 3.4.3.1 จากนั้นเติมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ปริมาตร 1 มล. จนไดปริมาตร

สุทธิ 24 มล. (อัตราสวนดิน:น้ํา เทากับ 1:6) หลังจากเติมเชื้อลงไปในสเลอรีดินจะไดปริมาณเชื้อ

เร่ิมตนประมาณ 108 CFU ตอดินเหลว 1 มล. นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150, 200 และ 

250  รอบ/นาที  ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน  ทุกชุดทําการทดลอง 2 ซ้ํา เก็บตัวอยางทุกวนัตัง้แต
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วันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 สกัดและวิเคราะหหาปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในวัฏภาคดิน และน้ําดวย 

GC-FID (ตามขอ 3.4.2.3) แตละเวลาจะมีชุดการทดลองดังนี้ 

            

  ชุดทดลอง เปนชุดที่เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อในดินที่มีไพรีน และเติมกลุมแบคทีเรีย 

STK นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150, 200 และ 250  รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิหอง 

  ชุดควบคุมที่ 1 เปนชุดควบคุมการยอยสลายไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อ

เนื่องจากปจจัยทางกายภาพ (abiotic degradation) แตไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK              

                        ชุดควบคุมที่ 2 เปนชุดควบคุมการยอยสลายไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ

เนื่องจากจุลินทรียในดิน ( biodegradation) แตไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK 

 

         3.4.3.3  ศึกษาการเจริญของกลุมแบคทีเรียโดยวธิี  viable plate count โดยนํา

ตัวอยางมาเจือจางใหเหมาะสมดวย โซเดียมคลอไรด  0.85 % นํามา 100 ไมโครลิตรเกลี่ยบน

อาหารแข็ง LB บมเชื้อ 30 Oซ เปนเวลา 5 วันแลวนับจํานวนโคโลนี   

 
3.4.4 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคติน (Surfactin) 

                      

         เตรียมหัวเชื้อ Bacillus subtilis  สายพันธุ BBK-1 (นิรันดร  รุงสวาง, 2542) ลงบน

อาหารแข็ง NA เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 °ซ. เปนเวลา 24 ชม. เขี่ยเชื้อ 1 โคโลนี ลงในอาหารเหลว 

LB ดัดแปลง (ภาคผนวก ก.) ที่มโีซเดียมคลอไรด 3% ปริมาตร 50 มล. ลงในขวดรูปชมพูขนาด  

250 มล. นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว  200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 °ซ. เปนเวลา 13 ช.ม   

แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโมเมตร มีคาประมาณ 2.5 ถายเชื้อ 4% 

(ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเหลว LB ท่ีมีโซเดียมคลอไรด 3% ที่เตรียมไว 3 ลิตร แลวนําไป

เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 48 ชม. จากนั้นทําให

บริสุทธิ์บางสวน โดยเก็บน้ําเลี้ยงเชื้อที่เวลา 48 ชม. นํามาปนแยกเซลล ที่ความเร็ว 8,000       

รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที ไดสวนน้ําใสที่ปลอดเซลล นําไปทดสอบคาแรงตึงผิวดวยเครื่องวัดแรง

ตึงผิว  จากนั้นนําสวนน้ําใสนี้ มาตกตะกอนดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 6 นอรมัล จนมีความเปน

กรด-ดางเทากับ 2 ทิ้งไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 °ซ. นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที 

ที่อุณหภูมิ 4 °ซ. เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําสวนตะกอนที่ไดลางในน้ํากลั่นที่มีความเปนกรด-

ดางเทากับ 2 โดยปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 °ซ. เปนเวลา 30 นาที ทํา

การปนเหวี่ยงซ้ําอีก 2 คร้ัง จากนั้นนําสวนตะกอนมาสกัด โดยใชกรวยแยกดวยเมธานอล เขยาเปน

เวลา 3 นาที ทิ้งไวใหแยกชั้น ทําการสกัดซ้ําอีก 2 คร้ัง แลวจึงนําชั้นตัวทําละลายอินทรียมากําจัด
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น้ําออกโดยใชโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส นําตัวทําละลายอินทรียที่ปราศจากน้ํา ไประเหยแหง

สุญญากาศ ควบคุมอุณหภูมิที่ 65 °ซ. จะไดสารซึ่งมีลักษณะเหนียวหนืด มีสีเหลืองน้ําตาล 

จากนั้นจึงนําไประเหยแหงที่อุณหภูมิหอง ในโถดูดความชื้น เปนเวลา 4-5 วัน จะไดเซอรแฟคตินที่

บริสุทธิ์บางสวนมีสีเหลือง  

 
3.4.5 การทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิว 

                   

         3.4.5.1  หาจุดวิกฤตของการเกิดไมเซลล (Critical Micelle Concentration, CMC) 

นําสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห 10 มล. สวนเซอรแฟคตินที่ผลิตได จากขอ 3.4.4 ชั่งน้ําหนัก 5 มก. 

ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 10 มล. ปนผสมสารใหเขากัน หาคา CMC ดวยการเจือจางสารลดแรง

ตึงผิวในน้ํากลั่นที่ความเขมขนตางๆ นําไปวัดคาแรงตึงผิวดวยเครื่องวัดคาแรงตึงผิว นําคาที่ไดไป

เขียนกราฟระหวางคาแรงตึงผิวกับคา log ของเปอรเซ็นตความเจือจาง (log percent dilution)  

เพื่อหาคา CMC (Duvnjak และคณะ, 1982) 

 

         3.4.5.2 หาจุดวกิฤตของการเกิดไมเซลลในสารละลายดิน (Apparent Critical 

Micelle Concentration, ACMC) ดัดแปลงจากวิธีของ Sun และ Puri (1997) โดยเติมสารละลาย

เจือจางสารลดแรงตึงผิวในน้ํากลั่นปลอดเชื้อที่ความเขมขนตางๆ ชนิดละ 8 มิลลิลิตร ใสลงใน

หลอดบรรจุดินปลอดเชื้อที่ไมมีสาร PAHs 1 กรัม (อัตราสวนดินตอน้ํา 1:6) เขยา 24 ชั่วโมง ปน

เหวี่ยงเพื่อใหดินตกตะกอนที่ความเร็ว 15,000 รอบ/นาที เปนเวลา 30 นาที นําสวนน้ําใสไปวัด

คาแรงตึงผิวดวยเครื่องวัดแรงตึงผิว นําคาที่ไดไปเขียนกราฟระหวางคาแรงตึงผิวกับคา log ของ

เปอรเซ็นตความเจือจาง (log percent dilution) เพื่อหาคา  ACMC  

 
3.4.6 การเติมสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหตอการยอยสลายไพรีนในระบบสเลอรี

โดยกลุมแบคทีเรีย STK โดยเปรียบเทียบดินปลอดเชื้อและดินไมปลอดเชื้อ  
 

                     เตรียมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ลงในอาหารตามขอ 3.4.2.1 จากนั้นเตรียม Brij 

35 ซึ่งเปนสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหที่คัดเลือกไดแบบปลอดเชื้อโดยใหมีความเขมขนสุดทาย

มากกวาคา ACMC 15 เทา (คา ACMC เทากับ 300 มก.ตอลิตร) โดยคํานวณเพื่อใชสําหรบัเตมิลง

ในน้ํากลั่น ลงในดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อที่เติมไพรีน โดยใหมีความเขมขนสุดทายของไพรีน

เปน 1000 มก./ลิตร ตามขอ 3.4.3.1 จากนั้นเติมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ปริมาตร 1 มล. จนได

ปริมาตรสุทธิ 24 มล. (อัตราสวนดิน:น้ํา เทากับ 1:6) นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 
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รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน ทุกชุดทําการทดลอง 2 ซ้ํา เก็บตัวอยางทุกวันตั้งแตวันที่ 

0, 1, 3, 5 และ 7 สกัดและวิเคราะหหาปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในวัฏภาคดิน และน้ําดวย GC-FID 

ตามขอ 3.4.2.3 และศึกษาการเจริญของกลุมแบคทีเรียตามขอ 3.4.3.3 แตละเวลาจะมีชุดการ

ทดลองดังนี้ 

 

                        ชุดทดลอง เปนชุดที่เติมสารละลาย Brij 35 ที่ความเขมขนเทากับ 15 เทา ของคา 

ACMC ลงในดินปลอดเชื้อและดินไมปลอดเชื้อที่เติมไพรีน และเติมกลุมแบคทีเรีย STK นาํไปเขยา

บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว  200 รอบ/นาที  ที่อุณหภูมหิอง 

                        ชุดควบคุมที่ 1 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อที่

เติมสารละลาย Brij 35 แตไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เพื่อตรวจสอบการลดลงของไพรีนเนื่องจาก

ปจจัยทางกายภาพ 

                        ชุดควบคุมที่ 2 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่

เติมสารละลาย Brij 35 แตไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เพื่อตรวจสอบการลดลงของไพรีนเนื่องจาก 

จุลินทรียในดิน 

                        ชุดควบคุมที่ 3 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อที่

เกิดจากปจจัยทางกายภาพที่ไมเติมทั้งสารละลาย Brij 35 และกลุมแบคทีเรีย STK  

                        ชุดควบคุมที่ 4 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่

เกิดจากจุลินทรียในดิน ที่ไมเติมทั้งสารละลาย Brij 35 และกลุมแบคทีเรีย STK                                                     

                        ชุดควบคุมที่  5 เปนชุดควบคุมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เพียงอยางเดียวทั้งใน 

สเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ 

            
 3.4.7 การเติมแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึงผิวเปรียบเทียบกับการเติมสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพในระบบสเลอรี ตอความสามารถในการยอยสลายสารไพรีนโดยกลุม
แบคทีเรีย STK  
 
                 3.4.7.1 เตรียมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ลงในอาหารตามขอ 3.4.2.1 จากนั้น

เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคตินแบบปลอดเชื้อ ดวยความเขมขนเทากับ 15 เทาของคา 

ACMC (คา ACMC เทากับ 300 มก.ตอลิตร) โดยคํานวณเพื่อใชสําหรับเติมลงในน้ํากลั่น ลงในดิน

ปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ 4 กรัม และมีการเติมสารไพรีนเรียบรอยแลวจากขอ 3.4.3.1 จากนั้น

เติมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ปริมาตร 1 มล. จะไดปริมาตรสุทธิ 24 มล. (อัตราสวนดิน:น้ํา 

เทากับ 1:6) นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที  ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน  
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ทุกชุดทําการทดลอง 2 ซ้ํา เก็บตัวอยางทุกวันตั้งแตวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 สกัดและวิเคราะหหา

ปริมาณ PAHs ที่เหลืออยูในวัฏภาคดิน และน้ําดวย GC-FID โดยมีชุดการทดลองดังนี้ 

   

                        ชุดทดลองที่ 1 เปนชุดเติมสารละลายสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคติน 

รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK ทั้งในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ  

                        ชุดควบคุมที่ 1 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อที่

เติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เนื่องจากปจจัยทางกายภาพ   

                        ชุดควบคุมที่ 2 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่

เติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เนื่องจากจุลินทรียในดิน   

                        ชุดควบคุมที่ 3 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อที่ไม

เติมทั้งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและกลุมแบคทีเรีย STK เนื่องจากปจจัยทางกายภาพ  

                        ชุดควบคุมที่ 4 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่

ไมเติมทั้งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและกลุมแบคทีเรีย STK เนื่องจากจุลินทรียในดิน  

                        ชุดควบคุมที่ 5 เปนชุดควบคุมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เพียงอยางเดียวทั้งในสเลอ

รีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ 

   

                     3.4.7.2 เตรียมหัวเชื้อ  Bacillus subtilis  สายพันธุ  BBK-1 (นิรันดร  รุงสวาง, 

2542) ลงบนอาหารแข็ง NA เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 °ซ. เปนเวลา 24 ชม. เข่ียเชื้อ 1 โคโลนี ลงใน

อาหารเหลว LB ดัดแปลง  (ภาคผนวก ก.) ที่มีโซเดียมคลอไรด 3% นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่

ความเร็ว  200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30 °ซ. เปนเวลา 3 วัน หลังจากนั้นนํามาปนแยกเซลล

แบคทีเรียดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 oซ นาน 10 นาที นําสวน

เซลลแบคทีเรียมาลางในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % ปนเหวี่ยงในสภาวะเดิม โดยทําตาม

ขั้นตอนนี้ 2 ครั้ง นําสวนเซลลมาแขวนลอยในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % นําเซลล

แขวนลอยมาวัดความขุนที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และเจือจางใหมีคาการดูดกลืนแสง

เทากับ 1.0 ซึ่งจะมีเชื้อแบคทีเรียประมาณ 1010 CFU/มล. นําเซลลแขวนลอยที่ปรับความเขมขน

แลวมาเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชม. (รุจา สาร

คุณ, 2548) 

 

                     3.4.7.3  เตรียมหัวเชื้อกลุมแบคทีเรีย STK ลงในอาหารตามขอ 3.4.2.1 จากนั้นเติม

หัวเชื้อของแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึงผวิ  B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ทําใหมีปริมาณเชื้อ

เร่ิมตนสุดทายในระบบสเลอรี่เปน 1.0x107, 5.0x107, 1.0 x108, 1.5 x108 และ 2.0 x108 CFU/มล.
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(1, 5, 10, 15 และ 20 เทา ของเชื้อเร่ิมตน 107 CFU/มล.) ลงไปแทนการเติมสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ  เปรียบเทียบกับผลการเจริญของกลุมแบคทีเรีย และความสามารถในการยอยสลายไพรีน

เมื่อเติมแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพลงไป เตรียมการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.4.7.1 

โดยมีชุดการทดลองดังนี้   

  ชุดทดลองที่ 2 เปนชุดที่เติมแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึงผิว  B. subtilis สาย

พันธุ BBK-1 รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK ทั้งในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ 

                        ชุดควบคุมที่ 1 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อและ

ไมปลอดเชื้อที่เติมแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ B.Subtilis สายพันธุ BBK-1 แตไมเติม

กลุมแบคทีเรีย STK  

  ชุดควบคุมที่ 2 เปนชุดควบคุมการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อและ

ไมปลอดเชื้อที่ไมเตมิแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  B. subtilis สายพันธุ BBK-1 และ

กลุมแบคทีเรีย STK              

                        ชุดควบคุมที่ 3  เปนชุดควบคุมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เพียงอยางเดียวทั้งใน 

สเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ 

 
3.4.8 ติดตามพลวัตรประชากรแบคทีเรียในชุดการสลายไพรีนในดินไมปลอดเชื้อ

โดยกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติม B. subtilis สายพันธุ BBK-1 โดย Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis (DGGE)  
 

         จากชุดการทดลองที่ 3.4.7 ในชุดทดลองที่ 2 เปนชุดที่เติมแบคทีเรียที่สรางสารลด

แรงตึงผิว  B. subtilis สายพันธุ BBK-1 รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK จึงเลือกนํา BBK-1 ที่มีเชื้อ

เร่ิมตนประมาณ 107 CFU/มล.มาติดตามพลวัตรประชากรแบคทีเรียในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่มี

ไพรีนเมื่อเติมรวมกับกลุมแบคทีเรีย STK 

 
 3.4.8.1 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ 
 

         สกัดชุดการทดลองตัวอยางสเลอรีดินดัดแปลงตามวิธีของ Sei และคณะ (2000) นํา

ตัวอยางดินสเลอรี 200 มิลลิกรัม ใสในหลอดไมโครฟวจ เติม High DNA extraction buffer 440 

ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข) เติมโปรตีนเนสเค (proteinase K) 20 มก./มล. (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 

10 ไมโครลิตร และเติม 10% SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการ

กลับหลอดไปมา นําไปบมที่ 37 ๐ซ นาน 2 ชั่วโมง โดยกลับหลอดไปมาทุก 20 นาที  
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         จากนั้นนํามาสกัดดวยฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) 2 

คร้ัง โดยในแตละครั้งผสมใหเขากันอยางชาๆ และนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบ/

นาที นาน 5 นาที ดูดสวนน้ําใสชั้นบน ถายลงหลอดไมโครฟวจใหม และเติมคลอโรฟอรม/ไอโซเอ

มิลแอลกอฮอล (24:1) (ภาคผนวก ข) เทากับปริมาตรของสวนน้ําใส ผสมใหเขากันอยางชาๆ ปน

เหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที  

         ดูดสวนน้ําใสชั้นบน ถายลงหลอดไมโครฟวจใหม เติม 3 โมลาร โซเดียมอะซีเตต 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 0.1 เทาของปริมาตรสวนน้ําใส และเติมเอธานอลสัมบูรณ (ภาคผนวก ข) 

ปริมาตร 2 เทาของปริมาตรทั้งหมด นําไปเยือกแข็งที่ -80๐ซ นาน 15 นาที และนําไปปนเหวี่ยงดวย

ความเร็วรอบ 12,000 รอบ/นาที นาน 15 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% 

เอธานอลที่เย็นจัดปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) โดยการปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบ/นาที นาน 

5 นาที ระเหยเอธานอลออกจากตะกอนดีเอ็นเอใหแหง และละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ 4 ๐ซ จนกวาจะใช 

 
3.4.8.2 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK และ B. subtilis BBK-1 

 

                     สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK และ B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ตาม

วิธีของ Ausubel และคณะ (1999) โดยถายเชื้อที่เลี้ยงอยูในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวนําไปเขยาที่อุณหภูมิหองขามคืน 

(16-18 ชั่วโมง) ถายเชื้อปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

10,000 รอบ/นาที เพื่อแยกเซลลเปนเวลา 2 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติม

บัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 567 ไมโครลิตร กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูด

ขึ้นดูดลง จากนั้นเติม 10% SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และโปรตีเนสเค 

(Proteinase K) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร (ความ

เขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ของโปรตีเนสเคใน 0.5% SDS) ผสมใหเขากันดวยการกลับ

หลอดไปมา นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวจึงเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด

ความเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา เติม

สารละลาย CTAB/NaCl (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอด

ไปมา แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 65 Oซ เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/

ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย (ประมาณ 

0.7-0.8 มิลลิลิตร) ผสมโดยการเขยาจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 

รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที ถายเฉพาะสวนน้ําใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/      
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ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม (ระวังอยาใหติดสวนตะกอนไปดวย) 

จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรที่เทากับ

ปริมาตรของสารละลายสุดทาย  ผสมโดยการเขยาจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน นําไปปนเหวี่ยงที่

ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที นําสวนน้ําใสที่อยูเหนือช้ันตะกอนและชั้นคลอโรฟอรม/

ไอโซ-เอมิลแอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม แลวเติมไอโซโปรพานอลปริมาตร 0.6 

เทาของสวนน้ําใส กลับหลอดไปมาจนกระทั่งตะกอนขาวของดีเอ็นเอปรากฏ ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 15 นาที เทสวนของไอโซโปรพานอลทิ้งแลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวย 

70% เอธานอล (ภาคผนวก ข) ที่เย็นจัดปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยการปนลางเก็บตะกอนที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที คอยๆเทสวนน้ําใสทิ้ง สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยใหแหง

สนิท แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอใน บัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และใส RNase A เขมขน 

10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  เพื่อกําจัดอารเอ็นเอ เก็บที่อุณหภูมิ 

4 Oซ   

 
3.4.8.3 การทาํดีเอ็นเอที่สกัดไดใหบริสุทธิ ์
 
         เตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 1% (ภาคผนวก ข) ที่หลอมในบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก 

ข) ความเขมขน 1 เทา เทลงในแบบพิมพซึ่งมีหวีเสียบอยู ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ปลอยใหอะกา

โรสแข็งตัวประมาณ 20 นาที วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร TAE ความ

เขมขน 1 เทาใหทวมเหนืออะกาโรสเจล 2-3 มม. นําสารละลายดีเอ็นเอทั้งหมดที่สกัดไดปริมาตร 

50 ไมโครลิตรมาผสมกับสีติดตามความเขมขน 10 เทาปริมาตร 5 ไมโครลิตรหยอดลงในชองวิ่ง 

จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิส โดยใชความตางศักย 100 โวลต นาน 30 นาที ยอมอะกาโรสเจลดวย

สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) นาน 1 นาที แลวลาง

ออกดวยน้ําปลอดประจุ นําเจลไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV)  

 

         ตั ดส วนจี โ นมิ กดี เ อ็ น เอจาก เจล  และทํ าดี เ อ็ น เอ ให บ ริสุ ท ธิ์ ด วย  D N A 

EASYTRAPTMVer.2 (TAKARA BIO INC ประเทศญี่ปุน) ตามวิธีที่ระบุในคูมือ โดยนําเจลที่ตัดได

ใสลงในหลอดไมโครฟวจ และชั่งน้ําหนักชิ้นอะกาโรสเจลโดยหักออกจากน้ําหนักหลอดเปลา เติม 

NaI ปริมาตร 3 เทาของน้ําหนักชิ้นอะกา-โรสเจล บมที่อุณหภูมิ 55 ๐ซ เขยาทุก 1 นาที เปนเวลา 5 

นาที จนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมด เติม glass milk โดยถาปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอ

ทั้งหมดนอยกวา 500 ไมโครลิตร จะใช glass milk ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ถาปริมาตรอยูในชวง 

500 -1000 ไมโครลิตร จะใช glass milk ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นผสมเบาๆใหเปนเนื้อ
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เดียวกันทุก 1 นาที เปนเวลา 5 นาที เพื่อใหดีเอ็นเอจับกับ glass milk ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

13,000 รอบ/นาที นาน 5 วินาที เทสวนน้ําใสออก แลวเติมสารละลาย new wash ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ใชไมโครปเปตดูดขึ้นดูดลงเบาๆ เพื่อลาง glass milk นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

13,000 รอบ/นาที นาน 5 วินาที ดูดสวนน้ําใสออก ลางดวยสารละลาย new wash และปนเหวี่ยง

ซ้ําอีกครั้งหนึ่ง ดูดสวนน้ําใสออกจนหมด ระเหยแหงที่อุณหภูมิ 55 ๐ซ เปนเวลา 5 นาที เพื่อใหน้ํา

และเอธานอลซึ่งเปนสวนผสมของสารละลาย new wash ระเหยหมด ละลายตะกอนดวยน้ําปลอด

ประจุปลอดเชื้อปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 นาที นําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที นาน 30 วินาที ดูดสวนน้ําใสท่ีมีดีเอ็นเออยูเก็บไวในหลอดไม

โครฟวจใหม เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ 4 ๐ซ จนกวาจะใช 
 

3.4.8.4 ตรวจสอบความเขมขนของดีเอ็นเอ (Sambrook และ Russell, 2001) 
 

         นําดีเอ็นเอที่ทําใหบริสุทธิ์แลว ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 

280   นาโนเมตร (A260 และ A280)  เพื่อปรับความเขมขนของแมแบบสําหรับปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ

เรส ใหเทากันทุกหลอดของแตละชุดการทดลอง โดยคํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจาก

สมการ 

 

         ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)   =  A260 X 50 X dilution factor 

 
3.4.8.5 เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยปฏิกิรยิาลกูโซพอลิเมอเรส  

(Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 

เพิ่มจํานวนชิน้สวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 
 

โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในงานวจิัยนี้มีดงันี ้

1. EUB f933 GC มีลําดับนวิคลีโอไทดคือ  

5’-GCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGC 

ACAAGCGGTGGAGCATGTGG-3’ (Kawai และคณะ, 2002) และ 

2. EUB r1387 มีลําดับนวิคลีโอไทดคือ  

5’-GCCCGGGAACGTATTCACCG-3’ (Kawai และคณะ, 2002) 
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โดยใชไพรเมอร EUB f933  ซึ่งม ีGC clamp เชื่อมตอบริเวณ 5’ และ EUB r1387  

เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ ซึง่ผลิตภัณฑ PCR มีความยาวประมาณ 500 bp โดยที่ความเขมขนสุดทาย

ของสารแตละชนิดในปฏิกิริยาเปนดังนี้  

 

- 10X Taq DNA polymerase buffer     5    ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X Taq DNA polymerase buffer) 

- สารละลาย F933 GC primer ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร  1    ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 0.4 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย R1387 primer ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร   1    ไมโครลิตร 

(ความเขมขนสุดทาย 0.4 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลารของนวิคลีโอไทด  1    ไมโครลิตร 

  แตละชนิด  (ความเขมขนสดุทาย 200 ไมโครโมลาร) 

- เอนไซม Taq  polymerase               0.25    ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1 x Taq  polymerase) 

 

ใชดีเอ็นเอแมแบบที่เตรียมไวประมาณ 200 ng ปรับปริมาตรน้ําดวยน้ําปลอดประจุ

ปลอดเช้ือ รวมสวนผสมทั้งหมดมีปริมาตรสุทธิ 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ระวังอยาใหเกิด

ฟองอากาศและเก็บสวนผสมทั้งหมดในน้ําแข็ง หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวย

เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) (Biorad ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยตั้ง

โปรแกรมดังนี้ 

1. Initial denaturation step  อุณหภูมิ 94๐ซ เวลา 5 นาท ี

2. Touchdown program จํานวน 20 รอบ 

2.1 Denaturation step  อุณหภูมิ 94๐ซ เวลา 1 นาท ี

2.2 Annealing step   อุณหภูมิ 65๐ซ เวลา 1 นาที  

   (อุณหภูมิลดลงทีละ 0.5๐ซ  ในแตละรอบ) 

2.3 Extension step  อุณหภูมิ 72๐ซ เวลา 2 นาท ี

3. Denaturation step   อุณหภูมิ 94๐ซ เวลา 1 นาท ี

4. Annealing step   อุณหภูมิ 60๐ซ เวลา 1 นาท ี

5. Extension step   อุณหภูมิ 72๐ซ เวลา 2 นาท ี

6. ทําขั้นตอนที่ 3-5 จํานวน 30 รอบ 

7. Final extension   อุณหภูมิ 72๐ซ เวลา 10 นาท ี 
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ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเร

ซิส ซึ่งทําโดยเตรียม อะกาโรสเขมขน 1.2% ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร TAE 1 เทา (ภาคผนวก ข) เทลง

ในแบบพิมพที่มีหวีเสียบอยู ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 20 

นาที วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร TAE (ภาคผนวก ข) ใหทวมสูงกวาอะกา

โรสเจลเล็กนอย ผสมสารละลายเอ็นเอกับสีติดตาม หยอดดีเอ็นเอและหยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน 

100 bp DNA ladder ลงในชองวิ่ง จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใชชุดทําอีเลคโทรโฟเรซิส 

Mupid ใชความตางศักย 100 โวลต นาน 30 นาที ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความ

เขมขน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 1 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย Gel 

Documentation โปรแกรม Quantity One version 4.4.1 (Bio-Rad ประเทศสหรัฐอเมริกา)     

 
3.4.8.6 วิเคราะห Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 

 

 ใชอุปกรณของ DCodeTM system (Bio-Rad Laboratories Inc. ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) ในการวิเคราะห DGGE โดยเตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลที่มีเกรเดียนทของ

สารละลาย denaturant 40 – 70% (ภาคผนวก ข) (100% denaturant ประกอบดวย 7 M urea 

และ 40% formamide) ซึ่งทําเกรเดียนทของสารละลาย denaturant โดยใชระบบจายเกรเดียนท

ตามวิธีที่ระบุในคูมือ  เมื่อทําเกรเดียนทของสารละลาย denaturant ลงในชุดแซนวิชเตรียมเจลแลว 

เสียบหวีลงไประหวางกระจกแซนวิช โดยระวังอยาใหมีฟองอากาศ ปลอยใหพอลิอะคริลาไมดเจ

ลแข็งตัว นําชุดเจลแซนวิชใสลงในแชมเบอรที่มีบัฟเฟอร 1xTAE (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 7 ลิตร ที่

ผานการใหความรอนจนอุณหภูมิประมาณ 55 ๐ซ ผสมผลิตภัณฑ PCR กับสีติดตามหยอดลงใน

ชองวิ่ง จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิส โดยใชความตางศักย 30 โวลต ที่ 55 ºซ นาน 15 นาที จากนั้น

ใชความตางศักย 100 โวลต ที่ 60 ºซ นาน 10 ชั่วโมง ยอมพอลิอะคริลาไมดเจลดวยสารละลาย

เอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) นาน 15 นาที และลางสียอมดวย

น้ํากลั่นปลอดประจุ 2 คร้ังครั้งละ 5 นาที แลวนําไปดูดวย Gel Documentation โปรแกรม 

Quantity One Version 4.4.1 (Bio-Rad, USA.) ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) 



บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

 
4.1 ผลการเตรียมดิน การศึกษาลักษณะทางกายภาพ และองคประกอบทางเคมีของดิน 
 

ดินที่นํามาใชในการทดลองเก็บจากดินที่มีการปนเปอนน้ํามันเครื่องใกลบริเวณ

เครื่องสูบน้ําจาก ต.ทุงขวาง อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม เปนดินที่มีลักษณะของการปนเปอนคราบ

น้ํามันเครื่อง เมื่อนําไปสกัด และวิเคราะหหาปริมาณ PAHs พบวาไมมีการปนเปอนของสาร

ดังกลาว ผลการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีและลักษณะทางกายภาพของดิน โดยฝายวิจัยดิน 

กองเกษตรเคมี กระทรวงเกษตร และสหกรณ ใหผลดังตาราง 4.1 และจะนําดินนี้ไปใชในการ

ทดลองตอไป 

 

ตารางที่ 4.1 ลักษณะทางกายภาพ และองคประกอบทางเคมีของดิน 

 

คุณสมบัติ คาการวเิคราะห 

 

ลักษณะดิน 

คาความเปนกรด ดาง 

คาความจุการอุมน้ํา (%) 

ปริมาณสารอินทรีย (%) 

ปริมาณคารบอน (%) 

ปริมาณไนโตรเจน (%) 

ปริมาณฟอสฟอรัส (ppm) 

ปริมาณโพแตสเซียม (ppm) 

ปริมาณแคลเซียม (ppm) 

ปริมาณแมกนีเซียม (ppm) 

อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 

 

 

ดินรวน 

8.1 

42.20 

2.99 

1.734 

0.150 

341 

640 

3655 

675 

11.56 

 



 45 

4.2 ปริมาณของน้ําตอความสามารถในการยอยสลายไพรีนในระบบสเลอรีโดยกลุม
แบคทีเรีย STK  
 

เนื่องจากกลุมแบคทีเรีย STK มีคุณสมบัติไฮโดรโฟบิกดังนั้นในการยอยสลายสาร 

PAHs ในดินจึงตองทําใหดินอยูในรูปของสเลอรี โดยมีน้ําเปนสวนประกอบเพื่อเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัส

ระหวางจุลินทรียกับ PAHs  รวมทั้งยังเพิ่มการเคลื่อนที่ของจุลินทรีย อยางไรก็ตามการเติมน้ําตอง

มีความเหมาะสม เนื่องจากในเนื้อดินออกซิเจนจะอยูในชองวางอนุภาคดิน ซึ่งอาจกลายเปนสภาพ

ไรออกซิเจนไดหากการแพรของออกซิเจนถูกจํากัดเมื่อมีปริมาณน้ํามากเกิน ยากตอการยอยสลาย

โดยจุลินทรียที่ตองอาศัยออกซิเจนในการทํางาน ดังนั้นในการทดลองนี้ไดหาปริมาณน้ําที่

เหมาะสมตอการสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK  

 
4.2.1 การสลายสารไพรีนในดินปลอดเชื้อ  
 

 การทดลองทําโดยการปรับปริมาณน้ําใหมีอัตราสวน ดินปลอดเชื้อ : น้ําปลอดเชื้อ 

เปน 1:0, 1:0.5, 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:8, 1:10 และ 1:12 ตามลําดับ เติมไพรีนลงไป (1 mg./g.ดิน)  

จากนั้นวิเคราะหปริมาณไพรีนที่เหลือในดิน วันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 อุณหภูมิของการบมที่

อุณหภูมิหอง อัตราการเขยา 200 รอบ/นาที พบวาอัตราการสลายไพรีนในระบบเหลานี้ซึ่งเปนผล

ทางกายภาพเกิดชามากตลอดการทดลอง (รูปที่ 4.1) แมในวันที่ 7 ปริมาณไพรีนก็ยังลดลงนอย

มาก ที่ทุกๆ อัตราสวน โดยมีปริมาณไพรีนเหลืออยูมากกวา 80% ทั้งสิ้น (ภาคผนวก ค. ตารางที่ 

ค.1) ดังนั้นปริมาณน้ําตอดินในสเลอรีจึงไมมีผลตอปริมาณไพรีนที่เหลือในระบบ  
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อัตราสวน ดิน:น้ํา (กรัม/มล.) 
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 ดิน : นํ้า 1 : 0  ดิน : นํ้า 1 : 0.5  ดิน : นํ้า 1 : 1
 ดิน : นํ้า 1 : 2  ดิน : นํ้า 1 : 4  ดิน : นํ้า 1 : 6
 ดิน : นํ้า 1 : 8  ดิน : นํ้า 1 : 10  ดิน : นํ้า 1 : 12 

 
รูปที่ 4.1 ผลการลดลงของไพรีนเนื่องจากปจจัยทางกายภาพในดินปลอดเชื้อ 

 
4.2.2  การสลายสารไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ในดินปลอดเชื้อ  

 
เมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย STK (เชื้อเร่ิมตน 108 CFU ตอดินเหลว 1 มล.) ลงไปใน

ตัวอยางดินปลอดเชื้อที่มีไพรีนในปริมาณเดียวกันแลววิเคราะหปริมาณไพรีนในวันและสภาวะ

เดียวกันกับชุดควบคุม (ขอ 4.2.1) พบวาปริมาณไพรีนมีการลดลงอยางตอเนื่อง โดยชุดการ

ทดลองที่มีอัตราสวนดิน:น้ํา เทากับ 1:0 และ 1:0.5 พบวาอัตราการสลายโดยกลุมแบคทีเรียนี้

เกิดขึ้นชากวาชุดการทดลองอื่นและมีอัตราการสลายนอยมากตลอดการทดลอง โดยในวันสุดทาย

ของการทดลองพบปริมาณไพรีนเหลืออยู 85.41% และ 67.37% ตามลําดับ (รูปที่ 4.2) สําหรับชุด

ที่มีอัตราสวนดิน:น้ํา เทากับ 1:1-1:12 พบวาในวันที่ 3 ของการทดลอง มีปริมาณไพรีนเหลือนอย

กวา 30% โดยเฉพาะชุดที่1:4-1:12 (ดิน:น้ํา) พบปริมาณไพรีนอยูในชวง 1.36%-2.95% และเมื่อ

พิจารณาปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในวันสุดทายของการทดลอง อัตราสวนดินตอน้ําตั้งแต 1:2-1:12 

พบวาทั้งหมดมีปริมาณไพรีนเหลือไมเกิน 0.87% บงชี้วาปริมาณของน้ําในดินมีผลตอการยอย

สลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK โดยพบวาเมื่อปริมาณน้ําเพิ่มข้ึนการยอยสลายเพิ่มข้ึนดวย 

การยอยสลายจะไมเพิ่มข้ึนเมื่อมีน้ําในปริมาณที่เหมาะสมตอการยอยโดยกลุมแบคทีเรียนี้ ดังนั้น

การยอยสลายเกิดไดดีเมื่อมีปริมาณน้ําที่เหมาะสมและควรมีอัตราสวนดินตอน้ําตั้งแต 1:4 เปนตน

ไป จากผลการทดลองนี้ พบวาในวันสุดทายที่อัตราสวน 1:6 มีไพรีนเหลือนอยกวาชุดอื่น ดังนั้นจึง

เลือกใชที่อัตราสวนนี้ ศึกษาการสลายไพรีนในการทดลองขั้นตอไป  
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อัตราสวน ดิน:น้ํา (กรัม/มล.) 
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 1 : 0   และ STK  1 : 0.5 และ STK  1 : 1   และ STK
 1 : 2   และ STK  1 : 4    และ STK  1 : 6   และ STK
 1 : 8   และ STK  1 : 10  และ STK  1 : 12 และ STK

 
 

รูปที่ 4.2 ผลการยอยสลายสารไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ในดินปลอดเชื้อ 

 
4.3 ประสิทธิภาพของการใหอากาศตอการสลายไพรีนในระบบสเลอรีโดยกลุมแบคทีเรีย
STK อัตราสวนดินตอน้ําเทากับ 1:6 (กรัม/มล.)  

 
4.3.1 การยอยสลายไพรีนในระบบสเลอรีโดยกลุมแบคทีเรีย STK ที่ความเร็วรอบ

ตางๆ 

 

การยอยสลายไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อที่เติมไพรีนที่ความ

เขมขนสุดทาย 1 มิลลิกรัม/ดิน 1 กรัม ใหอากาศโดยการแปรอัตราการเขยาขวดเลี้ยงเชื้อที่ความเรว็

รอบ 150, 200 และ 250 รอบ/นาที แลววิเคราะหปริมาณไพรีนในวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 พบวาชุด

ควบคุม การลดลงของไพรีนเปนไปอยางชามากตลอดการทดลอง ทั้งสเลอรีดินปลอดเชื้อ (ระบบที่ 

1) และไมปลอดเชื้อ (ระบบที่ 2) โดยในวันที่ 7 ที่ 250 รอบ/นาที มีไพรีนเหลือนอยที่สุด โดยเฉพาะ

ระบบที่ 2 มีไพรีนนอยกวาระบบที่ 1 ใหผลเชนเดียวกันทั้ง 3 ความเร็วรอบ (รูปที่ 4.3 ก. 150 รอบ/

นาที, 4.3 ข. 200 รอบ/นาที, 4.3 ค. 250 รอบ/นาที) สําหรับการสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK 

(เชื้อเร่ิมตนประมาณ 108 CFU ตอดินเหลว 1 มล.) ในชุดสเลอรีดินปลอดเชื้อ (ระบบที่ 3) และไม

ปลอดเชื้อ (ระบบที่ 4) พบวาในวันที่ 3 มีอัตราการยอยสลายไพรีนเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วเมื่อเทียบ

กับวันที่ 1 ทั้งสองระบบ โดยที่ 150 รอบ/นาที มีปริมาณไพรีนเหลือนอยที่สุด ในขณะที่ 250 รอบ/

นาที มีปริมาณไพรีนเหลือมากที่สุด ทั้งนี้เร่ิมพบการสลายตั้งแตวันที่ 1 และลดลงอยางรวดเร็ว 
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ค.250 รอบ/นาท ี
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รูปที่ 4.3 เปรียบเทียบปริมาณไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อรวมกับกลุมแบคทีเรีย 

STK ที่ความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที (ก.), 200 รอบ/นาที (ข.) และ 250 รอบ/นาที (ค.)   

1         2 
3                                                       4 
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ในวันที่ 3 จนหมดหรือเหลือนอยมากในวันที่ 5 และ 7 การใชเชื้อ STK ไมวาจะใชกับดินปลอด

หรือไมปลอดเชื้อ STK ทํางานไดดี โดยเห็นไดตั้งแตวันที่ 1 ที่ระบบ 1 และ 2 พบไพรีนลดลงนอย

มาก ในขณะที่ ระบบ 3 และ 4 เร่ิมมีการลดลงของไพรีน โดยการเขยาแรงมีการลดลงมากกวาการ

เขยานอย แสดงวาชวงแรกตองการออกซิเจนสําหรับเอนไซมออกซิจีเนสในการทํางาน  ในขณะที่

หลังจากวันที่ 1 คือ วันที่ 3 การลดลงของไพรีนที่ 150>200>250 รอบ/นาที การทํางานของ STK 

นั้นถาใชอากาศมากไป (250 รอบ/นาที) กลับสูที่มีอากาศนอยกวา (150 รอบ/นาที) ไมได แสดงวา

ระดับออกซิเจนไมตองมีมากก็เพียงพอตอการทํางานโดยกลุมแบคทีเรีย STK เชนที่ 150 รอบ/นาที 

ทํางานไดดี  

เนื่องจากชุดที่เติมกลุมแบคที่เรีย STK เมื่อพิจารณาในวันที่ 7 ปริมาณไพรีนที่ 200 

รอบ/นาที มีคานอยที่สุดและใกลเคียงที่ 150 รอบ/นาที ดังนั้นความเร็วรอบในการเขยาระหวาง 

150–200 รอบ/นาที ก็เพียงพอสําหรับการสลายไพรีน จากผลการทดลองที่ไดจึงเลือกใชความเร็ว

รอบในการเขยาที่ 200 รอบ/นาที เพื่อศึกษาการสลายไพรีนในการทดลองขั้นตอไป        

                                               
            4.3.2 การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมดในระบบสเลอรีที่มีการเติมกลุมแบคทีเรีย 
STK ที่ความเร็วรอบตางๆ 
 

การยอยสลายไพรีนในชุดสเลอรีดินปลอดเชื้อ ที่ความเร็ว 150, 200 และ 250 รอบ/

นาที ที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK พบวาในวันที่ 1 ปริมาณไพรีนลดลงเพียงเล็กนอย นาจะเปนระยะที่

แบคทีเรียอยูในระยะปรับตัว (lag phase) และอัตราการเขยาที่ 150, 200 และ 250 รอบ/นาที 

จํานวนแบคทีเรียทั้งหมด มีจํานวนเพิ่มข้ึนจากประมาณ 8 log CFU ตอมล.เปน 8.26, 8.44 และ 9 

log CFU ตอมล.ตามลําดับ หลังจากนั้นในวันที่ 3 ไพรีนไดลดลงอยางรวดเร็ว และการเจริญ

สอดคลองกับปริมาณไพรีนที่ลดลง กลาวคือ การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมด จะเพิ่มจํานวนอยาง

รวดเร็วหลังจากวันที่ 1 พบจํานวนแบคทีเรียเพิ่มเปน 10.07, 9.98 และ 9.48 log CFU ตอมล.

ตามลําดับ และจํานวนแบคทีเรียเริ่มลดลงในวันที่ 5 ดังรูปที่ 4.4 ก. 
 

สําหรับการยอยสลายไพรีนในชุดสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK 

ทั้ง 3 ความเร็วรอบใหผลการทดลองคลายกับชุดสเลอรีดินปลอดเชื้อ กลาวคือ เร่ิมตนมีจํานวน

แบคทีเรียทั้งหมดประมาณ  8 log CFU ตอมล. หลังจากนั้นพบวาในวันที่ 1 มีการเปลี่ยนแปลง

ของจํานวนแบคทีเรียเพียงเล็กนอยเมื่อเทียบจากวันที่ 0 ซึ่งในวันนี้มีจํานวนแบคทีเรีย 8.66, 8.84

และ 8.83 log CFU ตอมล.ตามลําดับ การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมดจะเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็ว

ในวันที่ 3 ของการทดลอง พบวาจํานวนแบคทีเรียเพิ่มเปน 10.17, 9.97และ 9.68 log CFU ตอมล. 
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ก.จํานวนแบคทีเรียในชุดสเลอรีดินปลอดเชื้อที่เติม STK 
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ข. จํานวนแบคทีเรียในชดุสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่เติม STK   
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ค.จํานวนแบคทีเรียในชุดสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ     
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 รูปที่ 4.4 การเจริญในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย STK ที่ความเร็ว

150, 200 และ 250 รอบ/นาที (ก. จํานวนแบคทีเรียในชุดสเลอรีปลอดเชื้อ + STK, ข. จํานวน

แบคทีเรียในชุดสเลอรีไมปลอด + STK  และ ค. จํานวนแบคทีเรียในชุดสเลอรีไมปลอดเชื้อ) 
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ตามลําดับ ซึ่งตรงกับการยอยสลายไพรีนที่เกิดขึ้นอยางรวดเร็ว จํานวนแบคทีเรียจะเพิ่มข้ึนในชวง

ตนของการทดลอง จากนั้นจึงเขาสูระยะคงที่ (stationary phase) และลดลงในชวงปลายของการ

ทดลอง ดังรูปที่ 4.4 ข. ในขณะที่จํานวนแบคทีเรียในดินนั้นคอนขางมีจํานวนคงที่ (รูปที่ 4.4 ค.) 

เชนเดียวกับปริมาณไพรีนที่เหลืออยูในชุดควบคุมซึ่งมีอัตราการยอยสลายชามาก ดังที่ไดกลาว

มาแลวในรูปที่ 4.3 

 

 เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของแบคทีเรียทั้งหมดเมื่อเขยาที่ความเร็ว 150, 200 และ 

250 รอบ/นาที ในชุดการยอยสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ในสเลอรีปลอดเชื้อและไมปลอด

เชื้อ พบวาทั้ง 3 ความเร็วรอบมีแนวโนมคลายคลึงกัน กลาวคือ ทั้งชุดสเลอรีปลอดเช้ือและไม

ปลอดเช้ือ เร่ิมตนมีจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดประมาณ 8 log CFU ตอมล. และวันที่ 1 มีการ

เปลี่ยนแปลงของจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดเพียงเล็กนอย ซึ่งพบวาในวันเดียวกันแบคทีเรียอยูใน

ระยะปรับตัว และการเจริญของกลุมแบคทีเรียทั้งหมดจะเพิ่มจํานวนมากขึ้นในวันที่ 3 ซึ่งตรงกับ

การยอยสลายไพรีนที่เกิดขึ้นอยางรวดเร็วโดยหลังจากวันที่ 3 จะเริ่มเขาสูระยะคงที่ ในขณะที่

จํานวนแบคทีเรียในดินนั้นมีจํานวนคอนขางคงที่ ดังรูปที่ 4.4 ก., ข. และ ค.           

 

โดยการเจริญของจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดในชุดที่มีการเติมกลุมแบคทีเรีย STK ทั้ง

ชุดสเลอรีปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อมีความแตกตางกันเพียงเล็กนอย โดยที่ความเร็ว 250 รอบ/

นาที จะพบจํานวนแบคทีเรียนอยที่สุด และที่ความเร็ว 150 และ 200 รอบ/นาที พบจํานวน

แบคทีเรียมากที่สุดและใกลเคียงกัน  ดังนั้นความแตกตางของความเร็วรอบในการเขยามผีลตอการ

เจริญของกลุมแบคทีเรีย STK เพียงเล็กนอย ซึ่งกลุมแบคทีเรีย STK สามารถเจริญไดดีและ

ใกลเคียงกันทุกความเร็วรอบ  
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4.4 ผลการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 

ในงานวิจัยนี้ตองการเพิ่มอัตราการสลายไพรีนใหกับกลุมแบคทีเรีย STK โดยการใช

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ดังนั้นในขั้นตอนนี้ ไดผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคติน จาก 

Bacillus subtilis สายพันธุ BBK1 เพื่อนําไปทดลองในขั้นการสลายไพรีนโดยสารลดแรงตึงผิว

รวมกับ STK  

 
4.4.1 ผลการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคติน (Surfactin) 
  

ผลิตเซอรแฟคตินโดย B.subtilis สายพันธุ BBK1 ตามวิธีของนิรันดร  รุงสวาง 

(2542) สามารถผลิตได 1.5 กรัม/ลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ น้ําเลี้ยงเชื้อมีคาแรงตึงผิว 30 มิลลินิว

ตันตอเมตร และเซอรแฟคตินกึ่งบริสุทธิ์มีคาแรงตึงผิว 32 มิลลินิวตันตอเมตร เซอรแฟคตินที่ไดมีสี

เหลือง ดังรูป 4.5 และสามารถเปรียบเทียบสมบัติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดดังแสดงใน

ตารางที่ 4.2 
 

 
 

รูปที่ 4.5 สารลดแรงตึงผิวชวีภาพเซอรแฟคติน 

 

ตารางที่ 4.2 สมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแรมโนลปิดและเซอรแฟคติน 

 

สมบัติของสาร เซอรแฟคติน (Surfactin) 

1.ผลผลิต                     (กรัมตอลิตร) 

(น้ําหนกัสารตอปริมาตรน้ําเลี้ยงเชื้อ) 

2.คาแรงตึงผิวของน้ําเลีย้งเชือ้      (มิลลินวิตันตอเมตร) 

3.คาแรงตึงผิวของสารกึ่งบริสุทธิ์   (มิลลินวิตันตอเมตร) 

1.5 

 

30 

32 
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4.5 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิว 
 
 4.5.1 ผลการหาจุดวกิฤตของการเกิดไมเซลล (Critical Micelle 
Concentration,CMC) 
 

สารลดแรงตึงผิวที่นํามาใชในการวิจัยนี้มี  2 ชนิด ไดแก Brij 35 และเซอรแฟคติน 

นําไปวัดคาแรงตึงผิวดวยการเจือจางสารลดแรงตึงผิวในน้ํากลั่นที่ความเขมขนตางๆ และวัดคาแรง

ตึงผิวดวยเครื่องวัดแรงตึงผิว นําคาที่ไดไปเขียนกราฟระหวางคาแรงตึงผิว และคา log ของ

เปอรเซ็นตความเจือจาง (log percent dilution) จากนั้นหาคา CMC ไดจากกราฟ (Duvnjak และ

คณะ, 1982) ผลการวัดคา CMC ของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห และชีวภาพ ดังแสดงใน

ภาคผนวก จ. และสามารถสรุปสมบัติของสารลดแรงตึงผิวดังตาราง 4.3 

 

ตารางที่ 4.3 สรุปสมบัติของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห และชีวภาพ 
 

สารลดแรงตึงผิว คาแรงตึงผิว       

(มิลลินิวตนัตอเมตร) 

คา CMC (มก.ตอลิตร) 

Brij-35  

เซอรแฟคติน 

44.2 

31.9 

160 

180 

  
4.5.2 ผลการหาจุดวิกฤตของการเกิดไมเซลลในสารละลายดิน (Apparent Critical 

Micelle Concentration, ACMC)  
  

โดยดัดแปลงจากวิธีของ Sun และ Puri (1997) สามารถหาคา  ACMC ไดจาก

กราฟดังแสดงในภาคผนวก จ. และสามารถเปรียบเทียบคา ACMC และคา CMC ของสารลดแรง

ตึงผิว ดังแสดงในตารางที่   4.4 

 

ตารางที่ 4.4 คา CMC และ ACMC ของสารลดแรงตึงผิว 

 

สารลดแรงตึงผิว คา CMC (มก.ตอลิตร) คา ACMC (มก.ตอลิตร) ACMC/CMC (เทา) 

Brij 35 

เซอรแฟคติน  

160 

180 

300 

300 

1.88 

1.66 
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จากการศึกษาพบวาคา ACMC จะมีคามากกวาคา CMC โดยกลุมของสารลดแรง

ตึงผิวสังเคราะหชนิดไรประจุ Brij 35 มีคา ACMC มากกวาคา CMC 1.88 เทาตามลําดับ  สําหรับ

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคติน มีคา ACMC มากกวาคา CMC 1.66 เทาตามลําดับ 

 
4.6 ผลของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหตอการสลายไพรีนในระบบสเลอรีโดยกลุม
แบคทีเรีย STK ในดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ 
  

การทดลองนี้ไดคัดเลือกสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหชนิดไรประจุ ไดแก Brij 35 มา

ทําการทดลองการยอยสลายไพรีน โดยพิจารณาจากความสามารถในการชะ PAHs ออกสูวัฏภาค

น้ําและการเจริญของกลุมแบคทีเรีย STK ซึ่ง Brij 35 ไมมีผลกระทบดานลบตอการเจริญของกลุม

แบคทีเรีย STK เนื่องจากสามารถทําใหกลุมแบคทีเรีย STK เจริญไดดีเมื่อเปรียบเทียบกับชุด

ทดลองที่ไมมีการเติมสารลดแรงตึงผิว (รุจา สารคุณ, 2548) โดยชุดการทดลองเติม Brij 35 ที่

ความเขมขนมากกวาคา ACMC 15 เทา (คา ACMC เทากับ 300 มก.ตอลิตร) ลงในดินปลอดเชื้อ

และไมปลอดเชื้อที่เติมไพรีน ท่ีอัตราสวนดิน (กรัม) ตอปริมาตร (มิลลิลิตร) เทากับ 1 ตอ 6 แลว

วิเคราะหปริมาณไพรีนในวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 ที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง 

 
   4.6.1 การสลายไพรีนในระบบสเลอรีที่มีกลุมแบคทีเรีย STK ในดินปลอดเชื้อและ

ดินไมปลอดเชื้อเมื่อเติม Brij 35  
       

ภายใตระบบที่ใช พบวาปริมาณไพรีนลดลงอยางรวดเร็วในวันที่ 3 ทั้งระบบที่มีและ

ปราศจาก Brij 35 ที่ความเขมขนมากกวาคา ACMC 15 เทา พบวามีปริมาณไพรีนเหลือ 15.83% 

และ 2.35% ในชุดสเลอรีไมปลอดเชื้อ (รูปที่ 4.7 ก.) และ 18.81% และ 1.96% ในชุดสเลอรีปลอด

เชื้อ (รูปที่ 4.6 ก.) ตามลําดับ โดยชุดที่เติม Brij 35 รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK จะมีปริมาณไพรีน

เหลืออยูมากกวาชุดที่ไมเติม Brij 35 จากรูปเห็นไดวา Brij 35 ชวยเพิ่มการสลายไพรีนโดย STK ใน

วนัที่ 1 ของทั้งสองชุด เพราะ Brij 35 สามารถชะไพรีนออกมาสูวัฏภาคน้ําได (รูปที่ 4.6 ข. และรูปที่ 

4.7 ข.) ทําใหกลุมแบคทีเรีย STK สามารถใชไพรีนไดงาย จากนั้นกลับไมเปนผลดีตอการสลายใน

วันที่ 3 และในชวงวันดังกลาว ชุดสเลอรีไมปลอดเช้ือพบไพรีนในดินนอยกวาชุดสเลอรีปลอดเช้ือ 

อยางไรก็ตามพบวา ในวันที่ 5 และ 7 ของการทดลอง ทั้งสองชุดที่เติมและไมเติม Brij 35 รวมกับ

กลุมแบคทีเรีย STK มีปริมาณไพรีนเหลืออยูนอยมากและใกลเคียงกัน ซึ่ง STK สามารถสลาย

ไพรีนไดหมดในชวงสุดทายของการทดลอง และเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่เติม Brij 35 อยาง
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เดียว  พบวาทั้งสองชุดมีปริมาณไพรีนลดลงนอยมากตลอดการทดลอง และชุดสเลอรีไมปลอดเชื้อ

พบไพรีนเหลืออยูนอยกวาชุดสเลอรีปลอดเชื้อ (รูปที่ 4.6 ก.และรูปที่ 4.7 ก.) 
                            

ก. ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีปลอดเชื้อ (วัฏภาคดิน+วัฏภาคน้ํา) 
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ข. ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีปลอดเชื้อ (วัฏภาคน้ํา) 
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รูปที่ 4.6 ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินปลอดเชื้อที่เติมและไมเติม Brij 35 รวมกับกลุม

แบคทีเรีย STK (ก. วัฏภาคดินรวมกับวัฏภาคน้ํา และ ข. วัฏภาคน้ํา) 
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ก. ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีไมปลอดเชือ้ (วัฏภาคดิน+วัฏภาคน้าํ) 
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สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ + Brij 35 

สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ + STK สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ + Brij 35 + STK
 

 
ข. ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีไมปลอดเชือ้ (วัฏภาคน้าํ) 
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สเลอรีไมปลอดเช้ือ + Brij 35 (วัฏภาคน้ํา) สเลอรีไมปลอดเช้ือ + Brij 35 + STK (วัฏภาคน้ํา)
 

 

รูปที่ 4.7 ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่เติมและไมเติม Brij 35 รวมกับกลุม

แบคทีเรีย STK (ก. วัฏภาคดินรวมกับวัฏภาคน้ํา และ ข. วัฏภาคน้ํา)  
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           4.6.2 การเจริญของแบคทีเรียรวมในระบบสเลอรีที่มีกลุมแบคทีเรีย STK ในดิน
ปลอดเชื้อและดินไมปลอดเชื้อเมื่อเติม Brij 35 

 

เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของแบคทีเรียทั้งหมดในชุดสเลอรีปลอดเชื้อและไมปลอด

เชื้อที่มีการเติมและไมเติม Brij 35 รวมกับ STK พบวาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดของชุดที่เติม Brij 

35 มีการเจริญมากกวาชุดที่ไมเติม เชนเดียวกับชุดควบคุมสเลอรีไมปลอดเชื้อ ที่มีการเจริญของ

แบคทีเรียมากกวาชุดที่ไมเติม Brij 35 ลงไปในระบบ จากผลการทดลองในสเลอรีทั้งสองชุด 

(ปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ) ที่เติมและไมเติม Brij 35 พบวาแบคทีเรียในชวงแรกมีการเจริญเพียง

เล็กนอย ซึ่งอัตราการยอยสลายไพรีนในชวงแรกก็มีนอยเชนกัน (รูปที่ 4.6 และ รูปที่ 4.7) หลังจาก

นั้นการเจริญของแบคทีเรียเพิ่มมากขึ้นในวันที่ 3 ของการทดลอง ซึ่งตรงกับการยอยสลายไพรีนที่

เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว และการเจริญของแบคทีเรียจะมีจํานวนคงที่ จนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง (รูป

ที่ 4.8) 
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สเลอรีไมปลอดเช้ือ สเลอรีไมปลอดเช้ือ + Brij 35
สเลอรีปลอดเช้ือ + STK สเลอรีปลอดเช้ือ + Brij 35 + STK
สเลอรีไมปลอดเช้ือ + STK สเลอรีไมปลอดเช้ือ + Brij 35 + STK

 
 

รูปที่ 4.8 เปรียบเทียบการเจริญในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อเมื่อเติม Brij 35 รวมกับ

กลุมแบคทีเรีย STK 
 

  ดังนั้นรูปแบบการเจริญของแบคทีเรียที่ไดมีความสอดคลองกับงานวิจัยของ รุจา 

สารคุณ, 2548 ที่สนับสนุนวา Brij 35 สามารถทําใหกลุมแบคทีเรีย STK เจริญไดดีเมื่อเปรยีบเทยีบ

กับชุดทดลองที่ไมเติมสารนี้ และกลาวไดวาการเลี้ยงกลุมแบคทีเรีย STK ในสเลอรีดินมี
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ประสิทธิภาพคอนขางดี เนื่องจากสามารถยอยสลายไพรีนไดอยางรวดเร็วภายในระยะเวลา 3 วัน 

ถึงแมวาจะมีปริมาณไพรีนเหลืออยูในวันสุดทายของการทดลองก็ตาม 

 
4.7 การเติมแบคทีเรียที่สรางสารลดแรงตึงผิวเทียบกับการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
ระบบสเลอรีตอความสามารถในการยอยสลายสารไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK 
 
          4.7.1 ผลการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคตินตอความสามารถในการ
ยอยสลายไพรีนในดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อในระบบสเลอรีโดยกลุมแบคทีเรีย STK 
 

ปริมาณเซอรแฟคตินที่ผลิตโดย B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่ใชในการทดลองนี้ 

พิจารณาจากความสามารถในการชะ PAHs ออกสูวัฏภาคน้ํา (รุจา สารคุณ, 2548) โดยเติมลงใน

ดินปลอดเชื้อและไมปลอดเช้ือที่มีไพรีนใหมีความเขมขนมากกวา ACMC 15 เทา (คา ACMC 

เทากับ 300 มก.ตอลิตร) โดยชุดการทดลองใหมีอัตราสวน ดิน (กรัม) ตอปริมาตร (มิลลิลิตร) 

เทากับ 1 ตอ 6 แลววิเคราะหปริมาณไพรีนในวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 ที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่

อุณหภูมิหอง 

 

จากผลการทดลองการสลายไพรีนในระบบสเลอรีเมื่อเติมเซอรแฟคตินรวมกับกลุม

แบคทีเรีย STK พบวาไพรีนคอยๆลดลงจนถึงวันที่ 3 ซึ่งไพรีนลดลงมากยิ่งขึ้นทั้งในสเลอรีปลอด

เชื้อและไมปลอดเชื้อ โดยเหลืออยู 8.25% และ 6.85% ตามลําดับ (รูปที่ 4.9 ก.และรูปที่ 4.10 ก.)  

ในขณะเดียวกันชุดที่เติมเฉพาะ STK พบไพรีน 2.39% และ1.93% ตามลําดับ โดยทุกชุดการ

ทดลองที่มี STK อยูในระบบ พบไพรีนในดินนอยมากในวันที่ 5 และ 7 ทั้งสเลอรีปลอดเชื้อและไม

ปลอดเชื้อ จากรูปเห็นไดวาเซอรแฟคตินไมชวยเพิ่มการสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ของทั้ง

สองชุด และไมสามารถชะไพรนีออกมาสูวัฏภาคน้ําได (รูปที่ 4.9 ข. และรูปที่ 4.10 ข.)  
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ก. ปริมาณไพรนีที่เหลือ (%) ในสเลอรีปลอดเชื้อ (วัฏภาคดิน+วฏัภาคน้ํา) 
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สเลอรีดินปลอดเช้ือ สเลอรีดินปลอดเช้ือ + เซอรแฟคติน  

สเลอรีดินปลอดเช้ือ +  STK สเลอรีดินปลอดเช้ือ + เซอรแฟคติน +  STK
 

 
ข. ปริมาณไพรนีที่เหลือ (%) ในสเลอรีปลอดเชื้อ (วัฏภาคน้ํา) 
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สเลอรีปลอดเช้ือ (วัฏภาคนํ้า) สเลอรีปลอดเช้ือ + STK (วัฏภาคนํ้า)
สเลอรีปลอดเช้ือ + surfactin (วัฏภาคนํ้า) สเลอรีปลอดเช้ือ + surfactin + STK (วัฏภาคนํ้า)

 
 

รูปที่ 4.9  ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินปลอดเชื้อที่เติมและไมเติมเซอรแฟคตินรวมกับ

กลุมแบคทีเรีย STK (ก. วัฏภาคดินรวมกับวัฏภาคน้ํา และ ข. วัฏภาคน้ํา)  
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ก. ปริมาณไพรนีที่เหลือ (%) ในสเลอรีไมปลอดเชื้อ (วฏัภาคดิน+วฏัภาคน้าํ) 
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สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ + เซอรแฟคติน  
สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ +  STK สเลอรีดินไมปลอดเช้ือ + เซอรแฟคติน +  STK

 
 

ข. ปริมาณไพรนีที่เหลือ (%) ในสเลอรีไมปลอดเชื้อ (วฏัภาคน้าํ) 
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สเลอรีไมปลอดเช้ือ (วัฏภาคนํ้า) สเลอรีไมปลอดเช้ือ + STK (วัฏภาคนํ้า)
สเลอรีไมปลอดเช้ือ + surfactin (วัฏภาคนํ้า) สเลอรีไมปลอดเช้ือ + surfactin + STK (วัฏภาคนํ้า)

 
 

รูปที่ 4.10  ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่เติมและไมเติม surfactin รวมกับ

กลุมแบคทีเรีย STK (ก. วัฏภาคดินรวมกับวัฏภาคน้ํา และ ข. วัฏภาคน้ํา)  

 

จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาการเติมเซอรแฟคตินซึ่งเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ไมชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ซึ่งกลุมแบคทีเรียนี้สามารถ

ทํางานไดดีโดยไมตองเติมสารนี้ 
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4.7.2 ผลของการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่สรางสารลดแรงตึง
ผิวตอความสามารถในการยอยสลายสารไพรีนในระบบสเลอรีทั้งในดินปลอดเชื้อและไม
ปลอดเชื้อ โดยกลุมแบคทีเรีย STK  
  

การสลายไพรีนในชุดที่เติม B.subtilis สายพันธุ BBK-1 (ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 1, 5, 

10, 15 และ 20 เทาของปริมาณเชื้อ 107 CFU/มล.) รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK พบวาไพรีนเริ่ม

ลดลงในชวงแรกของการทดลอง จนกระทั่งในวันที่ 3 ไพรีนลดลงอยางรวดเร็ว โดยทุกชุดการ

ทดลองใน สเลอรีปลอดเช้ือที่เติม BBK-1 และ STK สามารถตรวจพบไพรีนอยูในชวง 2.10% - 

2.67% และในสเลอรีไมปลอดเชื้อมีปริมาณไพรีนอยูในชวง 1.19% - 2.16% ซึ่งมีคาใกลเคียงกับ

ชุดที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK เพียงอยางเดียว ในชุดนี้พบไพรีนในสเลอรีปลอดเช้ือและไมปลอดเชื้อ

เทากับ 2.39% และ 1.93% ตามลําดับ และหมดไปในวันที่ 5 และ 7 หรือมีไพรีนในระดับนอยมาก

เหมือนกันทุกชุดการทดลองที่มีการเติม STK รวมดวย (รูปที่ 4.11 และรูปที่ 4.12) 
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สเลอรี สเลอรี + STK สเลอรี + BBK-1 1X 
สเลอรี + BBK-1  5X สเลอรี + BBK-1 10X  สเลอรี + BBK-1 15X  
สเลอรี + BBK-1 20X  สเลอรี + STK+ BBK-1 1X สเลอรี + STK+ BBK-1 5X 
สเลอรี + STK+ BBK-1 10X  สเลอรี + STK+ BBK-1 15X  สเลอรี + STK+ BBK-1 20X  

 
 

รูปที่ 4.11  ผลการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่สรางสารลดแรงตึงผิวตอ

ความสามารถในการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อโดยกลุมแบคทีเรีย STK (BBK-1 

1X เทากับ 107 CFU/มล.) 
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สเลอรี สเลอรี + STK สเลอรี + BBK-1 1X 
สเลอรี + BBK-1  5X สเลอรี + BBK-1 10X  สเลอรี + BBK-1 15X  
สเลอรี + BBK-1 20X  สเลอรี + STK+ BBK-1 1X สเลอรี + STK+ BBK-1 5X 
สเลอรี + STK+ BBK-1 10X  สเลอรี + STK+ BBK-1 15X  สเลอรี + STK+ BBK-1 20X  

 
 

รูปที่ 4.12 ผลของการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่สรางสารลดแรงตึงผิวตอ

ความสามารถในการยอยสลายสารไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อโดยกลุมแบคทีเรีย STK (BBK-1 

1X เทากับ 107 CFU/มล.) 

 

เมื่อพิจารณาการสลายไพรีนในชุดที่เติม B. subtilis สายพันธุ BBK-1 อยางเดียว           

ที่ปริมาณเชื้อเร่ิมตนตางกัน พบวาตลอดชวงของการบําบัด อัตราการสลายไพรีนไมคงที่ แมวาจะ

เพิ่มปริมาณเชื้อเริ่มตนของแบคทีเรียก็ไมสามารถเพิ่มการสลายได โดยการสลายไพรีนที่พบได

ในชวงของการบําบัด พบวาสวนใหญนาจะเกิดจากการทํางานของกลุมแบคทีเรีย STK ทั้ง       

ในสเลอรีปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ 

 

จึงนําผลการทดลองในชุดที่เติม B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่มีจํานวนแบคทีเรีย

เร่ิมตน 107 CFU/มล. ที่ไดจากรูปที่ 4.11 และรูปที่ 4.12 เปนตัวแทนในการเปรียบเทียบการสลาย

ไพรีนในดินรวมกับกลุมแบคทีเรีย STK (รูปที่ 4.13) 
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ก. สเลอรี่ปลอดเชื้อ 
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สเลอรีปลอดเช้ือ สเลอรีปลอดเช้ือ + BBK-1  

สเลอรีปลอดเช้ือ + STK สเลอรีปลอดเช้ือ + STK+ BBK-1  
 

ข. สเลอรีไ่มปลอดเชื้อ 
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สเลอรีไมปลอดเช้ือ สเลอรีไมปลอดเช้ือ + BBK-1  

สเลอรีไมปลอดเช้ือ + STK สเลอรีไมปลอดเช้ือ + STK+ BBK-1  
 

 

รูปที่ 4.13 ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) ในสเลอรีดินปลอดเชื้อ (ก.) และไมปลอดเชื้อ (ข.) ที่เติม

และไมเติม BBK-1 (107CFU/มล.) รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK  

 

จากรูปที่ 4.13 อัตราการยอยสลายไพรีนเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในวันที่ 3 ในชุดที่เติม 

BBK-1 และ STK โดยชุดสเลอรีปลอดเช้ือและไมปลอดเชื้อมีปริมาณไพรีนเหลืออยู 2.43%และ

1.33% ตามลําดับ ในขณะเดียวกันชุดที่เติมเฉพาะ STK พบไพรีน 2.39% และ1.93% ตามลําดับ  

เนื่องจาก BBK-1 ไมมีสวนชวยในการสลายไพรีนเมื่อเติมรวมกับ STK ดังกลาว

ขางตนในขั้นตอนตอไป จึงนํา BBK-1 เชื้อเร่ิมตนประมาณ 107CFU/มล.นําไปเปนตัวแทนในการ



 64 

ติดตามพลวัตรประชากรแบคทีเรีย ในสเลอรีไมปลอดเชื้อเมื่อเติมรวมกับ STK เพื่อศึกษา

ผลกระทบตอแบคทีเรียในดินเมื่อเติมจุลินทรียตางถิ่น  
 
4.8 พลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ในชวงเวลาของการบาํบัด 

 

การติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ในชวงเวลาของการบําบัด          

ไดออกแบบการศึกษาเปนชุดการทดลอง 5 ชุดดังนี้ 

 

1. การสลายตัวของไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ 

2. การสลายตัวของไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่ผสมกับกลุมแบคทีเรีย STK  

3. การสลายตัวของไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่ผสมกับกลุมแบคทีเรีย STK และ 

Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1  

4. กลุมแบคทีเรีย STK ที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM เพื่อใชเปนชุดควบคุม

เปรียบเทียบตําแหนงของแบคทีเรียแตละชนิดของกลุมแบคทีเรีย STK บนพอลิอะคริลาไมดเจล 

5. Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB เพื่อใชเปน

ชุดควบคุมเปรียบเทียบตําแหนงของแบคทีเรีย บนพอลิอะคริลาไมดเจล 

 

การติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ในชวงเวลาของการบําบัด ทาํได

โดยการสกัดดเีอ็นเอของจุลินทรียตางๆจากตัวอยางดิน ปรับความเขมขนดีเอ็นเอแมแบบใหเทากนั 

จากนั้นเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส นาํผลิตภัณฑที่ไดซึ่งมขีนาดประมาณ 

500 bp ไปวิเคราะหดวยวิธ ีDenaturing Gradient Gel Electrophoresis  (DGGE)   ซึ่งไดผลการ

ทดลองดังนี้  
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4.8.1 พลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลองการสลายไพรีนในสเลอรีดิน
ไมปลอดเชื้อ 

 
การติดตามพลวัตรประชากรแบคทีเรียในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อผสมกับไพรีน เพื่อดู

การเปลี่ยนแปลงโครงสรางประชากรของแบคทีเรียในดินในชวงเวลาของการบําบัด ดวยเทคนิค 

DGGE ในพอลิอะคริลาไมดเจลที่มี 40 - 70% denaturant  พบวา มีแถบดีเอ็นเอที่เดนชัดจํานวน 

6 แถบในโปรไฟลของ DGGE ในวันที่ 0-3 ของการทดลองพบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 5 แถบ ดีเอ็นเอ

ที่เดนชัดพบ 3 แถบ คือ 1, 2 และ 3 สําหรับแถบดีเอ็นเอที่ 4 และ 5 ไมสามารถเห็นไดอยางเดนชัด 

ซึ่งแถบดีเอ็นเอทั้ง 5 แถบนี้สามารถพบไดในโปรไฟลของ DGGE จนสิ้นสุดการทดลอง นอกจากนี้

ยังพบวาแถบดีเอ็นเอที่ 6 ปรากฏขึ้นมาในวันที่ 5 และ 7 ของการทดลอง (รูปที่ 4.14) 

เมื่อเปรียบเทียบโครงสรางประชากรที่ไดกับผลการสลายตัวของของไพรีนจะเห็นได

วาตลอดการทดลองมีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณไพรีนและจํานวนประชากรแบคทีเรียในสเลอรี

ดินไมปลอดเช้ือเพียงเล็กนอย โดยปริมาณไพรีนที่เหลือทุกๆวันที่ทดสอบ มีคาไมแตกตางกันมาก

นัก อยูระหวาง 84-97% โดยในวันที่ 7 มีปริมาณไพรีนเหลือ 84.6% สอดคลองกับจํานวน

ประชากรแบคทีเรียซึ่งมีคาใกลเคียงกันตลอดการทดลอง ดังรูปที่ 4.15 
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รูปที่ 4.14 แถบชิ้นสวนดีเอ็นเอของ 16S rDNA แสดงพลวัตรประชากรแบคทีเรียในสเลอรีดินไม

ปลอดเชื้อที่ผสมไพรีนที่เวลาตางๆ โดยวิธี DGGE ในพอลิอะคริลาไมดเจลที่มี 40 – 70% 
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รูปที่ 4.15 การเจริญของแบคทีเรียทัง้หมดและปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ 
 
4.8.2 พลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลองการสลายไพรีนในสเลอรีดิน

ไมปลอดเชื้อที่ผสมกลุมแบคทีเรีย STK  
 

การติดตามพลวัตรประชากรแบคทีเรียและการสลายไพรีนของชุดการทดลอง    

ในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ ที่ผสมกลุมแบคทีเรีย STK โดยเทคนิค DGGE ในพอลิอะคริลาไมดเจลที ่
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มี 40 - 70% denaturant พบวาในชวงการบําบัดมีแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้น 5 แถบ โดย 3 แถบ คือแถบ

ที่ 1, 2 และ 4  พบวามีตําแหนงตรงกับแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ที่ใชเปนชุดควบคุม

ผลบวก โดยวันที่ 3, 5 และ 7 ของการทดลองพบวา แถบดีเอ็นเอสวนใหญเดนชัดมากกวาวันที่ 0 

และ วันที่ 1 โดยเฉพาะแถบดีเอ็นเอที่ 2 มีความโดดเดนมากที่สุด รองลงมาคือแถบดีเอ็นเอที่ 4 

และ 1 ตามลําดับ นอกจากนี้ยังสามารถพบแถบดีเอ็นเอแถบที่ 3 และ 5 ซึ่งมีตําแหนงตรงกับแถบ

ดีเอ็นเอของแบคทีเรียในดิน โดยแถบดีเอ็นเอแถบที่ 3 สามารถพบไดจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง

นอกจากนี้ แถบที่ 5 สามารถพบไดในวันที่ 0 ของการทดลอง และหายไปในวันที่ 3 ของการทดลอง 

และจะปรากฏอีกครั้งในวันที่ 5 และ 7 (รูปที่ 4.16) 

 

เมื่อเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ที่ใชเปนชุดควบคุมผลบวก 

พบวากลุมแบคทีเรีย STK ที่อยูในดินมีความโดดเดนที่สุดในวันที่ 3 ของการทดลอง และในวันที่ 5 

และ 7 กลุมแบคทีเรีย STK ยังคงมีความโดดเดนใกลเคียงกับวันที่ 3 ของการทดลอง และยังคงพบ

เชื้อกลุมนี้อยูในดินตลอดชวงเวลาของการทดลอง และพบเชื้อแบคทีเรียจากในดินเองตลอดการ

ทดลองจางกวาของกลุมแบคทีเรีย STK ซึ่งสอดคลองกับการสลายตัวของของไพรีนที่พบวาวันที่ 3 

เปนวันที่ปริมาณไพรีนมีอัตราการลดลงสูงสุด ซึ่งมีไพรีนเหลืออยู 1.93%และหมดไปในวันที่ 5 และ 

7 ของการทดลอง (รูปที่ 4.17) 
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รูปที่ 4.16 แถบชิ้นสวนดีเอ็นเอของ 16S rDNA แสดงพลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลอง

การสลายตัวของไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ ที่ผสมกลุมแบคทีเรีย STK ที่เวลาตางๆ โดยวิธี 

DGGE ในพอลิอะคริลาไมดเจลที่มี 40 – 70% denaturant  
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จํานวนแบคทีเรียท้ังหมด (แบคทีเรียในดิน + STK)
 

 

รูปที่ 4.17 การเจริญของแบคทีเรียทัง้หมดและปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ

ที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK 
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4.8.3 พลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลองการสลายไพรีนในสเลอรีดิน
ไมปลอดเชื้อที่ผสมกลุมแบคทีเรีย STK และ Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1  

 
การติดตามพลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลองสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ 

ผสมกับไพรีน, กลุมแบคทีเรีย STK และ B.subtilis สายพันธุ BBK-1 เพื่อดูพลวัตรประชากรของ

แบคทีเรียทั้งหมดที่เกิดข้ึนในชวงเวลาของการบําบัด ผลจากการวิเคราะหดวยเทคนิค DGGE ใน

พอลิอะคริลาไมดเจลที่มี 40 - 70% denaturant เมื่อเร่ิมตนการทดลองพบวา มีแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้น 

3 แถบ คือแถบที่ 1, 3 และ 4 พบวามีตําแหนงตรงกับแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ที่ใชเปน

ชุดควบคุมผลบวก ในวันที่ 3 พบวาแถบดีเอ็นเอสวนใหญเดนชัดขึ้นมาและมีความเดนชัดใกลเคียง

กันกับวันที่ 5 และ 7 โดยในวันที่ 3 ของการทดลองแถบดีเอ็นเอที่ 3 และ 4 มีความเขมมากที่สุด

และใกลเคียงกัน และแถบดีเอ็นเอที่ 1 จางที่สุด ในขณะที่วันที่ 5 ของการทดลอง แถบดีเอ็นเอที่ 4 

มีความโดดเดนมากที่สุด รองลงมาคือแถบดีเอ็นเอที่ 3 และ 1 ตามลําดับ นอกจากนี้แถบดีเอ็นเอที่ 

4 ที่พบไดในชวงของการบําบัด นอกจากจะตรงกับแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK แลว ยัง

ตรงกับแถบดีเอ็นเอของ B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ซึ่งแถบดีเอ็นเอที่ 4 ที่พบไดในชวงของการ

บําบัดอาจจะเปนแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK และ B. subtilis สายพันธุ BBK-1 และ

ในชวงของการบําบัดสามารถพบแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับตําแหนงของแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียใน

ดินคือแถบดีเอ็นเอที่ 1 ซึ่งยังตรงกับแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK อีกดวย (รูปที่ 4.18) 

 

เมื่อเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ที่ใชเปนชุดควบคุมผลบวก 

พบวากลุมแบคทีเรีย STK ที่อยูในดินมีความโดดเดนที่สุดในวันที่ 3 ของการทดลอง และในวันที่ 5 

และ 7กลุมแบคทีเรีย STK ยังคงมีความโดดเดนใกลเคียงกับวันที่ 3 ของการทดลอง และยังคงพบ

เชื้อกลุมนี้อยูในดินตลอดชวงเวลาของการทดลอง ซึ่งสอดคลองกับการสลายตัวของของไพรีนที่

พบวาวันที่ 3 เปนวันที่ปริมาณไพรีนมีอัตราการลดลงสูงสุด ซึ่งมีไพรีนเหลืออยู 1.33% และหมดไป

ในวันที่ 5  และ 7 ของการทดลอง (รูปที่4.19) 
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รูปที่ 4.18 แถบชิ้นสวนดีเอน็เอของ 16S rDNA แสดงพลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลอง

การสลายตวัของไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อ ที่ผสมกลุมแบคทีเรีย STK และ B. subtilis สาย

พันธุ BBK-1ทีเ่วลาตางๆ โดยวิธ ีDGGE ในพอลิอะคริลาไมดเจลที่ม ี40 – 70% denaturant  
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สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

                            
ในงานวิจัยนี้ศึกษาการเติมสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหและชีวภาพรวมกับกลุมแบคทีเรีย 

STK เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายสารไพรีนในดิน โดยกลุมแบคทีเรีย STK เปนกลุม

แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากใบมะขามที่ใชไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได (ทิมากร แสงดํา, 

2547) ประกอบดวยแบคทีเรีย 3 สายพันธุ คือ Zoogloea sp., Stenotrophomonas sp. และ 

Mesorhizobium sp. สําหรับดินที่นํามาใชในการทดลองนั้นเปนดินที่มีการปนเปอนน้ํามันเครื่อง

ใกลบริเวณเครื่องสูบน้ําจาก ต.ทุงขวาง อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม  เมื่อทดสอบดวย GC-FID แลว

ไมพบสาร PAHs ซึ่งอาจเปนผลเนื่องจากในระหวางขั้นตอนการเตรียมดนิที่มีการตากแหงนั้นมีการ

ระเหยของสาร PAHs ออก เมื่อวิเคราะหลักษณะเนื้อดินพบมีลักษณะรวน มีอัตราสวนคารบอนตอ

ไนโตรเจนตอฟอสฟอรัส (C:N:P) เทากับ 173:15:3 ซึ่งเปนอัตราสวนที่เหมาะสมของการบําบัด 

PAHs ใกลเคียงกับที่รายงานไวโดย รุจา สารคุณ (2548) ที่มีอัตราสวนเทากับ 123:10:2 และ

รายงานของ Hupe และคณะ (2001) ที่มีอัตราสวนเทากับ 100:8:2 และรายงานของ Lee และ

คณะ (2001) ที่มีอัตราสวนเทากับ 100:10:2  จึงนําดินนี้มาทําใหปนเปอนไพรีน เพื่อนําไปใชใน

การทดลองตอไป  
            จากการทดสอบหาปริมาณน้ําที่เหมาะสมในสเลอรีดินเพื่อสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย 

STK พบวาการยอยสลายไพรีนแปรผันตามปริมาณน้ําที่เพิ่ม โดยที่ปริมาณน้ําสูง ปริมาณของ

ไพรีนที่เหลือในสเลอรีจะยิ่งลดลง อยางไรก็ตามเมื่อปริมาณน้ํามีถึงจุดหนึ่งที่เหมาะสมแลว จะไม

สามารถเพิ่มอัตราการยอยสลายไดอีก ในการทดลองพบวาอัตราสวนดิน:น้ําที่เหมาะในการยอย

สลายไพรีนอยูในชวง 1:4 - 1:12 (กรัม/มล.) โดยเฉพาะอัตราสวนดิน:น้ํา 1:4 และ1:6 (กรัม/มล.) 

ใหปริมาณไพรีนเหลือนอยกวาชุดอ่ืนๆ แมวาปริมาณไพรีนที่เหลืออยูทั้ง 2 ชุดนี้ มีคาไมตางกับชุด

อ่ืนมากนัก Doick และ Semple (2003) รายงานวาการยอยสลายฟแนนทรีนที่ความเขมขน 100 

ppm โดย Pseudomonas sp. ในชวงของการทดลอง 10 วัน พบวาการยอยสลายเกิดขึ้นไดดีที่

อัตราสวนดิน:น้ําตั้งแต 1:2-1:5 โดยเฉพาะที่อัตราสวน 1:2 มีการยอยมากที่สุด ดังนั้นน้ํามีบทบาท

ในการบําบัดสาร PAHs โดยเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสระหวางจุลินทรียกับ PAHs การเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัส

ดังกลาวเกิดจากการแตกตัวของดินทําให PAHs เคลื่อนไปยังวัฏภาคน้ําได รวมทั้งเพิ่มการเคลือ่นที่

ของจุลินทรียไดดวย (Ortega และ Alexander, 1994) และสอดคลองกับรายงานของ Fu และ 

Alexander (1995) ที่บําบัด PAHs ในสเลอรีดินดวยอตัราสวน 1:10 พบวาสามารถเพิ่มการยอย
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สลายฟแนนทรีนได และรายงานของ Labare และ Alexander (1995) พบวาการยอยสลาย    

ฟแนนทรีนในระบบสเลอรีที่เติม dibutyl phthalate จะเพิ่มข้ึนจาก 4.4% เปน 36.9%  

            เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของการใหอากาศตอการยอยสลายไพรีนในดินในระบบสเลอรี

อัตราสวน ดิน:น้ํา เทากับ1:6 (กรัม/มล.) โดยนําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150, 200 และ 

250  รอบ/นาที พบวาในวันที่ 3 ของการทดลอง ทั้งชุดสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ ที่ 150 

รอบ/นาที มีปริมาณไพรีนเหลืออยูนอยที่สุด คือ 0.91% และ 1.04% ตามลําดับ สวนที่ 200 รอบ/

นาที มีปริมาณไพรีนเหลืออยู 1.96% และ 2.35% ตามลําดับ และที่ 250 รอบตอนาที มีปริมาณ

ไพรีนเหลืออยู 6.39% และ 6.83% ตามลําดับ ซึ่งมีปริมาณมากกวาที่ความเร็ว 150 และ 200 

รอบ/นาที สาเหตุที่การใชความเร็ว 250 รอบ/นาที มีไพรีนเหลือมากที่สุด อาจเนื่องมาจากที่

ความเร็วรอบนี้  STK เขาสูระยะ stationary phase เร็วขึ้น ทําใหแบคทีเรียมีการเจริญอยางรวดเร็ว

และใชไพรีนไดมากในชวงตนของการทดลองและในชวงทายจํานวนแบคทีเรียเริ่มลดลง ทําให

ไพรีนเหลือมากกวาที่ความเร็วรอบอื่น หรืออาจเกิดจากขั้นตอนในการบําบัดที่ใชขวดรูปชมพูเมื่อใช

ที่ความเร็วรอบสูงๆ ทําใหไพรีนสามารถเกาะติดบริเวณขอบของขวดไดสูงกวาที่ความเรว็รอบอ่ืนทาํ

ใหไพรีนติดอยูที่ขางขอบของขวด จึงไมสามารถนําไพรีนออกมาสกัดไดทั้งหมด และเมื่อพิจารณา

ชุดที่ไมปลอดเชื้อมีไพรีนเหลือนอยกวาชุดที่ปลอดเชื้อ ทั้งสามความเร็วรอบ ลักษณะที่คลายกันนี้

อาจเกิดจากจุลินทรียในดินตามธรรมชาติมีความสามารถในการยอยสลายสารไพรีนไดบาง โดย

บริเวณที่มีการปนเปอนสารดังกลาว จุลินทรียอาจมีการปรับตัวเพื่อใหอยูรอดในสภาวะที่มีการ

ปนเปอนสารดังกลาวทั้งทางดานขนาด โครงสราง สรีระวิทยาและพันธุกรรม (Ridgeway และ

คณะ, 1990) การปรับตัวดังกลาวอาจมีสวนชวยใหจุลินทรียเหลานี้สามารถยอยสลายสารประกอบ

ไพรีนได โดยกลไกการยอยสลายอาจเปนการยอยสลายเพื่อนํามาใชเปนแหลงคารบอนและ

พลังงานในการเจริญของเซลล  หรือการยอยสลายแบบไมสมบูรณ โดยอาศัยกลไกการเกิดโคเมตา

บอลิซึม (catabolism) (Bastiean และคณะ, 2000)                       

            เมื่อเปรียบเทียบการเจริญของแบคทีเรียทั้งหมดในชุดการยอยสลายไพรีนโดยกลุม

แบคทีเรีย STK ในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ ที่ความเร็ว 150, 200 และ 250 รอบ/นาที  

พบวาการยอยสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ในชุดสเลอรีปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ ทั้ง 3 

ความเร็วรอบมีแนวโนมคลายคลึงกัน โดยในวันที่ 0 ของการทดลอง มีจํานวนแบคทีเรียประมาณ  

8 log CFU ตอมล. ในวันที่ 1 มีการเปลี่ยนแปลงจํานวนแบคทีเรียเพียงเล็กนอย โดยแบคทีเรียอยู

ในระยะปรับตัว (lag phase) แลวการเจริญจะเพิ่มจํานวนมากขึ้นในวันที่ 3 สอดคลองกับการ

สลายไพรีนที่เกิดขึ้นอยางรวดเร็ว โดยจากนั้นเริ่มเขาสูระยะคงที่ และจํานวนแบคทีเรียในดินนั้นก็มี

จํานวนคอนขางคงที่และการยอยสลายเกิดในอัตราที่ต่ํา นอกจากนี้การเพิ่มความเร็วรอบเพื่อเพิ่ม

ปริมาณออกซิเจน ไมมีผลตอการเจริญของกลุมแบคทีเรีย STK เมื่อพิจารณาการเจริญในชุดสเลอรี
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ไมปลอดเชื้อ พบวาแบคทีเรียในดินไมมีผลกระทบตอการเจริญของกลุมแบคทีเรีย STK จํานวน

แบคทีเรียมีปริมาณใกลเคียงกับชุดควบคุม กลาวคือ ไมเกิดภาวะการแขงขันระหวาง จุลินทรียตาง

ถิ่นกับจุลินทรียที่อยูประจําถิ่น (indigenous microorganisms) และจุลินทรยีตางถิ่นสามารถอยู

รอดไดในสภาพแวดลอมนั้นๆ (Vidali, 2001)            

เมื่อทดสอบการสลายไพรีนในระบบสเลอรีที่เติม Brij 35 รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK โดย

รุจา สารคุณ (2548) ไดรายงานวาไพรีนถูกชะจากดินสูวัฏภาคน้ําสูงสุดโดยใช  Brij 35 ที่ความ

เขมขนมากกวาคา ACMC 15 เทา ดังนั้นจึงใชความเขมขนนี้มาทดสอบการยอย พบวาในวันที่ 3 

ชุดสเลอรีปลอดเชื้อที่เติม Brij 35 รวมกับ STK ชะลอการสลายไพรีนเมื่อเปรียบเทียบกับชุดที่เติม 

STK อยางเดียว ทั้งนี้อาจเกิดจากการที่กลุมแบคทีเรีย STK มีการปรับตัวและสามารถใช Brij 35 

เปนแหลงคารบอนกอนจะเกิดการยอยสลายไพรีนได ซึ่ง Brij 35 อาจถกูใชเปนแหลงคารบอนได

ดีกวา (Deschênes และคณะ, 1996 ; Tiehm และคณะ, 1997) หรืออาจเกิดจากการยับยั้ง

เนื่องจากสมบัติของสารลดแรงตึงผิวเอง ที่มีโครงสรางเปนแบบแอมฟพาติก (amphipatic 

structure) ซึ่งประกอบดวยสวนที่มีข้ัว และไมมีขั้ว จึงทําใหสารลดแรงตึงผิวรวมตัวอยูบริเวณผิว

ประจันระหวางวัฏภาคน้ํา และวัฏภาคสาร PAHs (West และ Harwell, 1992) ทําใหจุลินทรียเขา

ไปสัมผัสกับ PAHs ไดยากขึ้น สงผลใหมีการยอยสลายไดนอยลง (Ortega-Calvo และ 

Alexander, 1994) สอดคลองกับรายงานของ รุจา สารคุณ (2548) ที่พบวาการเติม Brij 35 เกิด

การสลาย PAHs ชากวาการไมเติมสารนี้และไมมีผลดานลบตอการเจริญของจุลินทรีย อยางไรก็

ตามอัตราการยอยสลายเพิ่มข้ึนในวันที่ 5 และวันที่ 7 โดยมีปริมาณไพรีนเหลือนอยมากใกลเคียง

กับชุดควบคุม และผลนี้พบเชนเดียวกันในกรณีของสเลอรีไมปลอดเช้ือนั่นคือการเติม Brij 35 ที่

ความเขมขนมากกวาคา ACMC 15 เทา ไมชวยเพิ่มความสามารถในการยอยสลายไพรีนโดยกลุม

แบคทีเรีย STK โดยการยอยของวันที่ 3 เกิดนอยกวาชุดควบคุมและประสิทธิภาพในการยอยมีคา

ใกลเคียงกับชุดควบคุมในชวงทายของการทดลอง นอกจากนี้ปริมาณไพรีนในสเลอรีไมปลอดเชื้อ

ในวันที่ 3 ถึง 7 มีคานอยกวาในสเลอรีปลอดเชื้อแสดงวาเชื้อที่ปนเปอนในดินสามารถยอยไพรีนได

บาง 

            จากการทดลองผลกระทบดานการเจริญของกลุมแบคทีเรีย STK พบวา Brij 35 ไมมีผล

ดานลบตอกลุมแบคทีเรีย STK และแบคทีเรียในดิน ซึ่งจํานวนแบคทีเรีย STK และแบคทีเรียในดิน

มีการเพิ่มจํานวนมากกวาชุดที่ไมมีการเติม Brij 35 สอดคลองกับการทดลองของรุจา สารคุณ 

(2548) พบวาเมื่อเติม Brij 35 การเจริญของกลุมแบคทีเรีย STK จะเพิ่มจํานวนมากกวาชุดควบคุม  

            สําหรับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (เซอรแฟคติน) ที่อัตราสวน 1:6 (กรัม/มล.) ที่ความเขมขน

มากกวาคา ACMC 15 เทา รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK พบวาเซอรแฟคตินไมชวยใหเกิดการยอย

สลายไพรีน ทั้งในสเลอรีปลอดเชื้อและไมปลอดเช้ือ เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่เติมกลุมแบคทีเรีย 
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STK เพียงอยางเดียว โดยพบวาในวันที่ 3 ถึง วันที่ 7 ยังคงมีปริมาณไพรีนเหลืออยูในดินมากกวา

ชุดควบคุม เชนเดียวกับรายงานของรุจา สารคุณ, 2548 ที่พบวาในวันสุดทายของการทดลองของ

ชุดที่เติมเซอรแฟคตินและ STK ปริมาณไพรีนเหลือ 18.81% ซึ่งมากกวาชุดที่เติม STK เพียงอยาง

เดียว ซึ่งมีไพรีน 1.99% เปนไปไดวากลุมแบคทีเรีย STK มีการปรับตัวและสามารถใชเซอรแฟคติน 

และสารอาหารที่มีอยูในดินเปนแหลงพลังงาน และคารบอนกอนการใช PAHs (Marcoux และ

คณะ, 2000;  Maslin และ Maier, 2000)  

            ผลจากการเติม B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่ปริมาณเชื้อเร่ิมตนตางๆรวมกับกลุม

แบคทีเรีย STK ในชวงวันที่ 3, 5 และ 7 พบวาไมชวยเพิ่มการยอยสลายไพรีน โดยใหผลการยอย

สลายใกลเคียงกับชุดควบคุมที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK เพียงอยางเดียว โดยเฉพาะเมื่อเพิ่ม

ปริมาณเชื้อเร่ิมตนของ B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ใหมากขึ้นกลับพบวาไมสามารถเพิ่มอัตรา

การยอยสลายไพรีนได ทั้งในสเลอรีปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อ ซึ่งอัตราการสลายไพรีนในสเลอรีไม

ปลอดเชื้อมีมากกวาในสเลอรีปลอดเชื้อ อยางไรก็ตาม คาที่ไดมีความแตกตางเพียงเล็กนอย 

            จากสมบัติของสาร PAHs ที่มีความสามารถละลายน้ําไดนอย ทําใหจุลินทรียเขาไปสัมผัส

และนําสาร PAHs มาใชในการเจริญไดยาก  ซึ่งเปนขอจํากัดในการบําบัดสารนี้ในดิน ดังนั้นการ

เติมสารลดแรงตึงผิวสามารถเพิ่มการละลายของสาร PAHs ในน้ํา สงผลใหจุลินทรียสามารถ

นําไปใชในการเจริญไดงายขึ้น และทําใหมีอัตราการยอยสลายเพิ่มข้ึน (Guerin และ Jones, 

1988a, 1988b; Arostein และ Alexander, 1993; Tiehm, 1994; Jimenez และ Bartha, 1996; 

Cuny และคณะ, 1999; Van Hamme และ Ward, 1999) 

ผลการติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรียที่อยูในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่ปนเปอน

สารไพรีน โดยใชเทคนิค DGGE พบวาโครงสรางประชากรแบคทีเรียในดินมีความหลากหลายของ

แถบดีเอ็นเอในโปรไฟลของ DGGE นอย (รูปที่ 4.14) จากผลการทดลองขางตนพบวาแบคทีเรียใน

ดินอยางเดียวแทบจะไมมีสวนชวยในการสลายไพรีนหรือมีสวนชวยในการยอยไดเพียงเล็กนอย 

โดยแถบดีเอ็นเอท่ีเห็นชัดและสามารถพบไดตลอดการทดลองนั้นนาเปนผลมาจากแบคทีเรียใช

สารอาหารที่มีอยูในดินเปนแหลงพลังงาน และคารบอนแทนการใช PAHs (Marcoux และคณะ, 

2000;  Maslin และ Maier, 2000) และในชวงทายของการทดลองพบแถบดีเอ็นเอชนิดใหมโดด

เดนขึ้นมาอีกครั้ง แสดงวาอาจมีแบคทีเรียบางชนิดปรับตัวเพื่อใหเคยชินกับสารพิษในดินได  

การเตรียมกลุมแบคทีเรีย STK เพื่อนําไปใชในการบําบัดไพรีนในระบบสเลอรี โดยใช

เทคนิค DGGE พบวากลุมแบคทีเรีย STK ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ซึ่งใชเปนชุด

ควบคุมผลบวก มีแถบดีเอ็นเอที่เห็นเดนชัด 3 แถบดวยกัน ซึ่งตรงกับที่ ทิมากร แสงดํา (2547)    

ไดรายงานการคัดแยกกลุมแบคทีเรีย STK จากใบมะขาม วาประกอบดวยแบคทีเรีย 3 ชนิด เมื่อ

ติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ในชวงของการบําบัด  โดยอาศัย DGGE โปรไฟลของ
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แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มจํานวน 16S DNA จากผลการทดลองตรวจสอบการยอยสลายไพรีน 

พิสูจนใหเห็นวา กลุมแบคทีเรีย STK สามารถยอยสลายสารไพรีนที่ปนเปอนในดินไดอยางมี

ประสิทธิภาพมากที่สุด และเมื่อติดตามพลวัตรประชากรของแบคทีเรียในดินที่มีการเติมกลุม

แบคทีเรีย STK ลงไปในชวงเวลาของการบําบัดดวยเทคนิค DGGE พบวาโครงสรางประชากร

แบคทีเรียในชุดการทดลองมีความหลากหลายมากขึ้น โดยพบทั้งแถบดีเอ็นเอจากกลุมแบคทีเรีย 

STK ที่เติมลงไปและแถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรียที่มีอยูในดิน จากผลของ DGGE จะเห็นวาวันที่ 3, 

5 และ 7 ของการทดลองมีแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับแถบดีเอ็นเอจากกลุมแบคทีเรีย STK โดดเดนที่สุด 

คือแถบดีเอ็นเอที่ 1, 2 และ 4 ตามลําดับ โดยเฉพาะแถบดีเอ็นเอที่ 2 ซึ่งมีความโดดเดนมากที่สุด 

(รูปที่ 4.16) ซึ่งผลที่ไดนี้สอดคลองกับผลตรวจสอบการยอยสลายไพรีน โดยพบวาวันที่ 3 ของการ

ทดลองมีอัตราการสลายสารไพรีนเกิดขึ้นมากที่สุดดวย และปริมาณไพรีนจะหมดไดภายในวันที่ 5 

และ 7 ในชวงของการบําบัดสามารถพบแถบดีเอ็นเอที่ 3 และ 5 ซึ่งตรงกับแถบดีเอ็นเอของ

แบคทีเรียในดิน จากผลการทดลองตรวจสอบการยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรียในดิน แสดงใหเห็น

วาแบคทีเรียในดินชวยใหเกิดการสลายไพรีนในดินปนเปอนเพียงเล็กนอย และแถบดีเอ็นเอของ

แบคทีเรียในดินที่โดดเดนในชวงของการทดลองนั้นนาเปนผลมาจากแบคทีเรียใชอาหารที่มีในดิน

เพื่อการเจริญ และในชวงตนและทายของการทดลองพบแถบดีเอ็นเอที่ 5 โดดเดนขึ้นมาเปนบางวนั 

แสดงวาอาจมีแบคทีเรียบางชนิดปรับตัวเพื่อใหเคยชินกับสารพิษในดินได  

              จากนั้นไดนํากลุมแบคทีเรีย STK ผสมกับ Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1 เพื่อ

นําไปใชในการบําบัดไพรีนในดินในสภาวะสเลอรีในชวงเวลาของการทดลอง โดยใชเทคนิค DGGE 

พบวาสามารถพบแถบดีเอ็นเอที่เห็นเดนชัด 3 แถบที่ตรงกับกลุมแบคทีเรีย STK สามารถพบไดจน

สิ้นสุดการทดลอง โดยเฉพาะในวันที่ 3, 5 และ 7 ของการทดลอง พบวาแถบดีเอ็นเอมีความโดด

เดนมากที่สุดโดยเฉพาะอยางยิ่งแถบดีเอ็นเอที่ 4 มีความโดดเดนมากที่สุด รองลงมาคือแถบดีเอ็น

เอที่ 3 และแถบดีเอ็นเอที่ 1 จางที่สุด นอกจากนี้ยังพบวาแถบดีเอ็นเอที่ 4 นอกจากจะตรงกับแถบดี

เอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK แลวยังพบวาแถบดีเอ็นเอนี้ยังตรงกับแถบดีเอ็นเอของ Bacillus 

subtilis สายพันธุ BBK-1 (รูปที่ 4.18) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก วิธี DGGE ที่ใชพอลิอะคริลาไมดเจลที่

มี 40 – 70% denaturant อาจไมเหมาะสมในการแยกแถบดีเอ็นเอของ Bacillus subtilis สายพนัธุ 

BBK-1 และแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ออกจากกันไดอยางชัดเจน เนื่องจากเปอรเซ็น

ของพอลิอะคริลาไมดเจลที่ใชอาจกวางเกินไป ดังนั้นควรปรับเปอรเซ็นของพอลิอะคริลาไมดให

แคบลงอาจชวยในการแยกแถบดีเอ็นเอไดดีขึ้น  

จากผลการทดลองตรวจสอบการยอยสลายไพรีน ดังที่ไดกลาวไปแลวขางตนพิสูจนใหเห็น

วากลุมแบคทีเรีย STK เพียงอยางเดียวสามารถยอยสลายไพรีนที่ปนเปอนในสเลอรีของชุดการ

ทดลองไดอยางมีประสิทธิภาพมากที่สุด โดยในวันที่ 3 และ 7 ของการทดลองมีปริมาณไพรีน
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เหลืออยู 1.93% และ 0.55% ตามลําดับ ในขณะที่เมื่อเติม Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1 

(ปริมาณแบคทีเรีย 107 CFU/มล.) อยางเดียว ไมสามารถยอยสลายไพรีนที่ปนเปอนในสเลอรีได  

และเมื่อติดตามพลวัตรประชากรของแบคทีเรียในดินที่มีการเติมกลุมแบคทีเรีย STK และ Bacillus 

subtilis สายพันธุ BBK-1 ตอการยอยสลายไพรีน พบวาสามารถพบแถบดีเอ็นเอจากกลุม

แบคทีเรีย STK ที่เติมลงไปไดอยางชัดเจน สอดคลองกับผลตรวจสอบการยอยสลายไพรีน โดย

พบวาวันที่ 3 มีอัตราการสลายเกิดขึ้นมากที่สุดดวย สําหรับแถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรียที่มีอยูในดิน

และแถบดีเอ็นเอจาก Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1 ไมสามารถเห็นไดอยางชัดเจน ผลที่ได

แสดงใหเห็นวากลุมแบคทีเรีย STK คือกลุมประชากรหลัก ซึ่งนาจะเปนกลุมแบคทีเรียที่ยอยสลาย

ไพรีน โดยแบคทีเรียในดินและ Bacillus subtilis สายพันธุ BBK-1 แทบจะไมมีสวนชวยในการ

สลายไพรีนที่ปนเปอนในดินได 

  

ในงานวิจัยนี้จึงเปนแนวทางเบื้องตนสําหรับศึกษาการใชแบคทีเรียที่สามารถสรางสารลด

แรงตึงผิว รวมทั้งสภาวะที่เหมาะสมตอการยอยสลายสารประกอบ PAHs โดยกลุมแบคทีเรีย STK 

โดยพบวากลุมแบคทีเรีย STK สามารถอยูรอดไดในบริเวณดินที่ปนเปอนและไมทําใหสูญเสีย

ความสามารถในการยอยสลายสารพิษไป และการนําเทคนิค PCR-DGGE เขามาชวย ทําใหทราบ

ถึงแนวโนมจํานวนและความหลากหลายของชนิดจุลินทรียที่ทําหนาที่ยอยสลายสารไพรีน เพื่อเปน

แนวทางในการนําไปประยุกตใชใหเกิดประโยชน และเพิ่มประสิทธิภาพการบําบัดสาร PAHs ใน

ดินไดตอไปในอนาคต  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธกีารเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM) 
 

ก. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)               3.0        กรัม 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO4⋅12H2O)       5.5        กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)             0.8        กรัม 

ข. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O)              0.01      กรัม 

เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3⋅6H2O)              0.005    กรัม 

แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2⋅2H2O)             0.005    กรัม 

 

 ชั่งสารสวน ก. ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดาง ดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 จากนั้นนึ่งฆาเชื้อดวยความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที เติมสารละลายในสวน ข. ที่เตรียม

แยกแตละชนิดและทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรู 

0.45 ไมโครเมตร ลงในอาหารที่นึ่งฆาเชื้อแลว 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM (CFMM agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเหลว CFMM ละลายผงวุน 15 กรัม ตอ

อาหารเลี้ยงเชื้อ 1,000 มล. ลงไปในสารละลายสวน ก. ปรับคาความเปนกรด-ดาง ดวยสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 กอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที ทิ้งไวจนไดอุณหภูมิ 50-60°ซ จึงเติม

สารละลายในสวน ข. ที่ปราศจากเชื้อแลวกอนนําไปใช 
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อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 

ทริปโตน (tryptone)              10.0  กรัม 

ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)               5.0  กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)                5.0  กรัม 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 800 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.0 ปรับปริมาตรใหเปน 1,000 มล.

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB แตละลายผงวุน 15 

กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1,000 มล. ลงไปในอาหารกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด

ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 

 

อาหารเหลวกําหนดสูตร (Define medium)    1 ลิตร   

 

น้ํามนัปาลม 

แอมโมเนยีมไนเตรท (NH4 NO3)   

แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4 .7H2O)    

โปตัสเซียมคลอไรด (KCI)                                                               

แคลเซียมคลอไรด  (CaCl2 .2H2O)                                                   

กรดฟอสฟอรกิ  (H3PO4)  

กรดบอริก ( H3BO3)                                                                      

คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4 .5H2O) 

แมงกานีสซัลเฟต  (MnSO4 .H2O)        

โซเดียมโมลิบเดต (Na2 MoO4 .2H2O) 

ซิงคซัลเฟต (ZnSO4 .7H2O)                                                              

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4 .7H2O)                                                           

โคบอลคลอไรด   (CoCl2 . 6H2O)  

อีดีทีเอ (EDTA)   

20.0             มล. 

4.0               กรัม 

0.4    กรัม 

0.2     กรัม 

0.1     กรัม 

0.5               กรัม 

1.53     มก. 

0.284   มก.   

1.71             มก. 

0.7               มก. 

2.9               มก. 

4.3               มก. 

0.1               มก. 

200.0           มก. 
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แคลเซียม-แพนโททีเนต   (Calcium Pantothenate) 

ไบโอทิน  (Biotin)                                                                            

กรดโฟลิก  (Folic acid) 

อินโนซทิอล  (Inositol)                                                                  

ไนอาซิล  (Niacin)                                                                         

กรดพาราอะมโินเบนโซอิก   ( p-Aminobenzoic acid)                  

ไพโรดอกซิน-ไฮโดรคลอไรด (Pyrodoxine-HCI)      

โรโบฟลาวิน (Riboflavin)                                                            

ไทอามนี-ไฮโดรคลอไรด  (Thiamine-HCI)                            

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4 .12H2O)                        

น้ํากลัน่                                                                                                   

1. 176          มก. 

5.88  ไมโครกรัม  

5.88          ไมโครกรัม 

0.588        ไมโครกรัม 

1.176        ไมโครกรัม 

0.588          มก. 

1.176          มก.          

0.588          มก. 

1.176          มก. 

14.0            กรัม 

1000           มล.          

 
ปรับคาความเปนกรดดางใหได  7.5   แลวนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดนัมาตรฐาน      

สําหรับสารละลายวิตามนิไดแก แคลเซียม-แพนโททีเนต ไบโอติน กรดโฟลิก อินโนซทิอล ไนอาซนิ 

กรดพาราอะมโินเบนโซอิก  โพโรดอกซิน-ไฮโดรคลอไรด  โรโบฟลาวนิ  ไทอามนิ-ไฮโดรคลอไรด แต

ละสารแยกกนั  ทาํใหปราศจากเชื้อดวยการกรอง 

 

อาหารเหลว LB  ดัดแปลงสําหรับ Bacillus subtilis BBK 1      1    ลิตร    

แอมโมเนยีมไนเตรต (NH4NO3)                                                              2.0           กรัม 

ซูโครส   (Sucrose)                                                                                5.0          กรัมสารสกัด

จากยีสต (Yeast extract)                                                                       5.0          กรัม 

โซเดียมคลอไรด  (NaCl)                                                                        30.0         กรัม 

น้ํากลัน่                                                                                               1000          มล . 

ปรับคาความเปนกรดดางใหเปน 7.5  นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดนัมาตรฐาน                          
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
 
สารละลาย PAHs ในไดเมธิลซัลฟอกไซด 

ชั่งไพรีน 0.1 กรัมละลายในไดเมธิลซัลฟอกไซดปริมาตร1.0 มล.ผสมดวยเครื่องปนผสมจน

ผลึก PAHs ละลายหมด ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรู

กวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ เติมลงใน

อาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว  

 
สารละลายมาตรฐานของ PAHs ในเฮกเซน 

ชั่งไพรีน 0.1 กรัม ละลายสารมาตรฐานในเฮกเซนปริมาตร 10 มล. ผสมจนสารละลาย

เปนเนื้อเดียวกัน กรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บ

รักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ เพื่อใชเปนสารมาตรฐานในการวิเคราะห

ปริมาณ PAHs ดวยวิธี GC-FID 

 
ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลและทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์ Geneclean II Kit        
(Q-BIOgene ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

ประกอบดวย 

1. NaI 

2. New Wash 

3. TBE Modifier 

4. Glassmilk 

 

กอนใชชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลครั้งแรกใหเติม น้ําปลอดประจุ ปริมาตร 280 

มิลลิลิตร และ เอธานอล 100% ปริมาตร 310 มิลลิลิตร ลงใน New Wash ผสมใหเขากัน เก็บไวที่

อุณหภูมิ 15-30 ๐ซ จนกวาจะใชทําตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
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สารละลาย 10% SDS  
ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม  คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 

60 Oซ  ปริมาตร 80 มล. เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล. นําไปนึ่งฆา

เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ เปนเวลา 20 นาที (หลังจากนึ่งฆา

เชื้อครั้งแรกแลวจะไมสามารถนําไปนึ่งฆาเชื้อซํ้าไดอีกเพราะสารละลาย SDS จะเสียสภาพ) 

 

สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 

Trismabase (C4H11NO3)    121.1   กรัม 

กรดไฮโดรคลอริกเขมขน     42        มล. 

 ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก

เขมขน  คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนให

เปน 8.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 

สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 

EDTA (C10H14N2O8Na2.2H2O)    186.1    กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด       20       กรัม 

 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด    

คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0  

เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ     

ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 

บัฟเฟอร TE  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
Tris-HCl      10.0    มิลลิโมลาร 

EDTA         1.0    มิลลิโมลาร 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 10 

มล.  เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 2 มล. 
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เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 

บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
Tris base      242    กรัม 

กรดอะซีติกเขมขน     57.1   มล. 

สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  pH 8.0           100       มล. 

 ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แลวเติมน้ําปลอดประจุ

จนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 

สารละลาย CTAB/NaCl (10%CTAB ใน 0.7 M NaCl) 
CTAB                10       กรัม 

โซเดียมคลอไรด      0.7    โมลาร 

 ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 60 Oซ ปริมาตร 80 มล. จากนั้นเติม

สารละลายโซเดียมคลอไรด  เมื่อละลายหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล.  

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 

High extraction buffer 
Tris-HCl, pH 8.0    250 มิลลิโมลาร 

สารละลาย EDTA, pH 8.0   50 มิลลิโมลาร 

สารละลายโซเดียมคลอไรด   125 มิลลิโมลาร 

น้ําปลอดประจุ 
 
สารละลายฟนอล (phenol) 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวที่อุณหภูมิ 68 Oซ   จากนั้นเติมผงไฮดรอกซีควิ

โนลีน ใหความเขมขนสุดทายเปน 0.1% แลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร ความเปนกรด-ดาง

เปน 8.0 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวจนสารละลายแยกชั้น       
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ดูดชั้นฟนอลมาวัดความเปนกรด-ดางใหไดเทากับ 7.8 (ใช pH paper วัด) ถายังไมไดใหดูด

สารละลายชั้นบนทิ้งแลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร ความเปนกรด-ดางเทากับ 8.0 ลงไปอีก

คร้ัง เขยาใหเขากันทําเชนนี้ตอไปเร่ือยๆจนกระทั่งชั้นฟนอลมีความเปนกรด-ดางเทากับ 7.8   

สุดทายเติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเทากับ 8 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร)  

เขยาใหเขากันแลวดูดสารละลายชั้นบนทิ้ง เติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเทากับ 8 ใน

อัตราสวน 1:1 อีกครั้ง เก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ในขวดสีชาที่ปดฝาแนน 

 

สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล

ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล  เปน 25:24:1 (ปริมาตรตอปริมาตรตอ

ปริมาตร)  ผสมใหเขากัน  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 

สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกันในอัตราสวน 24 : 1 (ปริมาตรตอ

ปริมาตร)  เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 

Loading dye 
Bromphenolblue     0.025 % 

ซูโครส       40      % 

ละลายสวนผสมในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อ  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 

สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 

 
สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.2 

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 

มล.  นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล. เติม
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น้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  

อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 
สารละลายโปรตีเนสเค (proteinase K) ความเขมขน  20 มิลลิกรัมตอมิลลลิติร 

ละลายผงโปรตีนเนสเคน้ําหนัก 20 มก. ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    

เก็บที่อุณหภูม ิ-20 Oซ 
 

สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 
ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    

เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ 
 

 70% เอธานอล  
99% เอธานอล     700 มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่ปลอดประจุ    300 มิลลิลิตร 
 
อะกาโรสเจลเขมขน 1.0% 

อะกาโรสเจล         1 กรัม 

บัฟเฟอร TAE เขมขน 1 เทา   100 มิลลิลิตร 

หลอมใหเขากนัดวยไมโครเวฟหรือการตมใหความรอน 

 
 0% denaturing solution  

40% อะคริลาไมด/บิส    8.13 มิลลิลิตร 

บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา   1 มิลลิลิตร 

น้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร                   50 มิลลิลิตร 

 
80% denaturing solution  

40% อะคริลาไมด/บิส    8.13 มิลลิลิตร 

บัฟเฟอร TAE เขมขน 50 เทา   1 มิลลิลิตร 

ฟอรมาไมด     16 มิลลิลิตร 

ยูเรีย      16.82 กรัม 

น้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร                   50 มิลลิลิตร 
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แอมโมเนียมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% 
แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟต    0.1 กรัม 

น้ําปลอดประจุ     1 มิลลิลิตร 
 

สารละลายไพรีนในไดเมธิลซัลฟอกไซด 

ชั่งไพรีน 0.05 กรัม ละลายในไดเมธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1.0 มล.ผสมดวยเครื่องผสมจน

ผลึก PAHs ละลายหมด ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรู

กวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ เติมลงใน

อาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว 

 
สารละลายไพรีนในอะซีโตน 

ชั่งไพรีน 25 มิลลิกรัม ละลายในอะซีโตนปริมาตร 50 มล. ผสมดวยเครื่องผสมจนผลึก 

PAHs ละลายหมด กรองผานหัวกรองชนิด PTFE ขนาดรูกวาง 0.2 ไมโครเมตร 

หมายเหตุ  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ใช  เน่ืองจากอะซีโตนระเหยเร็วมาก และขณะเติมสาร 

PAHs ที่ละลายในอะซีโตนลงในดินควรทําอยางรวดเร็วเพื่อไมใหอะซีโตนระเหยซึ่งจะทําใหความ

เขมขนเปลี่ยนแปลงได 

 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล 

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 900 มล. ในขวดวัดปริมาตรขนาด 

1,000 มล. ปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มล. ดวยน้ํากลั่น 
 
สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 

ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที  

 
สารละลาย Triton X-100  15% 

Triton X-100     15 มิลลิลิตร 

น้ํากลัน่      85 มล. 
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ภาคผนวก ค 

 
ตารางแสดงปริมาณไพรนีที่เหลือ (%) ในระบบสเลอร ี

 

ตารางที่ ค.1  ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในชุดควบคุมปจจัยทางกายภาพ ที่อัตราสวนดิน:น้ําตางๆ 

 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) 

อัตราสวนดิน : น้าํ (ชุดควบคุม) วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

1 : 0 100.00 95.96 92.61 91.01 90.34 

   1 : 0.5 100.00 94.41 92.02 89.06 85.78 

                      1 : 1 100.00 96.39 92.54 90.06 86.38 

                      1 : 2 100.00 98.00 95.12 92.90 90.31 

                      1 : 4 100.00 96.39 94.11 93.42 90.72 

                      1 : 6 100.00 98.91 96.51 95.02 88.47 

                      1 : 8 100.00 97.09 95.49 93.07 87.28 

 1 : 10 100.00 93.94 96.29 87.43 81.90 

 1 : 12 100.00 95.21 91.55 89.77 86.86 
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ตารางที่ ค.2 ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) หลังบมรวมกับกลุมแบคทีเรีย STK ที่อัตราสวนดิน:น้ํา

ตางๆ 

 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) 

อัตราสวนดิน :น้าํ เติม STK วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

          1 : 0 + 100.00 94.90 89.74 86.74 85.41 

   1 : 0.5 + 100.00 94.30 81.47 76.70 67.37 

1 : 1 + 100.00 93.88 21.12 11.56 2.69 

1 : 2 + 100.00 92.04 9.42 1.89 0.87 

1 : 4 + 100.00 78.57 1.84 0.64 0.61 

1 : 6 + 100.00 64.92 1.46 0.90 0.42 

1 : 8 + 100.00 68.94 2.09 0.65 0.49 

 1 : 10 + 100.00 75.84 2.95 2.40 0.55 

 1 : 12 + 100.00 79.60 1.36 1.04 0.59 
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ตารางที่ ค.3 ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อโดยกลุมแบคทีเรีย 

STK ที่ความเร็วรอบตางๆ  

 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) 

ความเร็ว 150 รอบ/นาท ี

ตัวอยางดิน วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

สเลอรีปลอดเชื้อ  100.00 98.74 97.19 95.19 92.43 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ 100.00 99.6 94.33 93.83 74.59 

สเลอรีปลอดเชื้อ + STK 100.00 98.62 0.91 0.66 0.41 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + STK 100.00 94.63 1.04 0.63 0.49 

ความเร็ว 200 รอบ/นาท ี

ตัวอยางดิน วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

สเลอรีปลอดเชื้อ  100.00 101.46 101.29 96.54 92.06 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ 100.00 103.54 99.55 91.15 67.71 

สเลอรีปลอดเชื้อ + STK 100.00 88.82 1.96 0.52 0.25 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + STK 100.00 88.62 2.35 0.58 0.35 

ความเร็ว 250 รอบ/นาท ี

ตัวอยางดิน วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

สเลอรีปลอดเชื้อ  100.00 98.48 97.73 97.58 85.36 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ 100.00 101.22 93.29 72.6 66.13 

สเลอรีปลอดเชื้อ + STK 100.00 74.69 6.39 1.52 0.53 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + STK 100.00 84.07 6.83 1.26 0.5 
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ตารางที่ ค.4 ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อเมื่อเติม Brij 35 

รวมกับกลุมแบคทีเรีย STK 

 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) ตัวอยางดิน 

(วัฏภาคดิน) วันที ่0 วันที ่1 วันที ่3 วันที ่5 วันที ่7 

สเลอรีปลอดเชื้อ  100.00 101.46 101.29 96.54 92.06 

สเลอรีปลอดเชื้อ + Brij 35 91.74 94.16 90.80 89.41 85.06 

สเลอร่ีปลอดเชื้อ + STK 100.00 88.82 1.96 0.52 0.25 

สเลอรีปลอดเชื้อ + Brij 35 + STK 91.52 65.34 15.17 0.60 0.21 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ  100.00 103.54 99.55 91.15 67.71 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + Brij 35 90.75 85.13 85.91 84.20 56.41 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + STK 100.00 88.62 2.35 0.58 0.35 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + Brij 35 + STK 90.84 59.66 12.96 0.43 0.15 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) ตัวอยางดิน 

(วัฏภาคน้ํา) วันที ่0 วันที ่1 วันที ่3 วันที ่5 วันที ่7 

สเลอรีปลอดเชื้อ  0 0 0 0 0 

สเลอรีปลอดเชื้อ + Brij 35 8.26 8.62 6.90 7.61 7.40 

สเลอร่ีปลอดเชื้อ + STK 0 0 0 0 0 

สเลอรีปลอดเชื้อ + Brij 35 + STK 8.48 7.28 3.64 0.00 0.00 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ  0 0 0 0 0 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + Brij 35 9.25 8.29 6.89 6.35 5.90 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + STK 0 0 0 0 0 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + Brij 35 + STK 9.16 7.72 2.87 0.00 0.00 
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ตารางที่ ค.5 ปริมาณไพรีนที่เหลือ (%) ในสเลอรีดินปลอดเชื้อและไมปลอดเชื้อเมื่อเติมเซอรแฟค

ตินรวมกับกลุมแบคทีเรีย STK 

 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) 

ตัวอยางดิน (วฏัภาคดิน) วันที ่0 วันที ่1 วันที ่3 วันที ่5 วันที ่7 

สเลอรีปลอดเชื้อ  100.00 96.9 98.6 95.87 90.46 

สเลอรีปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน   100.00 97.26 95.14 93.51 91.54 

สเลอรีปลอดเชื้อ +  STK 100.00 85.78 2.39 0.52 0.45 

สเลอรีปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน + STK 100.00 87.55  8.25 1.87 0.58 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ 100.00 97.44 93.61 91.54 88.42 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน   100.00 95.21 96.38 92.36 89.36 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ +  STK 100.00 85.94 1.93 0.58 0.39 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน+STK 100.00 89.54 6.85 2.36 0.87 

ปริมาณไพรีนที่เหลืออยู (%) 

ตัวอยางดิน (วฏัภาคน้ํา) วันที ่0 วันที ่1 วันที ่3 วันที ่5 วันที ่7 

สเลอรีปลอดเชื้อ  0 0 0 0 0 

สเลอรีปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน   0 0 0 0 0 

สเลอรีปลอดเชื้อ +  STK 0 0 0 0 0 

สเลอรีปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน + STK 0 0 0 0 0 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ 0 0 0 0 0 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน   0 0 0 0 0 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ +  STK 0 0 0 0 0 

สเลอรีไมปลอดเชื้อ + เซอรแฟคติน+STK 0 0 0 0 0 
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ตารางที่ ค.6 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่ความเขมขนเซลลตางๆตอการยอย

สลายไพรีนในสเลอรีดินปลอดเชื้อที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK (แสดงปริมาณไพรีนที่เหลือ (%))  

 

ตัวอยาง 

ดินปลอดเชื้อ  

BBK-1 

(X=107CFU/มล. ) STK วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

สเลอรี - - 100.00 99.99 99.60 94.01 90.46 

สเลอรี - + 100.00 77.55 2.39 0.52 0.45 

สเลอรี 1X - 100.00 103.54 98.78 99.26 95.25 

สเลอรี 5X - 100.00 93.56 92.27 91.40 88.10 

สเลอรี 10X - 100.00 100.58 98.87 94.98 87.59 

สเลอรี 15X - 100.00 89.00 86.16 85.61 73.39 

สเลอรี 20X - 100.00 100.00 97.99 97.98 94.70 

สเลอรี 1X + 100.00 74.92 2.43 0.60 0.15 

สเลอรี 5X + 100.00 76.79 2.42 0.76 0.50 

สเลอรี 10X + 100.00 80.67 2.38 0.77 0.42 

สเลอรี 15X + 100.00 83.62 2.10 0.80 0.38 

สเลอรี 20X + 100.00 77.94 2.67 0.64 0.40 
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ตารางที่ ค.7  ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ BBK-1 ที่ความเขมขนเซลลตางๆตอการยอย

สลายไพรีนในสเลอรีดินไมปลอดเชื้อที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK (แสดงปริมาณไพรีนที่เหลือ (%)) 

 

ตัวอยาง 

ดินไมปลอดเชื้อ  

BBK-1 

(X=107CFU/มล. ) STK วันที่ 0 วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 

สเลอรี - - 100.00 96.45 93.37 91.42 84.6  

สเลอรี - + 100.00 80.34 1.93 0.87 0.55 

สเลอรี 1X - 100.00 99.95 97.76 97.65 95.11 

สเลอรี 5X - 100.00 95.35 93.73 84.13 78.19 

สเลอรี 10X - 100.00 96.54 94.93 92.95 86.68 

สเลอรี 15X - 100.00 97.27 94.81 90.81 89.55 

สเลอรี 20X - 100.00 99.00 97.99 97.39 96.47 

สเลอรี 1X + 100.00 82.87 1.33 0.68 0.39 

สเลอรี 5X + 100.00 81.52 1.19 1.12 0.43 

สเลอรี 10X + 100.00 81.48 1.94 0.75 0.35 

สเลอร่ี 15X + 100.00 80.88 1.49 0.64 0.41 

สเลอรี 20X + 100.00 94.15 2.16 1.17 1.14 
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                                  ภาคผนวก ง 

 
กราฟมาตรฐานไพรนี 

 

 
 

  รูปที ่ง.1 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไพรีนและพื้นทีใ่ตพีคที่ไดจากการวิเคราะหดวยGC-FID 

 

ภาคผนวก จ 
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รูปที่ จ.1  แสดงคา CMC สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห Brij 35 

 
CMC = 160 

Brij 35 
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เซอรแฟคติน
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รูปที่ จ.2 แสดงคา CMC สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคติน 
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รูปที่ จ.3 เปรียบเทียบคา CMC และ ACMC ของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห Brij 35 

 

CMC = 180 

CMC    = 160 

ACMC =  300 

เซอรแฟคติน 

Brij 35 
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เซอรแฟคติน
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รูปที่ จ.4 เปรียบเทียบคา CMC และ ACMC ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอรแฟคติน 

 

ภาคผนวก ฉ 

 

 
รูปที่ ฉ.1 เครื่องวัดคาแรงตึงผิว (ring tensiometer) 

CMC    = 180 

ACMC =  300 

เซอรแฟคติน 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

  นางสาวกานตรวี แกวขาว เกิดเมื่อวันที่ 18 กุมภาพันธ พ.ศ. 2524 สําเร็จ

การศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร สถาบัน

เทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ในปการศึกษา 2546 และศึกษาตอในระดับ

ปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชา จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2547 

 

 

 

 
 

 
 


	ปกภาษาไทย 
	ปกภาษาอังกฤษ 
	หน้าอนุมัติ 
	บทคัดย่อภาษาไทย  
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
	กิตติกรรมประกาศ 
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2 ปริทัศน์วรรณกรรม
	2.1 การเข้าสู่ร่างกายของสาร PAHs
	2.2 ไพรีน
	2.3 การบำบัดไพรีนและสาร PAHs อื่นในสิ่งแวดล้อม
	2.4 การบำบัด PAHs ในระบบสเลอรี
	2.5 การย่อยสลายไพรีนโดยแบคทีเรียบริสุทธ
	2.6 การย่อยสลายไพรีนโดยกลุ่มแบคทีเรีย
	2.7 การเพิ่มประสิทธิภาพการบำบัดไพรีนโดยการเติมสารลดแรงตึงผิว

	บทที่ 3 อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีดำเนินการวิจัย
	3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย
	3.2 เคมีภัณฑ์
	3.3 จุลินทรีย์
	3.4 วิธีดำเนินการวิจัย

	บทที่ 4 ผลการวิจัย.
	4.1 ผลการเตรียมดิน การศึกษาลักษณะทางกายภาพ และองค์ประกอบทางเคมีของดิน
	4.2 ปริมาณของน้ำต่อความสามารถในการย่อยสลายไพรีนในระบบสเลอรีโดยกลุ่มแบคทีเรีย STK
	4.3 ประสิทธิภาพของการให้อากาศต่อการสลายไพรีนในระบบสเลอรีโดยกลุ่มแบคทีเรียSTK อัตราส่วนดินต่อน้ำเท่ากับ 1:6 (กรัม/มล.)
	4.4 ผลการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
	4.5 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิว
	4.6 ผลของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ต่อการสลายไพรีนในระบบสเลอรีโดยกลุ่มแบคทีเรีย STK ในดินปลอดเชื้อและไม่ปลอดเชื้อ
	4.7 การเติมแบคทีเรียที่สร้างสารลดแรงตึงผิวเทียบกับการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระบบสเลอรีต่อความสามารถในการย่อยสลายสารไพรีนโดยกลุ่มแบคทีเรีย STK
	4.8 พลวัตรประชากรกลุ่มแบคทีเรีย STK ในช่วงเวลาของการบำบัด

	บทที่ 5 สรุปและอภิปรายผลการวิจัย
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน



