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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

ชม. = ชั่วโมง 

กก. = กิโลกรัม 

มก. = มิลลิกรัม 

มล. = มิลลิลิตร 

มม. = มิลลิเมตร 

% = เปอรเซ็นต 
°ซ = องศาเซลเซียส 

CFU = Colony Forming Unit  

(หนึง่โคโลนทีีค่าดวาเกิดจากหนึ่งเซลลของแบคทีเรีย) 

 
       

                                                         

                                             

           

                                            

                                                         

 
 
 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ปจจุบันการเพิ่มของประชากร การขยายตัวทางเศรษฐกิจ การพัฒนาดานอุตสาหกรรม 

และการเกษตรของประเทศไทยมีอยางตอเนื่อง กอใหเกิดการเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วของปริมาณ 

จํานวน และชนิดของของเสียอันตราย ซึ่งรวมถึงสารเคมีที่มีบทบาทสําคัญในชีวิตประจําวันของ

มนุษยในดานตางๆ  ของเสียประเภทนี้มีสวนประกอบของสารอินทรียหลายชนิด โดยเฉพาะ

สารประกอบกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, 

PAHs) (กรมควบคุมมลพิษ, 2548) 

 

PAHs เปนสารประกอบอินทรียที่ประกอบดวยวงแหวนอะโรมาติก 2 วงขึ้นไปเชื่อมตอกัน 

เกิดจากการเผาไหมที่ไมสมบูรณของสารอินทรียและเชื้อเพลิงประเภทน้ํามัน (Molina และคณะ, 

1999) พบไดทั่วไปในส่ิงแวดลอมที่หลากหลาย เชน อากาศ ดิน ตะกอน และน้ํา (Juhasz และ 

Naidu, 2000) มีสมบัติไมชอบน้ํา (hydrophobic) และถูกดูดซับบนอนุภาคดินและตะกอน (Yu 

และคณะ, 2005) ทําใหมีความคงทน ไมสลายไดงายในสิ่งแวดลอม (Lei และคณะ, 2005) จัดเปน

สารมลพิษที่ไดรับการเฝาระวังมากกวาสารอื่นวามีผลตอส่ิงแวดลอมและกอใหเกิดผลเสียตอ

ส่ิงมีชีวิต เนื่องจากสามารถกอใหเกิดความเปนพิษอยางเฉียบพลัน (acute toxic)  มีสมบัติเปนสาร

กอมะเร็ง (carcinogen) สารที่กอใหเกิดการกลายพันธุ (mutagen) และสามารถทําใหเกิดความ

ผิดปกติตอทารกในครรภ (teratogen) (Cai และคณะ, 2007) 

 

กระบวนการกําจัด PAHs ออกจากสิ่งแวดลอมไดอยางมีประสิทธิภาพวิธีหนึ่ง คือ การใชจุ

ลินทรียในการยอยสลาย (Tam และคณะ, 2002) หรือวิธีการบําบัดทางชีวภาพ (Bioremediation) 

(Dean-Ross และคณะ, 2002) โดยจุลินทรียจะใชสารประกอบ PAHs เปนแหลงคารบอนและ

แหลงพลังงานในการเจริญ ทําใหสาร PAHs ถูกกําจัดอยางถาวรหรือเปลี่ยนโครงสรางเปนสารอื่น

ที่ลดความเปนพิษใหนอยลงหรือหมดไป วิธีการบําบัดทางชีวภาพ แบงออกไดเปน 3 วิธี คือ 

กระบวนการยอยสลายทางธรรมชาติ (natural attenuation) โดยจุลินทรียทองถิ่น (indigenous 

microorganism) ที่มีความสามารถในการยอยสลาย  การกระตุนการยอยสลายของจุลินทรีย

ทองถิ่นใหเพิ่มข้ึนโดยการเติมสารอาหาร  ในกรณีที่ ส่ิงแวดลอมมีสารอาหารอยางจํากัด 
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(biostimulation)  และการเติมจุลินทรียตางถิ่น (exogenous microorganism) ที่มีความสามารถ

ในการยอยสลายตามที่ตองการ ในกรณีที่จุลินทรียทองถิ่นไมสามารถยอยสลายสารพิษไดเอง 

(bioaugmentation) (Yu และคณะ, 2005) 

 

การยอยสลาย PAHs ดวยจุลินทรียเปนวิธีที่ไดรับความสนใจมาเปนระยะเวลานาน 

เนื่องจากพบวาเปนวิธีที่มีคาใชจายต่ําและเปนมิตรกับส่ิงแวดลอม (Eriksson และคณะ, 2002) ทํา

ใหเกิดการศึกษาวิจัยและพัฒนาเกี่ยวกับการกําจัดสารประกอบ PAHs ออกจากสิ่งแวดลอมข้ึน

เปนจํานวนมาก  

 

หนวยวิจัยการบําบัดสิ่งแวดลอมโดยชีววิธี ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนหนวยวิจัยหนึ่งที่ศึกษาการบําบัดสารประกอบพอลิไซคลิกอะโร

มาติกไฮโดรคารบอน (PAHs) เปนสวนใหญและมีผลงานวิจัยจํานวนมาก ยกตัวอยางเชน 

 

ทิมากร แสงดํา (2547) ไดแยกกลุมแบคทีเรีย STK จากปุยหมักใบมะขามพบวา

ประกอบดวย Zoogloea sp. Stenotrophomonas sp. และ Mesorhizobium sp. กลุมแบคทีเรีย

นี้มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายไพรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวในหองปฏิบัติการ และยัง

สามารถยอยสลาย PAHs อ่ืน เชน ฟแนนทรีน อะซีแนพธิลีน ไดเบนโซฟูแรน และอะซีแนพธีน เปน

ตน 

 

วรกฤษฎ สภานนท (2549) ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว ของกลุมแบคทีเรีย TAF+P, TAF-PP, TAF/5PC2-LB และ TAF/5R2CB ที่คัดแยกโดย จิร

ทีปฆ แสนรัก (2547) จากใบของพืชตระกูลถั่ว พบวากลุมแบคทีเรีย TAF+P มีประสิทธิภาพสูงสุด

ในการยอยสลายไพรีน รองลงมาคือ TAF/5R2CB นอกจากนี้ยังพบวากลุมแบคทีเรีย TAF+P มี

ประสิทธิภาพในการยอยสลายแอนทราซีนและฟลูออแรนธีน กลุมแบคทีเรีย TAF/5R2CB มี

ประสิทธิภาพในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและฟแนนทรีน เปนตน 

 

เนื่องจากหนวยวิจัยการบําบัดสิ่งแวดลอมโดยชีววิธี  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เร่ิมปฏิบัติงานวิจัยมาเปนเวลากวาสิบป จึงทําใหเกิดของ

เสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบ PAHs อยูเปนจํานวนมาก ดังนั้นงานวิจัยนี้มีจุดมุงหมาย
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ที่จะบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบกลุม PAHs ดวยวิธีชีวภาพ  โดยใชกลุม

แบคทีเรีย STK TAF+P หรือกลุมแบคทีเรีย TAF/5R2CB ที่คัดแยกไดจากหนวยวิจัยนี้และมี

ประสิทธิภาพสูงมากในการยอยสลาย PAHs จากนั้นหาภาวะทางเคมีและกายภาพที่เหมาะสมกับ

กลุมแบคทีเรีย ทําใหการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมี

ประสิทธิภาพ พรอมทั้งตรวจติดตามพลวัตประชากรกลุมแบคทีเรียที่เติมลงไประหวางการบําบัด 

เพื่อนําไปประยุกตใชในการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบกลุม PAHs ที่เกิด

จากงานศึกษาวิจัยใหลดปริมาณลงจนอยูในระดับที่สามารถปลอยลงสูสิ่งแวดลอมไดอยาง

ปลอดภัยตอไป 

 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 

เพื่อบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนจาก

หองปฏิบัติการดวยวิธีทางชีวภาพ 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 
 ไดแนวทางในการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก

ไฮโดรคารบอนจากหองปฏิบัติการดวยวิธีทางชีวภาพ และสามารถปลอยสูส่ิงแวดลอมไดอยาง

ปลอดภัย 
 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
 
พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs) 
  
สมบัติทางกายภาพและเคมี 
 

พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (PAHs) เปนสารประกอบอินทรียที่ประกอบดวย

วงอะโรมาติก 2 วงขึ้นไปเชื่อมตอกัน โดยมีการจัดเรียงตัวเปนแบบเชิงเสน (Linear) เชิงมุม 

(Angular) หรือเปนกลุม (Cluster) (ValentÍn และคณะ, 2007) PAHs แบงออกไดเปน 2 กลุม คือ 

PAHs นํ้าหนักโมเลกุลตํ่า (Low Molecular Weight PAHs, LMW) ประกอบดวยวงอะโรมาติก 2 

ถึง 3 วง และ PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูง (High Molecular Weight PAHs, HMW) ประกอบดวย

วงอะโรมาติก 4 วงขึ้นไป (Molina และคณะ, 1999) PAHs เปนสารประกอบที่ไมชอบน้ํา มี

ความสามารถในการละลายน้ําไดต่ํา ทําใหมีความคงทนในสิ่งแวดลอม โดยทั่วไปสภาพละลายได

ของ PAHs จะลดลงตามการเพิ่มจํานวนของวงเบนซีนที่เชื่อมตอกัน (Juhasz และ Naidu, 2000) 

โดย PAHs น้ําหนักโมเลกุลตํ่า จะมีความสามารถในการละลายน้ําและถูกยอยสลายไดงายกวา 

ในขณะที่ PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูง สามารถดูดซับกับดินและตะกอนไดอยางแข็งแรง ทนทานตอ

การยอยสลายของจุลินทรียไดมากกวา ดังนั้น PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูง จึงมีแนวโนมที่จะดํารงอยู

ในสิ่งแวดลอมไดเปนเวลานาน (Molina และคณะ, 1999) 
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ตารางที่ 2.1 โครงสรางและสมบัติทางกายภาพและเคมีของสารประกอบพอลิไซคลิกอะโร
มาติกไฮโดรคารบอนบางชนิด (Juhasz และ Naidu, 2000) 
 

จุดหลอมเหลว จุดเดือด สภาพละลายไดในน้ํา ความดันไอ 
PAHs 

จํานวน
วง (oซ) (oซ) (มก./ลิตร) (ทอร ที่ 20oซ) 

ฟแนนทรีน  3 101 340 1.29 6.8x10-4 

แอนทราซีน 3 216 340 0.07 2.0 x10-4 

ฟลูออแรนธีน  4 111 250 0.26 6.0x10-6 

เบนซ[เอ] 

แอนทราซีน 4 158 400 0.014 5.0x10-9 

ไพรีน 4 149 360 0.14 6.8x10-7 

ไครซีน 4 255 488 0.002 6.3x10-7 

เบนโซ[เอ]ไพรีน 5 179 496 0.0038 5.0x10-7 

ไดเบนซ[เอ,เอช] 

แอนทราซีน 5 262 524 0.0005 1.0x10-10 

เบนโซ[จี,เอช,ไอ]

เพอริลีน 6 222 - 0.0003 1.0x10-10 

อินดิโน[1,2,3-ซีดี]

ไพรีน 6 163 536 0.062 1.0x10-10 
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ไพรีน (pyrene) 
 

 
 

รูปที่ 2.1 โครงสรางทางเคมีของไพรนี (Schirmer และคณะ,1998) 
 

 ไพรีน จัดเปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 

(PAHs) ประกอบด วยวง เบนซีน  4 วง  มี ชื่ อทาง เคมี ว า  เบนโซ [ดี , อี , เอฟ ]ฟแนนทรีน 

(benzo[d,e,f]phenanthrene) หมายเลขสากลทางเคมี 129-00-0 (Verschueren, 1997) เมื่ออยูใน

สถานะของแข็งจะไมมีสี และมีสมบัติทางเคมีและฟสิกส ดังแสดงในตารางที่ 2.2 

 
ตารางที่ 2.2 สมบัติทางเคมีและฟสิกสของไพรีน 
 

สูตรโมเลกุล  C16H10 (Verschueren, 1997) 

น้ําหนักโมเลกุล 202.25 กรัม/โมล (Verschueren, 1997) 

ความถวงจําเพาะ  1.271 กรัม/ตอมล. ที่ 23 oซ (Verschueren, 1997) 

ความดันไอ  6.85x10-7 มม.ปรอท  (Verschueren, 1997) 

อุณหภูมิหลอมเหลว  151-156 oซ   (Verschueren, 1997) 

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

สภาพละลายไดในน้ํา  0.14 มก./ลิตร  (Juhasz และ Naidu, 2000) 

คาครึ่งชีวิตในดินและตะกอนดิน  19.4-630 วัน  (Daugulis และ McCracken, 2003) 

 

ไพรีน มีโครงสรางของโมเลกุลที่เสถียร ละลายน้ําไดนอยมาก (Trzesicka-Mlynarz  และ

Ward, 1996) แตสามารถละลายไดในตัวทําละลายอินทรียหลายชนิด เชน เมธานอล เฮกเซน อะซี

โตน (Patnaik, 1992) ไพรีน มักดูดซับกับอนุภาคของดินไดดี จึงทําใหทนทานตอการยอยสลาย

เนื่องจากจุลินทรียในดินสามารถนําไปใชประโยชน (bioavailability) ไดนอย เปนผลใหไพรีนสะสม

และมีความเสถียรในสิ่งแวดลอมไดเปนเวลานาน (Aronstein และคณะ, 1991)  
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ประโยชนของไพรีน คือ ใชในงานวิจัย หรือใชเพื่อผลิตสี พลาสติก ยาปราบแมลงศัตรูพืช 

และเบนโซ[เอ]ไพรีน  มนุษยสามารถรับไพรีนเขาสูรางกายไดโดยการหายใจเอาควันบุหรี่หรือ

อากาศที่มีการปนเปอน การสัมผัสกับผิวหนัง และจากการรับประทานอาหารที่ผานการยางหรือ

รมควัน  ถึงแมวาไพรีนจะไมจัดเปนสารกอมะเร็งแตหากสัมผัสโดยตรง (skin irritant) จะทําให

ผิวหนังเกิดการระคายเคือง และมีรายงานวาผูหญิงที่สูบบุหร่ีหรืออยูในบริเวณที่มีควันบุหร่ีเปน

เวลานานระหวางตั้งครรภ จะมีผลทําใหพันธุกรรมของเด็กทารกเกิดการเปลี่ยนแปลง (mutation) 

ได (Zanieri และคณะ, 2007)  
 
แหลงกําเนิด 

 

PAHs เปนสารมลพิษที่เกิดขึ้นระหวางกระบวนการเผาไหมที่ไมสมบูรณของสารอินทรีย

สามารถพบไดในสิ่งแวดลอม เชน น้ํา ดิน และตะกอน (Bernal- Martinez และคณะ, 2007) 

Cerniglia, (1992) และ Wilson และ Jones, (1993) สรุป PAHs มีแหลงกําเนิดของ ดังตอไปนี้ 

 

 การซึมของน้ํามันดิบในธรรมชาติ 

 การแพรกระจายของน้ําเสียชุมชนและอุตสาหกรรมปโตรเคมี 

 การรั่วไหลที่เกิดจากอุบัติเหตุจากเรือบรรทุกน้ํามันและเรือชนิดอื่น 

 กระบวนการแยกและแปรสภาพกาซธรรมชาติจากเชื้อเพลิงฟอสซิล 

 การใชแหลงพลังงานและความรอนจากเชื้อเพลิงฟอสซิล 

 กระบวนการกลั่นน้ํามันดิบและผลิตภัณฑที่ไดจากน้ํามันดิบ 

 กระบวนการการผลิตถานโคก 

 การผลิตและการใชคารบอนแบล็ค 

 การผลิตและการใชแอสฟลท 

 กระบวนการรักษาเนื้อไม 

 การผลิตผลิตภัณฑถนอมเนื้อไมที่ใชคลีโอโสทเปนองคประกอบหลัก 

 การเก็บ การขนสง กระบวนการผลิต การใชและการกําจัดน้ํามันเชื้อเพลิง 

 การกําจัดสิ่งปฏิกูลโดยการฝงดิน 

 การเผาไหมของถานหินในระบบแบบเปด 

 การเผาสิ่งปฏิกูล 
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การกระจายตัวของ PAHs ในสิ่งแวดลอม 
 

PAHs ในอากาศ ไฟปา ควันเสียจากรถยนต การเผาไหมถานหิน การระเหยจาก

ดินและน้ํา กอใหเกิด PAHs ในอากาศ โดยพบวา PAHs น้ําหนักโมเลกุลตํ่าในบรรยากาศมี

แหลงกําเนิดจากการเผาไหมของเชื้อเพลิงฟอสซิลและจากยานยนตน้ํามันดีเซล ในขณะที่ PAHs 

น้ําหนักโมเลกุลสูง เชน เบนโซ[เอ]ไพรีน มีแหลงกําเนิดจากยานยนตน้ํามันเบนซิน (Juhasz และ 

Naidu, 2000) 

 

PAHs ในตะกอน  การรั่วซึมของปโตรเลียมไฮโดรคารบอนจากการผลิตหรือขนสง

ในทะเลและการบําบัดน้ําเสีย  กอใหเกิดการสะสมของ PAHs ในตะกอนซึ่งมีความหลากหลายทั้ง

ชนิดและปริมาณ โดยสามารถพบ PAHs ที่มีวงอะโรมาติกตั้งแต 2 ถึง 6  และมปีริมาณตั้งแตไมกี่

ไมโครกรัมตอกิโลกรัมจนถึงกรัมตอกิโลกรัม (Molina และคณะ, 1999)  

 

PAHs ในดิน  การเผาไหมของเชื้อเพลิงฟอสซิลทําให PAHs กระจายตัวเขาสูดิน

(Juhasz และ Naidu, 2000) และสะสมในสิ่งแวดลอม เนื่องจาก PAHs มีสภาพละลายไดในน้ําต่ํา 

จึงขัดขวางสภาพพรอมใชทางชีวภาพโดยจุลินทรีย (ValentÍn และคณะ, 2007)  ความเขมขนของ 

PAHs ที่พบในดนิจะแปรผันตามกิจกรรมที่เกี่ยวของกับพื้นที่นั้น (Juhasz และ Naidu, 2000)  

 

PAHs ในน้ํา การปนเปอนของ PAHs ในน้ํา มีแหลงกําเนิดจากการชะลางของดินที่

ปนเปอนและจากน้ําเสียที่ปลอยทิ้ง สวนใหญการกําจัด PAHs ในน้ําจะใชวิธีการออกซิไดส โดยใช

โอโซน  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  หรือแมงกานีสออกไซด นอกจากนี้อาจใชคารบอนกัมมนัตเปนตัว

ดูดซับ (Toruño และคณะ, 2007) 
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ความเปนพิษ 
 

งานวิจัยจํานวนมากแสดงใหเห็นวา PAHs ที่ประกอบดวยวงอะโรมาติก 1 ถึง 3 วง 

กอใหเกิดความเปนพิษอยางเฉียบพลัน ในขณะที่ PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูง กอใหเกิดมะเร็งและ

การกลายพันธุ (Juhasz และ Naidu, 2000) โดยความสามารถในการกอใหเกิดมะเร็งและการ

กลายพันธุของ PAHs จะแปรผันตามจํานวนของวงอะโรมาติก PAHs ที่ประกอบดวยวงอะโรมาติก 

2-3 วง เชน แนพทาลีน (2 วง) ฟแนนทรีนและแอนทราซีน (3 วง) พบวาไมเปนสารกอมะเร็ง PAHs 

ที่ประกอบดวยวงอะโรมาติก 4 วง เชน ไพรีน กอใหเกิดความผิดปกติตอพันธุกรรมแตไมกอใหเกิด

มะเร็ง ในขณะที่ PAHs ที่ประกอบดวยวงอะโรมาติก 5 วง เชน เบนซ[เอ]แอนทราซีนและเบนโซ

[เอ]ไพรีน สามารถกอใหเกิดความผิดปกติตอพันธุกรรมและมะเร็งได (Dean-Ross และคณะ, 

2002) 

 
ตารางที่ 2.3 โครงสรางทางเคมีและความสามารถในการกอใหเกิดมะเร็งของ PAHs บาง
ชนิด (Cerniglia, 1992) 

 

สาร PAHs โครงสราง 
สภาพละลายไดในน้ํา 

(มก.ตอลิตร) 
ความสามารถในการ
กอใหเกิดมะเรง็ 

แนพธาลีน 
 

31.7 ไมกอใหเกิดมะเร็ง 

อะซีแนพธีน 
 

3.9 ไมกอใหเกิดมะเร็ง 

แอนทราซนี 
 

0.07 ไมกอใหเกิดมะเร็ง 

ฟแนนทรนี 
 

1.3 ไมกอใหเกิดมะเร็ง 

ฟลูออแรนธีน 
 

0.26 อาจจะกอใหเกิดมะเร็ง 

ไพรีน 
 

0.14 ไมกอใหเกิดมะเร็ง 

เบนซ[เอ]แอนทราซนี 
 

0.002 กอใหเกิดมะเรง็ 

เบนโซ[เอ]ไพรีน 
 

0.003 กอใหเกิดมะเรง็ 
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สํานักงานวิจัยมะเร็งนานาชาติ (The International Agency for Research Cancer; 

IARC) แบง PAHs ออกเปน 3 กลุม ตามการออกฤทธิ์ในการกอมะเร็ง (Sul และคณะ, 2003) ดังนี้ 

 

 กลุม 2A  เปนสารที่นาจะกอมะเร็งในมนุษยไดสูงกวากลุมอ่ืนๆ มี 3 ชนิด ไดแก เบนโซ[เอ]

แอนทราซีน  เบนโซ[เอ]ไพรีน  และไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน  

 

 กลุม 2B  เปนสารที่อาจกอมะเร็งในมนุษย มี 11 ชนิด ไดแก แนพธาลีน  เบนโซ[บี]ฟลูออ

แรนธีน  เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน  เบนโซ[เจ]ฟลูออแรนธีน  ไดเบนโซ[เอ,เอช]ไพรีน  ไดเบนโซ[เอ

,แอล]ไพรีน  ไดเบนโซ[เอ,อี]ไพรีน  ไดเบนโซ[เอ,ไอ]ไพรีน  ไดเบนโซ[เอ,เอช]อะคริดีน  ไดเบนโซ[เอ

,เจ]อะคริดีน  และอินดิโน[1,2,3-ซีดี]ไพรีน  

 

 กลุม 3 เปนสารที่ไมกอมะเร็งในมนุษย มี 23 ชนิด ไดแก ไตรฟนิลีน  ฟแนนทรีน  แอนทรา

ซีน  ฟลูออรีน  ฟลูออแรนธีน  ไพรีน  ไครซีน  โครินีน  เพอริลีน  เบนโซ[เอ]อะคริดีน  เบนโซ[ซี]อะค

ริดีน  เบนโซ[จี,เอช,ไอ]ฟลูออแรนธีน  เบนโซ [เอ]ฟลูออรีน  เบนโซ [บี]ฟลูออรีน  เบนโซ [ซี]

ฟลูออรีน  เบนโซ [จี,เอช,ไอ]เพอริลีน  เบนโซ [ซี]ฟแนนทรีน  เบนโซ[อี]ไพรีน  ไซโคลเพนทะ[ซี,ดี]

ไพรีน  ไดเบนซ[เอ,ซี]แอนทราซีน  ไดเบนโซ[เอ,เจ]แอนทราซีน  ไดเบนโซ[เอ,อี]ฟลูออแรนธีน และ

ไดเบนโซ[เอช,อาร,เอส,ที]เพนทะฟน  
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เนื่องจาก PAHs สามารถกอใหเกิดความเปนพิษอยางเฉียบพลัน (acute toxic)  มีสมบัติ

เปนสารกอมะเร็ง (carcinogen) สารที่กอใหเกิดการกลายพันธุ (mutagen) และมีความคงทน ไม

สลายไดงายในสิ่งแวดลอม องคการพิทักษสิ่งแวดลอม สหรัฐอเมริกา จึงกําหนดใหสารประกอบ 

PAHs 16 ชนิด เปนสารมลพิษที่ไดรับการเฝาระวังมากกวาสารอื่นและตองกําจัดออกจาก

ส่ิงแวดลอมอยางเรงดวน (Cerniglia, 1992)  
 
ตารางที่ 2.4 โครงสรางทางเคมีของ PAHs ที่องคการพิทักษสิ่งแวดลอม สหรฐัอเมริกาได
กําหนดวาเปนสารมลพษิที่มีลําดับความสาํคัญกอน (Witt, 1995) 
 

สาร PAHs โครงสราง สาร PAHs โครงสราง 

แนพธาลีน 

 

เบนซ[เอ]แอนทราซีน 

 

อะซีแนพธิลีน 

 

ไครซีน 

 

อะซีแนพธีน 

 

เบนซ[บี]ฟลูออแรนธีน  

ฟลูออรีน 

 

เบนซ[เค]ฟลูออแรนธีน  

ฟแนนทรีน 

 

เบนโซ[เอ]ไพรีน 

 

แอนทราซีน 

 

ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน 

 

ฟลูออแรนธีน 

 

เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน 

 

ไพรีน 

 

อินดิโน[1,2,3-ซีดี]ไพรีน 
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กระบวนการกําจัด PAHs ออกจากสิ่งแวดลอม 
 

PAHs ในสิ่งแวดลอมสามารถถูกกําจัดไดจากหลายกระบวนการ ซึ่งประสิทธิภาพการ

กําจัดจะขึ้นอยูกับสมบัติทางกายภาพและเคมีของสารประกอบ PAHs รวมทั้งปจจัยตางๆ ใน

สิ่งแวดลอม (Tam และคณะ, 2002)  ดังแสดงในรูปที่ 2.2 

 

 
 

รูปที่ 2.2 กระบวนการกาํจัด PAHs ในสิ่งแวดลอม (Cerniglia, 1992) 
 
การระเหยกลายเปนไอ 
  
 การระเหยของสาร PAHs เกิดจากการรวมตัวกับโครงสรางของน้ําแลวระเหยไป ดังนั้น 

PAHs ที่ปนเปอนในน้ําจะมีอัตราการระเหยสูงกวา PAHs ที่อยูในดิน และ PAHs น้ําหนักโมเลกุล 

จะมีอัตราการระเหยไดสูงกวา PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูง (Ashok และ Saxena, 1995) 
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การออกซิไดสดวยแสง  
  
 กลไกการยอยสลายจะขึ้นอยูกับปริมาณออกซิเจน อุณหภูมิและปริมาณความเขมขนของ

แสง (Reyes และคณะ, 1998; Warner และคณะ, 2004) 
 
การออกซิไดสทางเคมี  
 
 โดยใช โอโซน ซึ่งเปนตัวออกซิไดซที่แรง (Nam และ Kukor, 2000) หรือสารเคมีที่มีสมบัติ

เกิดไฮดรอกซีเรดิเคิล (hydroxyl (OH.) radicles) เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) (Nadarajah 

และคณะ, 2002) เพื่อสลายสารประกอบ PAHs 
 
การสะสมทางชีวภาพ 
 

 นอกเหนือจาก อากาศ ตะกอน ดินและน้ํา PAHs ยังสามารถสะสมไดในสิ่งมีชีวิตทาง

ทะเลและพืชอีกดวย การไดรับ PAHs ของสิ่งมีชีวิตทางทะเลจะขึ้นอยูกับสภาพพรอมใชทาง

ชีวภาพของ PAHs ขนาดของสิ่งมีชีวิต และอัตราการกิน ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการสะสมของ PAHs 

ในพืช ไดแก คุณสมบัติทางกายภาพของ PAHs สภาวะทางสิ่งแวดลอม สายพันธุและโครงสราง

ของพืช (Juhasz และ Naidu, 2000) 

 
การดูดซับบนอนุภาคตะกอน  
 

 เนื่องจาก PAHs มีสภาพละลายไดในน้ําต่ําและมีสัมประสิทธิ์การแบงสวนในออคทานอล

และน้ําสูง ดังนั้นตะกอนจึงเปนที่สะสมของ PAHs และมีความเขมขนในน้ําต่ํามาก (Juhasz และ 

Naidu, 2000) PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูงจะเกาะติดแนนเปนเวลานานกวา PAHs น้ําหนักโมเลกุล

ต่ํา  (Chin และคณะ, 1997)  
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แตกระบวนการกําจัด PAHs ที่มีประสิทธิภาพเปนที่ยอมรับและใชกันอยางแพรหลาย คือ 

การยอยสลายโดยจุลินทรีย หรือวิธีการบําบัดทางชีวภาพ (bioremediation) ซึ่งเปนวิธีที่มี

คาใชจายต่ําและเปนมิตรกับส่ิงแวดลอม (Leys และคณะ, 2005) 

 
วิธีการบําบัดทางชีวภาพ (Bioremediation) 
 

วิธีที่ใชจุลินทรียเพื่อยอยสลายสารมลพิษทางสิ่งแวดลอม โดยจุลินทรียจะใชสาร PAHs 

เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญ ทําใหสาร PAHs ถูกกําจัดอยางถาวร โดย 

PAHs บางชนิดสามารถถูกยอยสลายไดอยางสมบูรณจนไดคารบอนไดออกไซด น้ําและพลังงาน

เพื่อใชในการเจริญของจลุินทรีย (mineralization) หรือเปลี่ยนโครงสรางเปนสารอื่นที่ลดความเปน

พิ ษ ใ ห น อ ย ล งห รื อ หมด ไป  ( biotransformation) ซึ่ ง ส า รที่ ไ ด เ รี ย ก ว า  ส า รมั ธ ยั น ต ร 

(intermediate)กระบวนการยอยสลาย PAHs อาจเกิดขึ้นโดยจุลินทรียชนิดเดียวหรือโดยกลุมจุลิ

นทรีย (Gibson และ Subramanian, 1984) วิธีการบําบัดทางชีวภาพ แบงออกไดเปน 3 วิธี คอื 

 

1.กระบวนการยอยสลายทางธรรมชาติ (natural attenuation) โดยจุลินทรียทองถิ่น 

(indigenous microorganism) ที่มีความสามารถในการยอยสลาย และเปนกระบวนการที่เกิดขึ้น

โดยธรรมชาติ (Mills และคณะ, 2003) ขอดีของวิธีนี้ คือ หลีกเลี่ยงการทําลายระบบนิเวศ อยางไรก็

ตามการบําบัดวิธีนี้มักใชเวลานาน เนื่องจากขนาดประชากรของจุลินทรียทองถิ่นที่มีความสามารถ

ในการยอยสลายต่ํา และเนื่องจากจุลินทรียตองเผชิญกบัปจจัยในสิ่งแวดลอมที่ไมสามารถควบคุม

ได ทําใหความสามารถในการยอยสลายสารมลพิษของจุลินทรียมีการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลา  

 

2.การกระตุนการยอยสลายของจุลินทรียทองถิ่นใหเพิ่มข้ึน (biostimulation) โดยการเติม

สารอาหารหรือซับสเตรต เชน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โปรแตสเซียม การใหออกซิเจน รวมทั้งการ

เติมสารลดแรงตึงผิว ซึ่งจะชวยเพิ่มความสามารถในการละลายของสารไฮโดรคารบอน ทําให

แบคทีเรียสามารถยอยสลายไดงายขึ้น (Haigh, 1996) บางกรณีการเติมเศษวัสดุเหลือทิ้งทาง

การเกษตรและมูลสัตว จะเปนการเพิ่มปริมาณสารอาหารและปริมาณออกซิเจน ทําใหสภาวะ

เหมาะสมตอส่ิงมีชีวิตบริเวณนั้น นอกจากนี้ยังชวยลดความสามารถในการเขาจับกับอนุภาคดิน

ของ PAHs จุลินทรียจึงนําไปใชประโยชนไดอยางรวดเร็ว (Kästner และ Mahro, 1996) ดังนั้นการ

กระตุนที่เหมาะสมจะทําใหจุลินทรียทองถิ่นมีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารปนเปอนได 

(Vidali, 2001) 
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3.การเติมจุลินทรียตางถิ่น (exogenous microorganism) ที่มีความสามารถในการยอย

สลายตามที่ตองการ (bioaugmentation) โดยเฉพาะอยางยิ่งในบริเวณที่มีการปนเปอนของ PAHs 

ในปริมาณสูงและจุลินทรียทองถิ่นไมสามารถปรับตัวเพื่อยอยสลายสารพิษเองได โดยจุลินทรีย

อาจไดรับการปรับปรุงสายพันธุดวยเทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรม (genetically engineered 

microorganism, GEM)  เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย (Trzesicka-Mlynarz และ Ward, 

1996) ขอควรคํานึงถึงของวิธีการนี้ คือ ภาวะการแขงขันระหวางจุลินทรียตางถิ่นกับจุลินทรีย

ประจําถิ่น (indigenous microorganisms) ซึ่งจุลินทรียตางถิ่นจะตองสามารถเพิ่มจํานวนและอยู

รอดไดในสิ่งแวดลอมนั้น ๆ (Vidali, 2001) 
 
จุลินทรียที่ใชในการบําบัด PAHs 
 

จุลินทรียสวนใหญที่ใชในการยอยสลาย PAHs ไดแก แบคทีเรียและรา white  rot  fungi  

ซึ่งจุลินทรียทั้ง 2 ชนิดจะยอยสลายสาร PAHs ดวยกลไกที่ตางกัน  โดยแบคทีเรียจะใช PAHs เปน

แหลงคารบอนและพลังงาน ในขณะที่ราจะเปลี่ยน PAHs ไปเปนผลิตภัณฑที่หมดความเปนพิษ 

(Cerniglia, 1993)  
 
ตารางที่ 2.5 ตัวอยางจลุินทรียทีส่ามารถยอยสลาย PAHs (Cerniglia, 1993) 
 

แบคทีเรีย รา 

Acmetobacter sp. Aspergillus niger 

Aeromonas sp. B]erkandera adusta 

Alcaligenes denitrificans Can&da utilis 

Arthrobacter sp. Claviceps paspali 

Bacillus cereus Cunninghamella bainieri 

Beijerinckia sp. Hyphochytriurn catenoides 

Mycobacterium sp. Penicdlium chrysogenum 

Pseudomonas sp. Rhizopus oryzae 

Rhodococcus sp. Smittiurn culisetae 

Staphylococcus auriculans Trametes versicolor 
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การยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรียจะเกิดไดทั้งภายใตสภาวะใชและไมใชอากาศ การ

ยอยสลาย PAHs ภายใตสภาวะไมใชอากาศเปนกระบวนการที่ชาและกลไกทางชีวเคมียังไมเปนที่

กระจาง ตรงกันขามกับการยอยสลายภายใตสภาวะใชอากาศซึ่งไดรับการศึกษาอยางกวางขวาง

ในทศวรรษที่ผานมา (Harayama, 1997) ปฏิกิริยาการยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรียจะเกีย่วของ

กับการเติมออกซเิจนเขาไปเพื่อเปดวงอะโรมาติก (cleavage of the aromatic ring) ดวยเอนไซม

ไดออกซิจีเนส (dioxygenase) ซึ่งเกิดขึ้นได 2 วิถี คือ วิถีเมตา (meta pathway) และวิถีออโธ 

(ortho pathway) (Juhasz และ Naidu, 2000) 

 

การยอยสลาย PAHs โดยรา ประกอบดวยเอนไซม 2 กลุมหลักไดแก ไซโตโครมพี-450 โม

โนออกซีจีเนส (cytochrome P-450 Monoxygenases, Cyt P-450) และลิกนินเปอรออกซิเดส 

(lignin peroxidases, LiPs) โดยไซโตโครมพ-ี450 โมโนออกซีจีเนส จะแคตาไลซ PAHs และกําจัด

ออกจากเซลลในรูปของ 0-กลูโคไซด (0-glucoside), 0-กลูคูโรไนด (0-glucuronide), 0-ซัลเฟต 

(0-sulfate) หรือ 0-ไซโลไซด (0-xyloside) สวนลิกนินเปอรออกซิเดส (lignin peroxidases, LiPs) 

จะสลาย PAHs เกิดเปนควินโนน (quinones) 

 

 
 

 
รูปที่ 2.3 วิถกีระบวนการสลาย PAHs โดยจุลนิทรีย (Cerniglia, 1993) 
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การยอยสลายไพรีน  
 
การยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรีย 
 

แบคทีเรียบริสุทธิ์ งานวิจัยที่ผานมาไดมีการคัดแยกเชื้อแบคที เ รียบริสุทธิ์ที่มี

ความสามารถในการยอยสลายสารไพรีน จากตัวอยาง ดิน น้ําหรือตะกอนที่มีการปนเปอน

สารประกอบ PAHs พบวามีทั้งแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก Mycobacterium sp. Norcardia sp. 

และแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Burkholderia sp. Pseudomonas sp. Sphingomonas sp. ดัง

แสดงในตารางที่ 2.6 เปนตน 
 
ตารางที่ 2.6 แบคทีเรียทีส่ามารถยอยสลายไพรีนเพือ่ใชเปนแหลงคารบอนและพลังงาน 
 

สายพันธุแบคทีเรีย เอกสารอางอิง 

Mycobacterium sp. สายพันธุ BB1 Fritzsche (1994) 

Mycobacterium sp. สายพันธุ CH1 Churchill และคณะ (1999) 

Burkholderia cepacia  สายพันธุ VUN10,001 Juhasz และคณะ(1997) 

Pseudomonas putida  Doong  และ Lei (2003 ) 

Sphingomonas paucimobilis  สายพันธุ EPA 505  Ye และคณะ (1995) 

 

กลุมแบคทีเรีย ไพรีนหรือ PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูงที่ประกอบดวยวงอะโรมาติกตั้งแต 4 

วงขึ้นไป จะมีความเสถียรสูงและยากตอการยอยสลาย ซึ่งแบคทีเรียบริสุทธิ์สายพันธุเดี่ยวสวน

ใหญไมสามารถยอยสลายสารดังกลาวไดอยางสมบรูณ การยอยสลายสาร PAHs ที่มีโครงสราง

โมเลกุลซับซอนจึงตองอาศัยกระบวนการยอยสลายแบบโคเมแทบอลิซึมหรือการยอยสลายโดย

กลุมจุลินทรีย (Wilson และ Jones, 1993)  
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ตารางที่ 2.7 ตัวอยางกลุมแบคทีเรียทีม่ีความสามารถในการยอยสลายไพรีน 
 

กลุมแบคทีเรยี เอกสารอางอิง 

VUN 10,009 Boonchan และคณะ, (2000) 

YL Lin และ Cai, (2008) 

RRMV-3 จิรทีปฆ  แสนรัก, (2547)  

STK ทิมากร แสงดาํ, (2547)  

F2 Trzesicka-Mlynarz และ Ward (1996) 

DC1 Smith และคณะ (1997) 

B1-B6 Yuan และคณะ (2000) 

C2CO 

C2PPN Cui และคณะ (2008) 

 

การยอยสลายโดยกลุมจุลินทรีย จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย PAHs สงผลให

อัตราเร็วในการยอยสลายเพิ่มข้ึน ที่สําคัญยังทําใหเกิดการยอยสลายสาร PAHs ไดอยางสมบูรณ 

(mineralization) ไมกอใหเกิดสารมัธยันตรที่เปนพิษ เนื่องจากกลุมจุลินทรียจะมีการทํางานแบบ

เสริมการเจริญซึ่งกันและกัน (synergism) (Yuan  และคณะ, 2000) 
 

 กลไกการทํางานรวมกันของแบคทีเรียในการยอยสลายสาร PAHs คือ แบคทีเรียชนิดที่ 1 

สามารถสรางเอนไซมยอยสลายสารตั้งตนได แตไมสามารถยอยสลายสารใหสมบูรณ เนื่องจากไม

สามารถยอยสลายสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นภายในระบบได (dead-end metabolite) จึงทําใหเกิดการ

สะสมของสารมัธยันตรดังกลาวซึ่งอาจเปนพิษตอแบคทีเรียชนิดที่ 1 ในขณะที่แบคทีเรียชนิดที่ 2 

จะมีระบบเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารมัธยันตรนั้นไดทําใหความเปนพิษของสารมัธยันตร

ลดลง หรือสามารถนําสารดังกลาวไปใชในการเจริญได ผลจากการเจริญของแบคทีเรียชนิดที่ 2 

อาจสราง วิตามิน กรดอะมิโน หรือสารที่ชวยใหมีการยอยสลายสารตั้งตนดีข้ึน เชน สารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ (biosurfactant) ซึ่งเปนปจจัยที่มีผลตอการเจริญและการยอยสลาย PAHs ของ

แบคทีเรียชนิดอื่นตอไป (Mueller และคณะ, 1989)  
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รูปที่ 2.4 วิถกีารยอยสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย (bacteria consortium) ที่คัดแยกจาก
ปาชายเลน (Luan และคณะ, 2006) 
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หนวยวิจัยการบําบัดสิ่งแวดลอมโดยชีววิธี ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

 

เปนหนวยวิจัยที่ศึกษาการบําบัดสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 

(PAHs) เปนสวนใหญ เร่ิมปฏิบัติงานวิจัยมาเปนเวลากวาสิบปและมีผลงานวิจัยจํานวนมาก จึงทํา

ใหเกิดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบ PAHs ข้ึนเปนจํานวนมากเชนกัน 
 

ตารางที่ 2.8 ตัวอยางงานวิจัยที่เกิดจากหนวยวิจัยการบําบัดสิ่งแวดลอมโดยชีววิธี 
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  

 

งานวจิัย เอกสารอางอิง 

ความสามารถของแบคทีเรียดินที่คัดแยกไดในการยอยสลายฟแนนทรีน 

และพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนชนิดอื่น  ณัฐพันธุ ศุภกา, (2542) 

ความสามารถของแบคทีเรียที่คัดแยกไดในการยอยสลายแอนทราซีน 

และพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนชนิดอื่น  พจนีย จันทมาลี, (2543)  

การใชวัสดุจากกการเกษตรเรงการยอยสลายสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก 

ไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรียในดิน  นารีรัตน เจริญชาง, (2544) 

สารมัธยันตรจากการยอยสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ที่แยกได 

จากใบมะขาม Tamarindus india Linn ปยะวรรณ เพชราภา, (2549) 

 
 
เนื่องจาก PAHs สามารถกอใหเกิดความเปนพิษอยางเฉียบพลัน (acute toxic)  มีสมบัติ

เปนสารกอมะเร็ง (carcinogen) สารที่กอใหเกิดการกลายพันธุ (mutagen) และมีความคงทน ไม

สลายไดงายในสิ่งแวดลอม ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบ PAHs จากหนวยวิจัยนี้

จึงจัดเปนของเสียอันตราย สามารถกอใหเกิดอันตรายทั้งตอผูปฏิบัติงานในหองปฏิบัติการและ

กอใหเกิดปญหามลพิษไดหากปนเปอนสูสิ่งแวดลอม ดังนั้นของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน PAHs 

จึงจําเปนตองมีการบําบัดกอนปลอยสูสิ่งแวดลอม ซึ่งกระบวนการที่มีประสิทธิภาพ เปนที่ยอมรับ

และใชกันอยางแพรหลายในการกําจัด PAHs คือ การยอยสลายโดยจุลินทรีย หรือวิธีการบําบัด

ทางชีวภาพ (Bioremediation) (Tam และคณะ, 2002) 
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ขอกําหนดการทิ้งของเสยีที่มีการปนเปอน PAHs 
 
ประเทศสหรฐัอเมริกา  

องคการพิทักษส่ิงแวดลอม (Environmental Protection Agency) กําหนดมาตรฐาน

คุณภาพของ PAHs ในน้ําเสียวามีฟแนนทรีน อะซีแนพธีน แอนทราซีน ฟลูออรีน และ อะซีแนพธิ

ลีน ไมเกิน 0.059 มก./ลิตร ฟลูออแรนธีน ไมเกิน 0.068 มก./ลิตร และมีไพรีน ไมเกิน 0.067 มก./

ลิตร (http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp69-c7.pdf) 
 

ประเทศสหรัฐอเมริกา รัฐจอรเจีย  

กําหนดวาหามปลอยทิ้งน้ําเสียที่มีปริมาณ  PAHs เกิน  0.4865 มก. /ลิตร

(http://www.ccwa1.com/doc/sect.six.aspx) 
 

ประเทศออสเตรเลีย รัฐทสัมาเนีย  

มาตรฐานที่ยอมรับไดสําหรับ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลว คือ 5 มก./ลิตร

(http://www.environment.tas.gov.au/file.aspx?id=1907) 
 

ประเทศแอฟริกาใต (Snyman และ Herselman 2006) 

กําหนดความเขมขนรวมทั้งหมดของ PAHs 11 ชนิด ไดแก อะซีแนพธีน ฟแนนทรีน 

ฟลูออรีน ฟลูออแรนธีน ไพรีน เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน เบนโซ[เจ]ฟลูออแรนธีน  เบนโซ[เค]ฟลูออ

แรนธีน เบนโซ[เอ]ไพรีน  เบนโซ [จี,เอช,ไอ]เพอริลีน  และ อินดิโน[1,2,3-ซีดี]ไพรีน ในตะกอนน้ํา

เสีย หามเกิน 6 มก./กก. 
 

ประเทศเดนมารก  
มาตรฐานสาํหรับความเขมขนสูงสุดของ PAHs 11 ชนิด ไดแก อะซีแนพธิลีน ฟแนนทรีน 

ฟลูออรีน ฟลูออแรนธีน ไพรีน เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน เบนโซ[เจ]ฟลูออแรนธีน  เบนโซ[เค]ฟลูออ

แรนธีน เบนโซ[เอ]ไพรีน  เบนโซ [จ,ีเอช,ไอ]เพอริลีน  และ อินดิโน[1,2,3-ซีดี]ไพรีน ในตะกอนน้าํ

เสยี หามเกิน 6 และ 3 มก./กก. ในป ค.ศ. 1997 และ 2000 ตามลําดบั

(http://ec.europa.eu/environment/waste/sludge/pdf/sludge_pollutants_3.pdf) 
 

สหภาพยุโรป (Pérez และคณะ, 2001) 

 กําหนดปริมาณ PAHs ในตะกอนน้ําเสียที่จะนําไปใชในการเกษตรหามเกิน 6 มก./กก. 
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 งานวิจัยนี้มีจุดมุงหมายที่จะบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบกลุม 

PAHs ที่เกิดจากงานศึกษาวิจัยดวยวิธีชีวภาพ โดยใชกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากหนวยวิจัยนี้

และมีประสิทธิภาพในการยอยสลาย PAHs สูงมาก ไดแก กลุมแบคทีเรีย STK ที่มีสมบัติไฮโดรโฟ

บิกสูง เปรียบเทียบกับกลุมแบคทีเรีย TAF+P และ TAF/5R2CB ซึ่งเปนกลุมแบคทีเรียที่ไมได

เจาะจงคัดเลือกสมบัติเปนไฮโดรโฟบิกโดยตรง  
 
กลุมแบคทีเรยี STK (ทิมากร แสงดํา, 2547)  

 

เปนกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกจากปุยหมักใบมะขามโดยใชแผนพอลิเตตระฟลูออโรเอทธิลีน 

(polytetrafluoroethylene, PTFE) ที่เคลือบดวยไพรีน ประกอบดวยแบคทีเรีย STK1 STK2 และ 

STK3 มีความคลายคลึงกับแบคทีเรียในจีนัส Zoogloea sp., Stenotrophomas sp. และ 

Mesorhizobium sp. 

 

กลุมแบคทีเรีย STK มีความสามารถในการยอยสลายไพรีนความเขมขนเริ่มตน 100 มก./

ลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Medium (CFMM) ไดหมดภายในเวลา 8 วัน 

นอกจากนี้ยังสามารถใชสาร PAHs อ่ืนไดอีกหลายชนิด ไดแก ฟแนนทรีน ไดเบนโซฟูแรน อะซีแน

พธีน อะซีแนพธิลีน รวมทั้งสามารถยอยสลายแอนทราซีนและฟลูออรีนไดเล็กนอย โดยมีอัตราการ

ยอยสลายสาร PAHs ที่แตกตางกนั แตกลุมแบคทีเรีย STK ไมสามารถยอยสลายฟลูออแรนทีน ไค

รซีน เบนโซ[เอ]ไพรีน และ เพอริลีนได  

 

กลุมแบคทีเรีย STK มีสมบัติไฮโดรโฟบิกสูง เนื่องจากมีความสามารถในการเกาะติด 

เจริญและยอยสลายผลึกไพรีนที่เคลือบบนแผน PTFE ซึ่งเปนวัสดุพอลิเมอรของพอลิเตตระฟลูออ

โรเอทธิลีนและมีสมบัตไิฮโดรโฟบิกสูง   

 

จะเห็นไดวากลุมแบคทีเรีย STK มีความหลากหลายในการใชสาร PAHs ดังนั้นจึงเปน

ประโยชนอยางยิ่งในการนํากลุมแบคทีเรียนี้ไปใชบําบัดสาร PAHs ในของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอนจากหองปฏิบัติการ ซึ่งมีการปนเปอนของ PAHs หลายชนิด อีกทั้งสมบัติไฮโดรโฟบิกที่สูง

ของเซลลที่แยกได ทําใหคาดวากลุมแบคทีเรียจะสามารถกระจายตัวจากวัฏภาคน้ําไปจับและดูด

ซับกับ PAHs ซึ่งมีสภาพการละลายในน้ําต่ําและเกาะติดกับวัฏภาคตะกอนไดดี สงผลใหกลุม

แบคทีเรีย STK สามารถยอยสลาย PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนได นอกจากนี้ยัง



 23 

พบวากลุมแบคทีเรีย STK สามารถเจริญและยอยสลายไพรีนในดินสภาวะ slurry ซึ่งมีลักษณะ

คลายกับของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน คือ มีสวนของดินและน้ําได (ปยะวรรณ เพชราภา, 

2549)  
 
กลุมแบคทีเรีย TAF+P และ กลุมแบคทีเรีย TAF/5R2CB (จิรทีปฆ แสนรัก, 2547) 
  

เปนกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกจากใบของพืชตระกูลถั่วดวยวิธี enrichment culture 

technique โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Medium (CFMM) ที่มีไพรีนความ

เขมขน 100 มก./ลิตร 

 

วรกฤษฎ สภานนท (2549) ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนความเขมขนเริ่มตน 

1000 มก./ลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ของกลุมแบคทีเรีย STK ที่คดัแยกไดโดย ทิมากร 

แสงดํา, (2547) กลุมแบคทีเรีย TAF+P  TAF-PP  TAF/5PC2-LB และ TAF/5R2CB ที่คัดแยกได

โดย จิรทีปฆ แสนรัก (2547) พบวากลุมแบคทีเรีย TAF+P มีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนสูง

ที่สุดรองลงมา คือ กลุมแบคทีเรีย TAF/5R2CB  TAF/5PC2-LB  TAF-PP และ กลุมแบคทีเรีย STK 

โดยในวันที่ 5 ของการทดลองจะมีปริมาณไพรีนเหลืออยู 0.1726  0.7777  1.2080  1.6382 และ 

21.1805 ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวากลุมแบคทีเรีย TAF+P สามารถยอยสลายแอนทราซีน

และฟลูออแรนธีน กลุมแบคทีเรีย TAF/5R2CB สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนและฟแนนทรีน ได

อีกดวย จะเห็นไดวากลุมแบคทีเรีย TAF+P  TAF-PP  TAF/5PC2-LB และ TAF/5R2CB สามารถ

ยอยสลายไพรีนไดดีกวากลุมแบคทีเรีย STK โดยกลุมแบคทีเรีย TAF+P และ TAF/5R2CB มี

ประสิทธภิาพดีที่สุด   

 

เนื่องจากกลุมแบคทีเรีย TAF+P และ TAF/5R2CB สามารถยอยสลายไพรีนที่ความ

เขมขนสูงไดและมีความหลากหลายในการใชสาร PAHs โดยเฉพาะแอนทราซีนและฟลูออแรนธีน 

ที่กลุมแบคทีเรีย STK ยอยสลายไดเล็กนอยและไมได ตามลําดับ จึงเปนประโยชนในการบําบัด

ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนจากหองปฏิบัติการซึ่งมีการปนเปอนของ PAHs หลายชนิด อีกทั้ง

กลุมแบคทีเรีย TAF+P และ TAF/5R2CB เปนกลุมแบคทีเรียที่ไมไดเจาะจงคัดเลือกสมบัติเปน

ไฮโดรโฟบิกโดยตรงเหมือนกับกลุมแบคทีเรีย STK เนื่องจากคัดแยกดวยวิธี enrichment culture 

technique ทําใหอาจมีประโยชนในการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนในวัฏภาคน้ําไดดี 
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 จากนั้นหาภาวะทางเคมีและกายภาพที่เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย ทําใหการยอยสลาย

สารประกอบ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมีประสิทธิภาพ พรอมทั้งตรวจติดตาม

พลวัตประชากรกลุมแบคทีเรียที่เติมลงไประหวางการบําบัดโดยวิธี Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis (DGGE)  ซึ่งเปนวิธีที่นิยมใชในการติดตามการเปลี่ยนแปลงของประชากร

แบคทีเรียระหวางกระบวนการบําบัดทางชีวภาพ (Nakatsu และคณะ, 2000; Cunliffe และ 

Kertesz, 2005; Piskonen และคณะ, 2005; Ozaki และคณะ, 2007) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการวิจัย 
 

อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 

1. เครื่องชั่ง, บริษัท METTLER TOLEDO, สวิสเซอรแลนด. 

• ทศนิยม 4 ตําแหนง รุน AG285  

• ทศนิยม 2 ตําแหนง รุน P2002-S  

2. ชุดเครื่องผลิตน้ําปลอดประจุ, บริษัท ELGA, อังกฤษ. 

• เครื่องสูบน้ํา รุน LA534  

• เครื่องกรองน้าํ รุน ELGASTART OPTION 3A  

• ถังเก็บน้าํปริมาตร 25 ลิตร  

• เครื่องผลิตน้ําปลอดประจุ รุน MAXIMA ULTRAPURE WATER 

3. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา, บริษัท SANYO Electric Biomedical Co., LTD, ญี่ปุน. 

• อุณหภูมิ – 80 oซ รุน CVK-UB2 

• อุณหภูมิ – 20 oซ รุน MDF-U536D 

4. ชุดอุปกรณสําหรับถายภาพเจล, บริษัท Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา. 

• Gel Doc 

• โปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 4.4.1 

5. เครื่องเขยา 

• รุน Innova 4330, บริษัท New Brunswick Scientific, สหรัฐอเมริกา. 

• รุน Innova 4000, บริษัท New Brunswick Scientific, สหรัฐอเมริกา. 

• รุน Innova 2100, บริษัท New Brunswick Scientific, สหรัฐอเมริกา. 

• รุน 420, บริษัท Thermo Electron Corporation, สหรัฐอเมริกา. 

6. เครื่องวัดความเปนกรด-เบส รุน SevenEasy S20K, บริษัท METTLER TOLEDO,

สวิสเซอรแลนด. 

7. ตูควัน รุน AIRONRE 1200-GS, บริษัท SAFELAB SYSTEM, อังกฤษ. 



 26 

8. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สงูชนิดอาง รุน BANDELIN SONOREX RK 100, บริษัท 

BANDELIN electronic, เยอรมน.ี 

9. ชุดเครื่องมือทาํไฮเพอรฟอมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) สําหรับตรวจสอบชนิดและปริมาณของ PAHs, บริษัท Shimadzu, 

ญี่ปุน. 

• เครื่องควบคุมระบบ (system controller) รุน SCL – 10A VP 

• ลิควิดโครมาโทกราฟ (liquid chromatograph) รุน LC - 10AD VP  

• เครื่องกําจัดแกส (degasser) รุน DGU – 14A 

• เครื่องตรวจหา (UV-Vis detector) รุน SPD - 10A VP 

• ออโตอินเจคเตอร (autoinjector) รุน SIL - 10AD VP 

• เตาอบคอลมัน (column oven) รุน CTO – 10AS VP 

• เครื่องบันทกึ (recorder) รุน C-RIA  

• คอลัมน (column) รุน Inertsill ODS-3 ขนาด 4.6 x 150 มม., บริษัท GL 

Science, ญี่ปุน. 

10. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน GENIE2, บริษัท Scientific Industries, สหรัฐอเมริกา.  

11. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 20, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร, บริษัท Gilson, 

ฝร่ังเศส. 

12. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 มล., บริษัท Nissho Nipro, ญี่ปุน. 

13. หัวกรอง ชนิด PTFE ขนาดความกวางของรู 0.20 ไมโครเมตร, บริษัท RESTEK 

COPORATION, สหรัฐอเมริกา. 

14. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave), บริษัท TOMY Kogyo, ญี่ปุน. 

• รุน ES-315 

• รุน SS-325 

15. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UE 600, บริษัท Memmert, เยอรมน.ี 

16. ตูอบแหง (oven) รุน UL 80, บริษัท Memmert, เยอรมน.ี 

17. ตูเขี่ยเชื้อ “ISSCO” LAMINAR FLOW รุน RV–124, บริษัท INTERNATIONAL SCIENTIFIC 

SUPPLY CO.,LTD, สหรัฐอเมริกา. 
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18. ชุดเครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (rotary vacuum evaporator), บริษัท TOKYO 

RIKAKIKAI CO., LTD, ญี่ปุน. 

• เครื่องควบคุมอุณหภูมิ รุน EYELA CCA-1110 

• เครื่องสูบน้ํา รุน A-3S 

• เครื่องระเหยแหง รุน EYELA  N-1000 

• อางน้ําดิจิตัล รุน SB-1000 

19. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน SPECTRONIC 20GENYSYS, บริษัท  

SPECTRONIC Instruments, สหรัฐอเมริกา. 

20. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A, บริษัท Shimadzu, ญี่ปุน. 

21. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน J-30I, บริษัท 

BECKMAN COULTER, สหรัฐอเมริกา. 

22. เครื่องปนเหวีย่งชนิดตั้งพืน้ (centrifuge) รุน 6500, บริษัท KUBOTA CORPORATION 

TOKYO, ญี่ปุน. 

23. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน type B 5050 E, บริษัท Heraeus, เยอรมน.ี 

24. เครื่องหมนุเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน Pico, บริษัท Kendro, เยอรมน.ี 

25. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTH 

Thermo-Block SLTDB-120, บริษัท SeouLin Bioscience, เกาหล.ี  

26. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal cycle) รุน MJ MiniTM Personal Thermal Cycler, 

บริษัท Biorad, สหรัฐอเมริกา 

27. ชุดเครื่องมือทาํอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) Mini gel 

electrophoresis system, บริษัท Mupid-2 Advance, ญี่ปุน. 

28. ชุดเครื่องมือ DCodeTM system, บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., สหรัฐอเมริกา 

29. ปเปต (pipette) ขนาด 1 5 และ 10 มล., บริษัท HBG, เยอรมน.ี 
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เคมีภัณฑ 

 

1. แอมโมเนยีมไนเตรต (NH4NO3), บริษัท J.T. Baker, สหรัฐอเมริกา. 

2. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO4•12H2O), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

3. โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

4. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

5. กรดไฮโดรคลอริก (HCl), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

6. ทริปโตน (tryptone), บริษัท B.D., สหรัฐอเมริกา. 

7. ผงสกัดจากยสีต (yeast extract), บริษัท Bio Springer, ฝร่ังเศส. 

8. วุนแบคโต (Bacto agar), บริษัท Difco Laboratories, สหรัฐอเมริกา. 

9. แมกนีเซยีมซลัเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4•7H2O), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

10. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O), บริษัท Merck, เยอรมน.ี  

11. เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O), บริษัท Carlo ERBA reagent, อิตาลี. 

12. ไดเมธิลซัลฟอกไซด (CH3SOCH3), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

13. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4), บริษทั Merck, เยอรมน.ี 

14. เมธานอล (CH3OH), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

15. เอธิลอะซีเตท (CH3COOC2H5), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

16. ไดคลอโรมีเธน (CH2Cl2), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

17. โซเดียมคลอไรด (NaCl), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

18. ไพรีน (pyrene), บริษัท Kanto Chemical, ญี่ปุน. 

19. ฟแนนทรนี (phenanthrene), บริษัท ZIGMA CHEMICAL, สหรัฐอเมริกา. 

20. อะซีแนพธิลีน (acenaphthylene), บริษัท Kanto Chemical, ญี่ปุน. 

21. ไดเบนโซฟูแรน (dibenzofuran), บริษัท Kanto Chemical, ญี่ปุน. 

22. อะซีแนพธีน (acenaphthene), บริษัท ZIGMA CHEMICAL, สหรัฐอเมริกา. 

23. ฟลูออแรนธีน (fluoranthene), บริษัท Kanto Chemical, ญี่ปุน. 

24. ฟลูออรีน (fruorene), บริษัท Wako Pure Chemical, ญี่ปุน. 

25. แนพธาลีน (naphthalene), บริษัท Kanto Chemical, ญี่ปุน. 

26. แอนทราซนี (anthracene), บริษัท Kanto Chemical, ญี่ปุน. 

27. โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 
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28. ฟนอล (phenol), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

29. อะกาโรสเจล (agarose gel), บริษัท IUAI, ญี่ปุน. 

30. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenolblue), บริษัท Fluka, เยอรมน.ี 

31. Ribonuclease A (RNase A), บริษัท Sigma, สหรัฐอเมริกา. 

32. Taq DNA polymerase, บริษัท New England Biolabs, อังกฤษ. 

33. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP, บริษัท New England Biolabs, อังกฤษ. 

34. 1 kb DNA ladder, บริษัท New England Biolabs, อังกฤษ. 

35. 100 base pair DNA ladder, บริษัท New England Biolabs, สหรัฐอเมริกา. 

36. โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร, บริษัท PROLIGO, สหรัฐอเมริกา. 

37. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3), บริษัท Sigma, 

สหรัฐอเมริกา. 

38. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2•2H2O), บริษัท Sigma, 

สหรัฐอเมริกา. 

39. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3), บริษัท Nacalai tesque, ญี่ปุน. 

40. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [(C16H32N(CH3)3)Br], บริษัท TCI-EP, ญี่ปุน. 

41. Glass powder for DNA recovery รุน EASYTRAP Ver.2, บริษัท TAKARA, ญี่ปุน. 

42. Formamide (deionized), บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., สหรัฐอเมริกา. 

43. 40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1 (2.6% C), บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc.,

สหรัฐอเมริกา. 

44. Urea, บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., สหรัฐอเมริกา. 

45. Ammonium persulfate, บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., สหรัฐอเมริกา. 

46. TEMED (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-ethylenediamine), บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., 

สหรัฐอเมริกา. 

47. Dye solution, บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., สหรัฐอเมริกา. 

48. Ethidium bromide solution เขมขน 10 มก./มล., บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., 

สหรัฐอเมริกา. 

49. โปรตีเนสเค, บริษัท Sigma, สหรัฐอเมริกา. 

50. คลอโรฟอรม (CHCl3), บริษัท LAB-SCAN ANALYTICAL SCIENCES, ไทย. 

51. ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (C5H12O), บริษัท Sigma, สหรัฐอเมริกา. 
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52. ไอโซโปรพานอล (C3H7OH), บริษัท BDH, อังกฤษ. 

53. เอธานอล (absolute CH3CH2OH), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 

54. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH), บริษัท Merck, เยอรมน.ี 
 
 
กลุมแบคทีเรีย งานวิจัยนี้มีการใชกลุมแบคทีเรีย ดังนี้ 

 
ตารางที่ 3.1 ชนิดและความสามารถในการยอยสลาย PAHs ของกลุมแบคทีเรียที่ใชใน
งานวิจัย 
 

กลุมแบคทีเรีย ชื่อที่ใชในงานวิจัย PAHs ที่สามารถยอย
สลายได 

เอกสารอางอิง 

กลุมแบคทีเรีย STK 

 

 

กลุมแบคทีเรีย TAF+P 

 

กลุมแบคทีเรีย TAF/5R2CB 

STK 

 

 

TP 

 

TRCB 

ไพรีน  อะซีแนพธิลีน   

ฟแนนทรีน อะซีแนพธีน  

ไดเบนโซฟูแรน 

ไพรีน  แอนทราซีน 

ฟลูออแรนธีน 

ไพรีน  อะซีแนพธิลีน 

ฟแนนทรีน 

ทิมากร  แสงดํา 

(2547) 

 

จิรทีปฆ แสนรัก 

(2547) 

จิรทีปฆ แสนรัก 

(2547) 
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วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 เตรียมของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน  
      (PAHs) จากหองปฏิบัติการ 
 
3.1.1 เก็บตัวอยางของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน        

เก็บตัวอยางของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสาร PAHs ที่ไมมีตัวทําละลายที่เปนสารเคมี

ปะปนอยู จากถังเก็บของเสียขนาด 20 ลิตร  จํานวน 3 ถัง ซึ่งไดมาจากการศกึษาวิจัยการบําบัด

สารพิษอันตรายของหองปฏิบัติการ 462 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย โดยใชสายสูบน้ําสูบของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนในถังเก็บของเสียขึ้นลงเปน

เวลา 10 นาที เพื่อผสมวัฏภาคน้ําและวัฏภาคตะกอนของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนใหเปน

เนื้อเดียวกัน แลวนําของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนจากถังเก็บของเสียจํานวน 3 ถังมาผสม

รวมกันในอัตราสวน 1:1:1 (ปริมาตร:ปริมาตร:ปริมาตร) หลังจากนั้นนําของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอนไปทําใหตะกอนขนาดใหญแตกเปนขนาดเล็กดวยเครื่องกําเนิดคลื่นเสียงความถี่สูงเปน

เวลา 15 นาท ีกอนนําไปทดลอง โดยเก็บของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไวที่อุณหภูมิหองระหวาง

การดําเนินงานวิจัย 

 
3.1.2 วิเคราะหของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 

• วิเคราะหสภาพความเปนกรด-เบส ดวย pH meter 

• ตรวจหาแบคทีเรียในตัวอยางโดยวิธี Viable Plate Count   

โดยนําของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมาเจือจางดวยสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอ

ไรด ใหมีความเขมขนที่เหมาะสม นํามาเกลี่ยบนอาหารแข็ง Luria Bertani (LB) (ภาคผนวก 

ก) บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 3 วัน นับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น 

• วิเคราะหชนิดและปริมาณสาร PAHs โดยวิธี HPLC 

ปนแยกวัฏภาคน้ําและวัฏภาคตะกอนของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนปริมาตร 20 

มล. ดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบ/นาที อุณหภูมิหอง นาน 15 นาที 

- สกัดหาชนิดและปริมาณสาร PAHs ในวัฏภาคน้ําดวยเอธิลอะซีเตทโดยนําของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนวัฏภาคน้ําปริมาตร 5 มล.มาปรับคาความเปนกรด-เบส ใหเทากับ 2.0-3.0 

โดยการเติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จากนั้นเติมเอธิลอะซีเตทปริมาตร 5 มล.ลงในของเสียที่

เปนของเหลวปนเปอน ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสมที่ความเร็วสูงสุดเปนเวลา 1 นาที ตั้ง
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ทิ้งไวใหแยกชั้น จากนั้นแยกสวนเอธิลอะซีเตทเก็บไว ทําการสกัดของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอนวัฏภาคน้ําดวยเอธิลอะซีเตทปริมาตร 5 มล.ซ้ําอีก 2 ครั้ง รวมสวนเอธิลอะซีเตท

ทั้งหมดเขาดวยกัน กําจัดน้ําที่ปนออกมาโดยการเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส จากนั้นนํา

สวนเอธิลอะซีเตทไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน เติมเมธานอล

ปริมาตร 1 มล. ลงไปละลาย PAHs ในขวดกนกลม กรองสารละลาย PAHs ผานชุดกรอง

สําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ใสลงในหลอดแกวขนาดเล็ก เก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ 

จนกวาจะนําไปวิเคราะหโดยวิธี HPLC  

- สกัดหาชนิดและปริมาณสาร PAHs ในวัฏภาคตะกอนโดยวิธีดัดแปลงมาจากวิธีของ 

Juhasz และคณะ (1997) โดยเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส 1 เทาของวัฏภาคตะกอนที่บรรจุ

ในขวดแกว จากนั้นสกัดดวยไดคลอโรมีเธนปริมาตร 1 เทาของวัฏภาคตะกอน ผสมใหเขากัน

ดวยเครื่องปนผสมเปนเวลา 2 นาที นําวัฏภาคตะกอนที่อยูในขวดแกวไปจุมในอางกําเนิด

เสียงความถี่สูง เปนเวลา 15 นาที จากนั้นแยกสวนไดคลอโรมีเธนเก็บไว และสกัดวัฏภาค

ตะกอนดวยไดคลอโรมีเธนซ้ําอีก 2 คร้ัง รวบรวมสวนไดคลอโรมีเธนทั้งหมด ทําใหแหงดวย

เครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน เติมเมธานอลปริมาตร 1 มล.ลงไปละลาย PAHs ใน

ขวดกนกลม กรองสารละลาย PAHs ผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

ใสลงในหลอดแกวขนาดเล็ก เก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ จนกวาจะนําไปวิเคราะหโดยวิธี HPLC 

โดยใชภาวะดังนี้ 

• คอลัมน (column): inertsill® ODS ขนาด 4.6 x 150 มม. 

• ตัวชะสาร (mobile phase): เมธานอล 80% 

• อัตราไหล (flow rate): 1 มล./นาที 

• อุณหภูมิคอลัมน: 40 °ซ 

• ความยาวคลื่นแสงอุลตราไวโอเลตที่ใชตรวจวิเคราะห: 275 นาโนเมตร 

• ปริมาตรสารที่ฉีด: 10 ไมโครลิตร 

• วิเคราะหปริมาณสารอินทรียคารบอน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส โดยสงตัวอยางไปวิเคราะหที่ 

สถาบันวิจัยภาวะแวดลอม จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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3.2 ศึกษาการยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนโดยแบคทีเรียทองถิ่น 
 Catallo และ Portier (1992) รายงานวาในตะกอนที่มีการปนเปอน PAHs จะพบจุลินทรีย

ที่มีความสามารถในการใชและยอยสลาย PAHs ดังนั้นงานวิจัยขั้นตนจึงทําการศึกษาการยอย

สลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนโดยแบคทีเรียทองถิ่น 

 นําของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนปริมาตร 20 มล. ในขวดรูปชมพูขนาด 50 มล. จํานวน 

5 ขวด สําหรับเก็บตัวอยางในวันที่ 0  4  8  12 และ 16 ไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/

นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน เก็บตัวอยางจํานวน 1 ขวด ทุกๆ 4 วัน โดยตัวอยางของเสียที่

เปนของเหลวปนเปอนใน 1 ขวดทดลอง จะถูกแบงออกมา 0.1 มล. เพื่อใชหาปริมาณแบคทีเรีย

ทองถิ่น จากนั้นสกัดวิเคราะหหาปริมาณไพรีนในวัฏภาคตะกอนจากของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอนที่เหลือทั้งหมดในขวดทดลอง ตามวิธีที่แสดงในขอ 3.1.2 ทําการทดลองทั้งหมด 2 ซ้ํา 

 
3.3 ศึกษาการยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนโดยแบคทีเรียทองถิ่น
เมื่อเติมไพรีน 100 มก./ลิตร 
 Moreda และคณะ (2001) และ Shiaris และ Jambard-Sweet (1986) รายงานวา

ตะกอนจากน้ําเสียจะมีการสะสมของ PAHs 0.5-718 มก./กก.ในขณะที่ของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอนในงานวิจัยนี้มีการสะสมของ PAHs ในวัฏภาคตะกอน 5.22-35.89 มก./กก. ดังนั้น

งานวิจัยนี้จึงทําการเพิ่มปริมาณ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน เพื่อใชเปนตนแบบใน

การศึกษาการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวในกรณีที่มีการปนเปอน PAHs ในปริมาณสูง 

 โดยเติมไพรีน 100 มก./ลิตร ลงในขวดรูปชมพูขนาด 50 มล. ที่มีของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอนปริมาตร 20 มล. จํานวน 5 ขวด สําหรับเก็บตัวอยางในวันที่ 0  4  8  12 และ 16 หลังจาก

นั้นนําขวดของเสียไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน 

เก็บตัวอยางตามวิธีที่แสดงในขอ 3.2 ทุกๆ 4 วัน เพื่อหาปริมาณแบคทีเรียทองถิ่นและสกัด

วิเคราะหหาปริมาณไพรีนในวัฏภาคตะกอน ตามวิธีที่แสดงในขอ 3.1.2 ทําการทดลองทั้งหมด 2 

ซ้ํา 
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3.4 ศึกษาการยอยสลายไพรีนที่เติมลงในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนเมื่อเติมกลุม
แบคทีเรีย STK TP และ TRCB 

เนื่องจากแบคทีเรียทองถิ่นไมสามารถยอยสลายไพรีนไดอยางมีประสิทธิภาพ เมื่อของเสีย

ที่เปนของเหลวมีการปนเปอนของ PAHs ในปริมาณที่สูง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงทดลองเติมกลุม

แบคทีเรีย (exogenous microorganism) ที่มีความสามารถในการยอยสลาย PAHs 

(bioaugmentation) เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการบําบัด (Trzesicka-Mlynarz และ Ward, 1996)  

กลุมแบคทีเรียที่ใชในการบําบัดประกอบดวย 

- กลุมแบคทีเรีย STK (ทิมากร แสงดํา, 2547) 

- กลุมแบคทีเรีย TP (จิรทีปฆ แสนรัก, 2547) 

       - กลุมแบคทีเรีย TRCB (จิรทีปฆ แสนรัก, 2547) 

 
3.4.1 เตรียมกลุมแบคทีเรียที่ใชยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 

นํากลุมแบคทีเรีย STK, TP และ TRCB ที่เก็บไวที่ 4 °ซ ปริมาตร 10 มล. มาเลี้ยงใน

อาหารเหลว Carbon Free Mineral Medium (CFMM) ปริมาตร 90 มล. ที่มีไพรีนเขมขน 100 

มก./ลิตร บมเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 8 วัน ปนแยก

เซลลแบคทีเรียแตละกลุมดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4°ซ นาน 10 

นาที ลางสวนเซลลแบคทีเรียดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% ทําการปนเหวีย่งในภาวะเดมิ 

โดยทําตามขั้นตอนนี้  2 ซ้ํา นําสวนเซลลแบคทีเรียมาแขวนลอยในสารละลายโซเดียมคลอไรด 

0.85% ปรับความเขมขนใหได 7.3 log CFU/มล. นําเซลลแขวนลอยที่ปรับความเขมขนแลวมา

เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 24 ชม.เพื่อใหแบคทีเรียใช

อาหารสะสมที่เหลืออยูในเซลลใหหมดไป (Grifoll และคณะ, 1995) 

 
3.4.2 ศึกษาการเจริญของแบคทีเรียและการยอยสลายไพรีนที่เติมลงในของเสียที่เปน
ของเหลวปนเปอน 

เติมไพรีน 100 มก./ลิตร ลงในขวดรูปชมพูขนาด 50 มล. ที่มีของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอนปริมาตร 20 มล. จํานวน 20 ขวด (5 ขวด/1 ชุดการทดลอง) สําหรับเก็บตัวอยางในวันที่ 0  

4  8  12 และ 16 หลังจากนั้นเติมเซลลแขวนลอยของกลุมแบคทีเรียแตละชนิด ไดแก STK TP และ 

TRCB (7.3 log CFU/มล.) ปริมาตร 2 มล. โดยแบงการทดลองเปน 4 ชุด ดังนี้ 
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ชุดควบคุม ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่ไมมกีารเตมิกลุมแบคทีเรีย 

ชุดการทดลองที่ 1 ของเสียทีเ่ปนของเหลวปนเปอนเติมกลุมแบคทีเรีย STK 

ชุดการทดลองที่ 2 ของเสียทีเ่ปนของเหลวปนเปอนเติมกลุมแบคทีเรีย TP 

ชุดการทดลองที ่3 ของเสียทีเ่ปนของเหลวปนเปอนเติมกลุมแบคทีเรีย TRCB 
 

นําขวดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนทุกชุดการทดลอง ไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 

200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน เก็บตัวอยางแตละชุดการทดลองตามวิธีที่แสดงใน

ขอ 3.2 ทุกๆ 4 วัน เพื่อหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและสกัดวิเคราะหหาปริมาณไพรีนในวัฏภาค

ตะกอนตามวิธทีี่แสดงในขอ 3.1.2 ทําการทดลองชุดการทดลองละ 2 ซ้ํา 
 
3.5 หาภาวะทางเคมีและกายภาพที่เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย STK ในการยอยสลาย
ไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน  

ผลการทดลองจากขอที่ 3.4 แสดงใหเห็นวาการเติมกลุมแบคทีเรีย STK จะทําใหการยอย

สลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมีประสิทธิภาพสูงที่สุด ดังนั้นงานวิจัยนี้จงึเลือกใช

กลุมแบคทีเรีย STK ในการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน PAHs หลังจากนั้นทดสอบหา

ภาวะทางเคมีและกายภาพที่เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย STK ตางๆ ดังนี้ 
 
3.5.1 การใหอากาศ 

การใหอากาศหรือปริมาณออกซิเจน เปนปจจัยที่มีอิทธิพลตอการยอยสลาย PAHs ของจุ

ลินทรียในระบบนิเวศน (Cerniglia, 1992) ดังนั้นการใหอากาศหรือออกซิเจนในปริมาณที่

เหมาะสมจะทําใหการยอยสลาย PAHs มีประสิทธิภาพ งานวิจัยนี้จึงทําการทดลองหาความเร็วที่

เหมาะสมของเครื่องเขยาเพื่อใหอากาศแกกลุมแบคทีเรีย STK โดยแบงการทดลองเปน 5 ชุด ดังนี้ 

ชุดควบคุม เขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาท ี

ชุดการทดลองที่ 1 เขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาท ี

ชุดการทดลองที่ 2 เขยาที่ความเร็ว 250 รอบ/นาท ี

ชุดการทดลองที่ 3 เขยาที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที  

ชุดควบคุมชุดการทดลองที่ 3  เขยาที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที (ไมเติมกลุมแบคทีเรีย 

STK) 
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เนื่องจากการเขยาใหอากาศแกกลุมแบคทีเรีย STK ที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที เปนการ

เขยาที่ความเร็วคอนขางสูง ดังนั้นการทดลองนี้จึงมีชุดควบคุมชุดการทดลองที่ 3  ซึ่งเขยาที่

ความเร็ว 300 รอบ/นาที เชนกันแตจะไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK เพื่อศึกษาวาการยอยสลายไพรีน

เกดิจากความสามารถของกลุมแบคทีเรีย STK หรือเกิดจากปจจัยทางกายภาพ 

 
3.5.1.1 เตรียมกลุมแบคทีเรีย STK เพื่อยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลว
ปนเปอน 

ตามวิธีที่แสดงในขอ 3.4.1  
 

3.5.1.2 ศึกษาการเจริญและการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียทั้งหมดในของเสียที่เปน
ของเหลวปนเปอน 

เติมเซลลแขวนลอยของกลุมแบคทีเรีย STK (7.3 log CFU/มล.) ปริมาตร 2 มล. ลงใน

ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนปริมาตร 20 มล. ที่เติมไพรีน 100 มก./ลิตร ซึ่งบรรจุในขวดรูปชมพู

ขนาด 50 มล. จํานวน 25 ขวด (5 ขวด/1 ชุดการทดลอง) หลังจากนั้นนําขวดของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150  200  250 และ 300 รอบ/นาที ที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน เก็บตัวอยางแตละชุดการทดลองตามวิธีท่ีแสดงในขอ 3.2 ทุกๆ 4 

วัน เพื่อหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและสกัดวิเคราะหหาปริมาณไพรีนในวัฏภาคตะกอนตามวิธีที่

แสดงในขอ 3.1.2 ทําการทดลองชุดการทดลองละ 2 ซ้ํา 
 

3.5.2 ภาวะความเปนกรด-เบส 
ภาวะความเปนกรด-เบส เปนปจจัยที่มีอิทธิพลตอการยอยสลาย PAHs ของจุลินทรียใน

ระบบนิเวศน (Cerniglia, 1992) เนื่องจากสิ่งแวดลอมมีการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลา ดังนั้น

งานวิจัยนี้จึงทําการปรับภาวะความเปนกรด-เบส ของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนเพื่อหา

ภาวะความเปนกรด-เบส ที่เหมาะสมตอกลุมแบคทีเรีย STK และทําใหการยอยสลายไพรีนมี

ประสิทธิภาพสูง โดยแบงการทดลองเปน 4 ชุด ดังนี้ 

ชุดควบคุม ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่ไมมีการปรับภาวะความเปนกรด-เบส 

 ชุดการทดลองที่ 1  ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ภาวะความเปนกรด-เบส 6.0 

 ชุดการทดลองที่ 2  ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 

 ชุดการทดลองที่ 3  ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ภาวะความเปนกรด-เบส 8.0 
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3.5.2.1 เตรียมกลุมแบคทีเรีย STK เพื่อใชยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลว
ปนเปอน 

ตามวิธีที่แสดงในขอ 3.4.1  
 
3.5.2.2 ศึกษาการเจริญและการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียทั้งหมดในของเสียที่เปน
ของเหลวปนเปอน 

เติมไพรีน 100 มก./ลิตร และเซลลแขวนลอยของกลุมแบคทีเรีย STK (7.3 log CFU/มล.) 

ปริมาตร 2 มล. ลงในขวดรูปชมพูขนาด 50 มล. ที่บรรจุของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนปริมาตร 

20 มล. ซึ่งไดทําการปรับภาวะความเปนกรด-เบส แตละภาวะแลว จํานวน 20 ขวด (5 ขวด/1 ชุด

การทดลอง) จากนั้นนําขวดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 300 

รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 12 วัน เก็บตัวอยางแตละชุดการทดลองตามวิธีที่แสดงในขอ 

3.2 ทุกๆ 4 วัน เพื่อหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและสกัดวิเคราะหหาปริมาณไพรีนในวัฏภาค

ตะกอนตามวิธีที่แสดงในขอ 3.1.2 ทําการทดลองชุดการทดลองละ 2 ซ้ํา 

 
3.5.3 สารอาหาร  

ผลการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีจากขอที่ 3.1.2 พบวาของ

เสียที่เปนของเหลวปนเปอนมีอัตราสวนของคารบอน:ไนโตรเจน:ฟอสฟอรัส เทากับ 770:23:1 

(มก./ลิตร) แสดงใหเห็นวาปริมาณของไนโตรเจนและฟอสฟอรัสมีนอยมาก ดังนั้นการทดลองนี้จึง

ทําการปรับอัตราสวนของคารบอน:ไนโตรเจน:ฟอสฟอรัส โดยเพิ่มปริมาณไนโตรเจนและ

ฟอสฟอรัส ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ใหมีปริมาณใกลเคียงกับในอาหารเหลว Carbon 

Free Mineral Medium (CFMM) การเพิ่มปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ทําไดโดยเติมอาหาร

เหลว CFMM ความเขมขน 100 เทา (ปราศจากแมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรด

เฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต) เปรียบเทียบกับการเติมอาหารเหลว CFMM 

ความเขมขน 100 เทา  

 
3.5.3.1 เตรียมกลุมแบคทีเรีย STK เพื่อใชยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลว
ปนเปอน 

ตามวิธีที่แสดงในขอ 3.4.1  
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3.5.3.2 ศึกษาการเจริญและการยอยสลายไพรีนของแบคทีเรียทั้งหมดในของเสียที่เปน
ของเหลวปนเปอน 

เติมไพรีนปริมาณ 100 มก./ลิตร และเซลลแขวนลอยของกลุมแบคทีเรีย STK (7.3 log 

CFU/มล.)  ปริมาตร 2 มล. ลงในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 

ปริมาตร 20 มล. ที่บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 50 มล. จํานวน 15 ขวด (5 ขวด/1 ชุดการทดลอง)

หลังจากนั้นเติมสารอาหารเพื่อเพิ่มปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัส โดยแบงการทดลองเปน 3 

ชุด ดังนี้ 

ชุดควบคุม ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่ไมมีการเติมสารอาหาร 

ชุดการทดลองที่ 1 ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่มีการเติมอาหารเหลว CFMM 

(ปราศจากแมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียม

คลอไรดไดไฮเดรต) ความเขมขน 100 เทา ปริมาตร 178 ไมโครลิตร 

ชุดการทดลองที่ 2 ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่มีการเติมอาหารเหลว CFMM ความ

เขมขน 100 เทา ปริมาตร 178 ไมโครลิตร  

 

จากนั้นนําขวดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 300 รอบ/

นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน เก็บตัวอยางแตละชุดการทดลองตามวิธีที่แสดงในขอ 3.2

ทุกๆ 4 วัน เพื่อหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดและสกัดวิเคราะหหาปริมาณไพรีนในวัฏภาคตะกอน

ตามวิธีที่แสดงในขอ 3.1.2 ทําการทดลองชุดการทดลองละ 2 ซ้ํา 

 
3.6 ติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติมลงไปในของเสียที่เปนของเหลว
ปนเปอนระหวางการบําบัด 

เพื่อศึกษาวากลุมแบคทีเรีย STK มีความสามารถในการอยูรอดระหวางการบําบัดหรอืไม 

งานวิจัยนี้จึงทําการตรวจติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติมลงไปเพี่อบําบัดสาร 

PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนซึ่งมีภาวะทางเคมีและกายภาพเหมาะสมกับกลุม

แบคทีเรีย STK โดยใชเทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) โดยแบงการ

ทดลองเปน 4 ชุด ดังนี้ 
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ชุดควบคุม กลุมแบคทีเรีย STK 

ชุดควบคุม ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 

ชุดการทดลองที่ 1  ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย STK ในวันที่ 0 

ของการบําบัด 

ชุดการทดลองที่ 2  ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย STK ในวันที่ 

16 ของการบําบัด 

 
3.6.1 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ที่ใชในการบําบัด 

สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย ตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999)  โดยเลี้ยง

เชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มล. แลวนําไปเขยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 16-18 ชม. 

ถายเชื้อปริมาตร 5 มล. ใสลงในหลอดไมโครฟวจ  นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล ที่ความเร็ว 

9,000 รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมบัฟเฟอร TE 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 576 ไมโครลิตร กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง  

จากนั้นเติม 10% SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เติมโปรตีเนสเค (Proteinase K) 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมา นําไปบมที่อุณหภูมิ 

37°ซ เปนเวลา 1 ชม. แลวจึงเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา เติมสารละลาย CTAB/NaCl  (ภาคผนวก ข) 

ปริมาตร 80 ไมโครลิตร   ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมา แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 65°ซ 

เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก 

ข) ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย (ประมาณ 0.7-0.8 มล.)  ผสมโดยการกลับ

หลอดไปมาจนกระทั่งสารละลายกลายเปนอิมัลชัน นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที 

เปนเวลา 5 นาที ถายสวนน้ําใส ที่อยูเหนือตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล

แอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม แลวเติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) ปริมาตรที่เทากับปริมาตรสารละลายสุดทาย  ผสมโดยการกลับหลอด

ไปมาจนกระทั่งสารละลายกลายเปนอิมัลชัน นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เปน

เวลา 5 นาที ถายสวนน้ําใสที่อยูเหนือชั้นตะกอนและชั้นคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไปใส

ในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม  แลวเติมไอโซโปรพานอลปริมาตร 0.6 เทาของสวนน้ําใส  กลับ

หลอดไปมาจนกระทั่งตะกอนขาวของดีเอ็นเอปรากฏ นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/

นาที เปนเวลา 15 นาที เทสวนไอโซโปรพานอลทิ้ง แลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอธานอล 70% 
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เย็นจัดปริมาตร 1 มล. โดยการปนลางเก็บตะกอนที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที 

ทําซ้ํา 2 คร้ัง สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยเอธานอลออกใหแหงสนิท แลวละลายตะกอน

ดีเอ็นเอในบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติม RNase A (ภาคผนวก ข) 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกําจัดอารเอ็นเอกอนเก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ 

 
3.6.2 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 

สกัด DNA จากตัวอยางของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ตามวิธีของ Sei และคณะ 

(2000) โดยนําของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนใสในหลอดไมโครฟวจ แลวนําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อ

แยกวัฏภาคตะกอนที่ความเร็ว 9,000 รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที เทสวนน้ําทิ้ง ทําซํ้าจนได

น้ําหนักวัฏภาคตะกอนประมาณ 100 มก. เติม High extraction buffer ปริมาตร 440 ไมโครลิตร 

(ภาคผนวก ข) เติมโปรตีนเนสเค (proteinase K) (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เติม 10% 

SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากัน นําไปบมที่ 37 °ซ เปนเวลา 2 ชม. โดย

ผสมใหเขากัน ทุก 20 นาที จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตรประมาณ 0.7-0.8 มล. กลับหลอดไปมาจนกระทั่งสารละลายกลายเปน

อิมัลชัน นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที ถายสวนน้ําใสที่อยูเหนอื

ชั้นตะกอนและชั้นสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ไปใสในหลอดไมโครฟวจ

หลอดใหม  สกัดซ้ํา 2 คร้ัง แลวเติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) 

ปริมาตรที่เทากับปริมาตรสวนน้ําใส ผสมโดยการกลับหลอดไปมาจนกระทั่งสารละลายกลายเปน

อิมัลชัน นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที ถายสวนน้ําใสซึ่งมีดี

เอ็นเอไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม  แลวเติมโซเดียมอะซีเตทความเขมขน 3 โมลาร 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 0.1 เทาของปริมาตรสวนน้ําใส และเติมเอธานอล 100% เย็นจัดปริมาตร 

2 เทาของปริมาตรสารละลายทั้งหมด นําไปแชแข็งที่ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) 

อุณหภูมิ -86°ซ เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปน

เวลา 15 นาที แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอธานอล 70% เย็นจัดปริมาตร 1 มล. โดยการปนลาง

เก็บตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหย

เอธานอลออกใหแหงสนิท แลวละลายตะกอนดเีอ็นเอในบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 4 °ซ 
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3.6.3 การกําจัด humic acid และทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์  
หลอมอะกาโรสเจลเขมขน 1% ในบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา (ภาคผนวก ข) แลว

เทลงในแบบพิมพซึ่งมีหวีเสียบอยู ทิ้งใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 15 นาที จากนั้นนําชิ้นอะกา

โรสเจลที่ไดไปวางในแชมเบอร แลวเททับอะกาโรสเจลดวยบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ให

ทวม 2-3 มม. หยอดสารละลายดีเอ็นเอผสมสีติดตามลงในชองวิ่ง จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิส 

(Mupid-2 Advance, ญี่ปุน) โดยใชความตางศักย 100 โวลต เปนเวลาประมาณ 30 นาที 

หลังจากนั้นยอมอะกาโรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัม/มล. 

(ภาคผนวก ข) เปนเวลา 1 นาที แลวนําไปดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV) 

ทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์ดวย Glass powder for DNA recovery (TAKARA, ญี่ปุน) ตามวิธี

ที่ระบุโดยผูผลิต โดยตัดสวนจีโนมิกดีเอ็นเอจากเจลใสลงในหลอดไมโครฟวจ ชั่งน้ําหนักชิ้นอะกา

โรสเจลโดยหักออกจากน้ําหนักหลอดเปลา เติม NaI ปริมาตร 3 เทาของน้ําหนักชิ้นอะกาโรสเจล 

บมที่อุณหภูมิ 55°ซ จนกระทั่งอะกาโรสเจลละลาย แลวเติม glass powder ปริมาตร 5 ไมโครลิตร

ตอ 1 ไมโครกรัมดีเอ็นเอ ผสมใหเขากันทุกๆ 1 นาที เปนเวลา 5 นาที เพื่อใหดีเอ็นเอจับกับ glass 

powder นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 วินาที เทสวนน้ําใสออก แลว

ลางดเีอ็นเอดวย washing buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร โดยการปนลางเก็บที่ความเร็ว 10,000 

รอบ/นาที เปนเวลา 5 วินาที ดูดสวนน้ําใสออก ทําซ้ํา 2 ครั้ง หลังจากนั้นเติมบัฟเฟอร TE 

(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 2 เทาของ glass powder ที่เติมตอนตน แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 55°ซ 

เปนเวลา 5 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 วนิาท ีดดูสวนน้าํใสซึง่

มีดีเอ็นเออยูไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม ทําซ้ํา 3 คร้ัง เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่อุณหภมู ิ4°

ซ 
 
3.6.4 วิเคราะหความเขมขนของดีเอ็นเอ 

นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 

(A260 และ A280) แลวคํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอตามวิธีของ Sambrook และ Russell 

(2001) จากสมการ 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัม/มล.) = A260 X 50 X dilution factor 
 
 
 
 



 42 

3.6.5 เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอ
ลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 

โดยใชไพรเมอร EUB f933 ซึ่งมี GC clamp  เชื่อมตอบริเวณ 5’ และ EUB r1387 (Kawai 

และคณะ, 2002) เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ ซึ่งผลิตภัณฑ PCR มีความยาวประมาณ 500 bp โดยที่

ความเขมขนสุดทายของสารแตละชนิดในปฏิกิริยา เปนดังนี้  

 

- 10X PCR buffer      5 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X buffer)    

  - สารละลาย EUB f933 primer ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร 1 ไมโครลิตร     

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

- สารละลาย EUB r1387 primer ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร 1 ไมโครลิตร 

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

- สารละลาย dNTP ความเขมขนของนวิคลีโอไทดแตละชนิด    1 ไมโครลิตร 

 10 มิลลิโมลาร (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) 

- เอนไซม Taq DNA polymerase                          0.25 ไมโครลิตร 

 (ความเขมขนสุดทาย 1.25 U) 

- ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ 3.6.1 , 3.6.3  (ประมาณ 100  นาโนกรัม) 1 ไมโครลิตร 

 - น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ จนกระทั่งมีปริมาตรสุทธ ิ  50 ไมโครลิตร 
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โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี้ 
 

1. Initial denaturation step  อุณหภูมิ 94 °ซ เวลา 5 นาที 

2. Touchdown program จํานวน 20 รอบ 

2.1 Denaturation step  อุณหภูมิ 94 °ซ เวลา 1 นาที 

2.2 Annealing step   อุณหภูมิ 65 °ซ เวลา 1 นาที  

  (อุณหภูมิลดลงทีละ 0.5 °ซ ในแตละรอบ) 

2.3 Extension step  อุณหภูมิ 72 °ซ เวลา 2 นาที 

3. Denaturation step   อุณหภูมิ 94 °ซ เวลา 1 นาที 

4. Annealing step   อุณหภูมิ 55 °ซ เวลา 1 นาที 

5. Extension step   อุณหภูมิ 72 °ซ เวลา 1 นาที 

6. ทําขั้นตอนที่ 3-5 จํานวน 30 รอบ 

7. Final extension   อุณหภูมิ 72 °ซ เวลา 10 นาที 

 

ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal 

Cycler) (Biorad, สหรัฐอเมริกา) 

  

ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 

โดยหลอมอะกาโรสเจลเขมขน 2% ในบัฟเฟอร TAE 1 เทา (ภาคผนวก ข) เทลงในแบบพิมพที่มีหวี

เสียบอยู  ทิ้งใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 15 นาที จากนั้นนําชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดไปวางใน

แชมเบอร แลวเททับอะกาโรสเจลดวยบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา ใหทวม 2-3 มม. หยอด

สารละลายดีเอ็นผสมสีติดตาม พรอมดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder ลงในชองวิ่งเพื่อ

เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอที่ได จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใชความตางศักย 100 โวลต เปน

เวลา 30 นาที หลังจากนั้นยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอ

มล. (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 1 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย Gel Documentation โปรแกรม 

Quantity One version 4.4.1 (Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา.)     
 
 
 



 44 

3.6.6 วิเคราะห Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
 ในการวิเคราะห DGGE จะใชอุปกรณของ DCodeTM system (Bio-Rad Laboratories 

Inc., สหรัฐอเมริกา) เตรียมพอลิอะคริลาไมดเจลที่มีเกรเดียนทของสารละลาย denaturant 40 – 

70% (ภาคผนวก ข) ลงในชุดแซนวิชเตรียมเจลโดยใชระบบจายเกรเดียนทตามวิธีที่ระบุโดยผูผลิต 

แลวเสียบหวีลงไประหวางกระจกแซนวิช ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ทิ้งใหพอลิอะคริลาไมดแข็งตัว

ประมาณ 5 ชั่วโมง แลวนําชุดเจลแซนวิชใสลงในแชมเบอรที่มีบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1 เทา 

(ภาคผนวก ข) อุณหภูมิประมาณ 55 °ซ ปริมาตร 6.8 ลิตร หยอดผลิตภัณฑ PCR ผสมสีติดตาม

ลงในชองวิ่ง จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิส โดยใชความตางศักย 100 โวลต อุณหภูมิ 55°ซ เปนเวลา 

15 ชม. หลังจากนั้นยอมพอลิอะคริลาไมดเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 

ไมโครกรัมตอมล. (ภาคผนวก ข) เปนเวลา 15 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย Gel Documentation 

โปรแกรม Quantity One version 4.4.1 (Bio-Rad, สหรัฐอเมริกา.)     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 วิเคราะหของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 
 

ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนจากการศึกษาวิจัย

ของหองปฏิบัติการ 462 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย มี

ลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมี ดังตารางที่ 4.1  
 
ตารางที่ 4.1 ลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีของของเสยีที่เปนของเหลว
ปนเปอน 
 

คุณสมบัติ คาการวิเคราะห 

สภาพความเปนกรด-เบส 6.0-6.7 

ปริมาณแบคทีเรีย (log CFU/มล.) 7.3-7.6 

ปริมาณไนโตรเจน (มก./ลิตร) 209 * 

ปริมาณฟอสฟอรัส (มก./ลิตร) 8.97 * 

ปริมาณสารอนิทรียคารบอน (มก./ลิตร) 6910 * 

สาร PAHs  (มก./ลิตร) 

- ไพรีน 

- ฟลูออแรนธีน 

- ฟแนนทรนี 

 

0.65-2.34 

0.32-0.49 

0.49-0.58 

 
หมายเหต ุ* วิเคราะหโดย สถาบนัวิจยัสภาวะแวดลอม จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

 ผลการวิเคราะหของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน พบวามีการปนเปอนของ PAHs 3 ชนิด 

ไดแก ไพรีน ฟลูออแรนธีน  และฟแนนทรีน ปริมาณ 0.65-2.34  0.32-0.49 และ 0.49-0.58 มก.ตอ

ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนปริมาตร 1 ลิตร ตามลําดับ และพบวา PAHs ทั้ง 3 ชนิด มีการ

กระจายตัวในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ดังตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 การกระจายตัวของ PAHs ในของเสยีที่เปนของเหลวปนเปอน 
 

สาร PAHs  ในวัฏภาคน้าํ (มก./ลิตร) 

- ไพรีน 

- ฟลูออแรนธีน 

- ฟแนนทรนี 

0.08-0.55 

0.03-0.06 

0.23-0.31 

สาร PAHs ในวัฏภาคตะกอน (มก./กก.) 

- ไพรีน 

- ฟลูออแรนธีน 

- ฟแนนทรนี 

11.49-35.89 

5.88-8.55 

5.22-5.33 

 

หมายเหต ุ* ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนปริมาตร 1 ลิตร ประกอบดวยตะกอนน้าํหนัก 50 กรัม 

 

 ในวัฏภาคน้าํของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนจะพบไพรีน ฟลูออแรนธนี และ ฟแนน 

ทรีน 0.08-0.55  0.03-0.06 และ 0.23-0.31 มก./ลิตรของวัฏภาคน้าํ ขณะที่ในวัฏภาคตะกอนของ

ของเสียทีเ่ปนของเหลวปนเปอนจะพบไพรีน ฟลูออแรนธีน และ ฟแนนทรนี 11.49-35.89   

5.88-8.55 และ 5.22-5.33 มก./กก.ของวฏัภาคตะกอน 

 

 เห็นไดชัดวา PAHs มีแนวโนมที่จะกระจายตัวในวัฏภาคตะกอน และจะพบในวัฏภาคน้ํา

นอยมาก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงใชการลดปริมาณลงของ PAHs ในวัฏภาคตะกอนเปนวิธีการศึกษา

การบําบัด PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนจากหองปฏิบัติการดวยวิธีทางชีวภาพ และใช

ไพรีนเปนตัวแทนของ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน เนื่องจากไพรีนเปน PAHs ชนิดที่

พบมากที่สุด 
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4.2 ผลการยอยสลายไพรนีในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนโดยแบคทีเรียทองถิ่น 
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ปริมาณแบคทีเรียทองถ่ิน ปริมาณไพรีนในวัฏภาคตะกอน
 

 
รูปที่ 4.1 การเจริญและปริมาณไพรีนที่เหลือจากการยอยสลายโดยแบคทีเรยีทองถิ่น 
 
 ผลการทดลองในรูปที่ 4.1 แสดงใหเห็นวาเมื่อนําของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไปบมบน

เครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน แบคทีเรียทองถิ่นสามารถ

เจริญและยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนได โดยแบคทีเรียทองถิ่นจะเพิ่ม

จํานวนจาก 7.54 log CFU/มล. ในวันที่ 0 ไปเปน 8.33 ในวันที่ 4 หลังจากนั้นแบคทีเรียทองถิ่นจะ

ลดจํานวนลงเหลือ 8.29  7.83 และ 7.99 log CFU/มล. ในวันที่ 8  12 และ 16 ของการทดลอง

ตามลําดับ ในขณะที่ไพรีนซึ่งมีปริมาณเริ่มตน 19.99 มก./กก. ในวันที่ 0 จะถูกยอยสลายเหลือ 

7.35  7.85  5.97 และ 2.1  มก./กก. ในวันที่ 4  8  12 และ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลอง

ตามลําดับ 
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4.3 ผลการยอยสลายไพรนีในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนโดยแบคทีเรียทองถิ่นเมื่อ
เติมไพรีน 100 มก./ลิตร  
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ปริมาณแบคทีเรียทองถ่ิน ปริมาณไพรีนในวัฏภาคตะกอน

 
 

รูปที่ 4.2 การเจริญและปริมาณไพรีนที่เหลือจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียทองถิ่นเมื่อ
เติมไพรีน 100 มก./ลิตร  
 
 ผลการทดลองในรูปที่ 4.2 แสดงใหเห็นวาเมื่อเติมไพรีน 100 มก./ลิตร ลงในของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนแลวนําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 

16 วัน แบคทีเรียทองถิ่นจะเจริญและเพิ่มจํานวนจาก 7.65 log CFU/มล. ในวันที่ 0 ไปเปน 7.90 

และ 8.11 log CFU/มล. ในวันที่ 4 และ 8 ของการทดลองตามลําดับ หลังจากนั้นแบคทีเรียทองถิ่น

จะลดจํานวนลงเหลือ 8.04 และ 7.98 log CFU/มล. ในวันที่   12 และ 16 ของการทดลอง

ตามลําดับ ในขณะที่ไพรีนจะถูกยอยสลายจาก 464.6 มก./กก. ในวันที่ 0 เหลือ 396.5  357.2  

340.3 และ 317.8  มก./กก. ในวันที่ 4  8  12 และ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลองตามลําดับ 
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4.4 ผลการเติมกลุมแบคทีเรีย STK TP และ TRCB ตอการยอยสลายไพรีนที่เติมลงใน
ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 
 

ผลการทดลองในรูปที่ 4.3 แสดงใหเห็นวา เมื่อเติมเซลลแขวนลอยของกลุมแบคทีเรียแต

ละชนิด ไดแก STK TP และ TRCB (7.3 log CFU/มล.) ลงในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่

เติมไพรีน 100 มก./ลิตร แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภมูหิอง เปน

เวลา 16 วัน แบคทีเรียทั้งหมดในชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK สามารถเจริญและเพิ่ม

จํานวนไดเร็วและมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TP 

และชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TRCB โดยมีจํานวนมากที่สุดในวันที่ 4 ของการทดลอง คือ 

8.42 log CFU/มล. ในขณะที่ชุดควบคุม ชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TP และชุดการทดลอง

ที่เติมกลุมแบคทีเรีย TRCB มีจํานวนมากที่สุดในวันที่ 8 ของการทดลอง คือ 8.11  8.28 และ 8.32 

log CFU/มล. ตามลําดับ  นอกจากนี้ยังพบวาในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลองจํานวน

แบคทีเรียทั้งหมดในชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK ยังมีจํานวนคงเหลือ 8.11 log CFU/

มล. ในขณะที่ชุดควบคุม ชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TP และชุดการทดลองที่เติมกลุม

แบคทีเรีย TRCB แบคทีเรียทั้งหมดคงเหลือ 7.98  8.04 และ 8.00 ตามลําดับ (รูปที่ 4.3 ก.) 

 

และเมื่อพิจารณาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนพบวาชุดการทดลองที่เติมกลุม

แบคทีเรีย STK ไพรีนมีการยอยสลายมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ชุดการทดลองที่เติม

กลุมแบคทีเรีย TP และชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TRCB โดยในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทาย

ของการทดลองจะมีไพรีนเหลือ 4.0  602.9  4.1 และ 5.4 มก./กก. ตามลําดับ (รูปที่ 4.3 ข.) ดังนั้น

งานวิจัยนี้จึงเลือกใชกลุมแบคทีเรีย STK ในการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน PAHs  
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รูปที่ 4.3 ผลการเติมกลุมแบคทีเรีย STK TP และ TRCB ตอการยอยสลายไพรีนที่เติมลง
ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 
 

ก. การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมด 
ข. ปรมิาณไพรีนที่เหลือจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียทั้งหมด 
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4.5 ภาวะทางเคมีและกายภาพที่เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย STK ในการยอยสลายไพรีน
ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 
 
4.5.1 ผลการใหอากาศโดยการเขยาที่ความเร็วตางๆ ตอการยอยสลายไพรีนในของเสียที่
เปนของเหลวปนเปอนที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK 

 

ผลการทดลองในรูปที่ 4.4 แสดงใหเห็นวาเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย STK ลงในของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนที่เติมไพรีน 100 มก/ลิตร แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาแบคทีเรียทั้งหมดในชุด

ควบคุม (เขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที) ชุดการทดลองเขยาที่ความเร็ว 250 และ 300 รอบ/นาที 

จะมีการเจริญและเพิ่มจํานวนไดสูงกวาการบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที โดยชุด

ควบคุม (เขยาที่ความเรว็ 200 รอบ/นาที) แบคทีเรียทั้งหมดจะเพิ่มจํานวนไดสูงสุดในวันที่ 4 คือ 

8.64 log CFU/มล. ในขณะที่ชุดการทดลองเขยาที่ความเร็ว 150  250 และ 300 รอบ/นาที 

แบคทีเรียทั้งหมดจะเพิ่มจํานวนไดสูงสุดในวันที่ 8 คือ 7.99  8.39 และ 8.32 log CFU/มล. 

ตามลําดับ (รูปที่ 4.4 ก.)  

 

เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนพบวาชุดการทดลองเขยาใหอากาศที่

ความเร็ว 300 รอบ/นาที ซึ่งเปนความเร็วสูงสุดของการทดลองนี้ กอใหเกิดการยอยสลายของไพรีน

สูงสุด โดยในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลองจะมีปริมาณไพรีนเหลืออยู 7.8 มก./กก. 

ในขณะที่ชุดควบคุม (เขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที) ชุดการทดลองการเขยาที่ความเร็ว 150  

และ 250 รอบ/นาที จะเหลือปริมาณไพรีน 119.7  138.2 และ 87.1 ตามลําดับ (รูปที่ 4.4 ข.) 

 

และเมื่อศึกษาการยอยสลายไพรีนที่เกิดจากการทดลองเขยาใหอากาศที่ความเร็ว 300 

รอบ/นาที ผลการทดลองในรูปที่ 4.5 แสดงใหเห็นวาการยอยสลายไพรีนที่เกิดขึ้นเปนผลมาจาก

ความสามารถของกลุมแบคทีเรีย STK เนื่องจากในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลองชุด

การทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK จะมีปริมาณไพรีนเหลืออยู 7.8 มก./กก. ในขณะที่ชุดควบคุม 

ที่ไมเติมกลุมแบคทีเรีย STK แตเขยาใหอากาศที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที เชนกันจะมีปริมาณไพรีน

เหลืออยู 331.8 มก./กก. ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใชความเร็วการเขยาใหอากาศแกกลุมแบคทีเรีย 

STK ในการบําบดัของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน PAHs ที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที 
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ชุดควบคุม (200 รอบ/นาที) 150 รอบ/นาที

250 รอบ/นาที 300 รอบ/นาที  
 

รูปที่ 4.4 ผลการใหอากาศโดยการเขยาที่ความเร็วตางๆ ตอการยอยสลายไพรีนในของ
เสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK 
 

ก. การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมด 
ข. ปรมิาณไพรีนที่เหลือจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียทั้งหมด 
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รูปที่ 4.5 ผลการใหอากาศโดยการเขยาที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที ตอการยอยสลายไพรีน
ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK เปรียบเทียบกับไมเติมกลุม
แบคทีเรีย STK 
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4.5.2 ผลการปรับภาวะความเปนกรด-เบสของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนตอการ
ยอยสลายไพรีนเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย STK 
 

ผลการทดลองในรูปที่ 4.6 แสดงใหเห็นวาเมื่อเติมไพรีนและกลุมแบคทีเรีย STK ลงในของ

เสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่ปรับภาวะความเปนกรด-เบส ตางๆ แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาที่

ความเร็ว 300 รอบ/นาที แบคทีเรียทั้งหมดในชุดควบคุม (ภาวะความเปนกรด-เบส 6.7) และชุด

การทดลองที่ภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 แบคทีเรียทั้งหมดจะเจริญและเพิ่มจํานวนไดสูงกวา ชุด

การทดลองภาวะความเปนกรด-เบส 6.0 และ 8.0 โดยพบวาแบคทีเรียทั้งหมดมีจํานวนสูงสุดใน

วันที่ 4 ของการทดลอง คือ 8.62 และ 8.51 log CFU/มล. ตามลําดับ ขณะที่ชุดการทดลองภาวะ

ความเปนกรด-เบส 6.0 แบคทีเรียทั้งหมดจะมีจํานวนสูงสุด คือ 8.30 log CFU/มล. ในวันที่ 4 และ

ชุดการทดลองภาวะความเปนกรด-เบส 8.0 แบคทีเรียทั้งหมดจะมีจํานวนสูงสุดคือ 8.20 log CFU/

มล. ในวันที่ 8 ของการทดลอง (รูปที่ 4.6 ก.) เมื่อพิจารณาการยอยสลายไพรีนพบวาในวันที่ 12 ซึ่ง

เปนวันสุดทายของการทดลอง ชุดควบคุม (ภาวะความเปนกรด-เบส 6.7) ชุดการทดลองภาวะ

ความเปนกรด-เบส 6.0 7.0 และ 8.0 จะมีปริมาณไพรีนเหลือ 5.5 33.9  5.5 และ 30.8 มก./กก. 

ตามลําดับ จะเห็นไดวาถึงแมชุดควบคุม (ภาวะความเปนกรด-เบส 6.7) และ ชุดการทดลองภาวะ

ความเปนกรด-เบส 7.0 จะเหลือปริมาณไพรีนเทากัน แตเนื่องจากชุดการทดลองภาวะความเปน

กรด-เบส 7.0 มีปริมาณไพรีนเร่ิมตนในวันที่ 0 สูงกวาชุดควบคุม (ภาวะความเปนกรด-เบส 6.7) 

ชุดการทดลองภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 จึงมีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนสูงสุด รองลงมา

คือชุดควบคุม (ภาวะความเปนกรด-เบส 6.7) ชุดการทดลองภาวะความเปนกรด-เบส 6.0 และ 8.0 

ตามลําดับ (รูปที่ 4.6 ข.)ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกปรับภาวะความเปนกรด-เบสของของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนใหเปน 7.0 สําหรับการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน PAHs 
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รูปที่ 4.6 ผลการปรับภาวะความเปนกรด-เบสของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนตอการ
ยอยสลายไพรีนเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย STK 
 

ก. การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมด 
ข. ปรมิาณไพรีนที่เหลือจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียทั้งหมด 
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4.5.3 ผลการเสริมอาหารเลี้ยงเชื้อตอการยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลว
ปนเปอนที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK 
 

ผลการทดลองในรูปที่ 4.7 แสดงใหเห็นวาการเติมสารอาหาร ไดแก อาหารเหลว CFMM 

(ปราศจากแมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรด

ไดไฮเดรต) และ อาหารเหลว CFMM เพื่อเพิ่มปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสลงในของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 ที่เติมไพรีนและกลุมแบคทีเรีย STK แลวนําไปบม

บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที แบคทีเรียทั้งหมดสามารถเจริญและเพิ่มจํานวนไดสูงกวา

ชุดควบคุมที่ไมมีการเติมสารอาหารเลย โดยแบคทีเรียทั้งหมดจะมีจํานวนสูงสุดในวันที่ 4 ของการ

ทดลอง คือ 9.39 และ 9.57 log CFU/มล. ในชุดการทดลองที่เติมอาหารเหลว CFMM (ปราศจาก

แมกนีเซียมซลัเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต) 

และในชุดการทดลองที่เติมอาหารเหลว CFMM ในขณะที่ชุดควบคุม (ไมเติมสารอาหาร) แบคทเีรีย

ทั้งหมดจะมีจํานวนสูงสุดในวันที่ 4 ของการทดลอง คือ 8.0 log CFU/มล. (รูปที่ 4.7 ก.) เมื่อ

พิจารณาการยอยสลายไพรีน พบวาชุดการทดลองที่ เติมอาหารเหลว  CFMM (ปราศจาก

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต) 

มีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนสูงที่สุด รองลงมา คือ ชุดการทดลองที่เติมอาหารเหลว CFMM 

และชุดควบคุม โดยในวันสุดทายของการทดลองจะมีปริมาณไพรีนเหลือ 3.0  332.2 และ 431.4 

มก./กก. ตามลําดับ (รูปที่ 4.7 ข.) 
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รูปที่ 4.7 ผลการเสริมอาหารเลี้ยงเชื้อตอการยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลว
ปนเปอนที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK 
 

ก. การเจริญของแบคทีเรียทั้งหมด 
ข. ปรมิาณไพรีนที่เหลือจากการยอยสลายโดยแบคทีเรียทั้งหมด 
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4.6 ผลการติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติมลงไปในของเสียที่เปน
ของเหลวปนเปอนระหวางการบําบัด 
 

ผลจากการวิ เคราะหดวยเทคนิค  DGGE ในพอลิอะคริลาไมด เจลที่มี  40 - 70% 

denaturant  เพื่อตรวจติดตามกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติมลงไปเพื่อบําบัดของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอน PAHs พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง มีแถบดีเอ็นเอในโปรไฟลของ DGGE  7 แถบ 

โดยแถบที่ 1-3 คือ แถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ซึ่งมีตําแหนงตรงกับแถบดีเอ็นเอของชุด

ควบคุมกลุมแบคทีเรีย STK โดยแถบที่ 1 และ 3 จะมีความเขมมากกวาแถบที่ 2 (รูปที่ 4.8 ค.) 

 

วันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลองพบวาแถบดีเอ็นเอของกลุมแบคทีเรีย STK ใน

โปรไฟลของ DGGE แถบที่ 1 และ 2 หายไปแตแถบที่ 3 ยังคงอยู โดยมีความเขมของแถบดีเอ็นเอ

ลดลงจากวันที่ 0 ในขณะที่แถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียทองถิ่นเมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 0 ของการ

ทดลองจะมีความหลากหลายและมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของประชากรดังนี้ คือ แถบที่ 4 

หายไป แถบที่ 5 – 7 ยังคงอยู โดยแถบที่ 5 และ 7 มีความเดนชัดขึ้น นอกจากนี้ยังพบแถบดีเอ็นเอ

แถบที่  8 - 15 โดดเดนขึ้นมา (รูปที่ 4.8 ง.) 
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ก.      ข.     ค.     ง. 
 

 
 

รูปที่ 4.8 แถบชิ้นสวนดเีอ็นเอของ 16S rDNA แสดงพลวตัรประชากรแบคทีเรียทีพ่บ
ระหวางการบําบัดของเสยีที่เปนของเหลวปนเปอน โดยวิธ ี DGGE ในพอลิอะคริลาไมด
เจลที่ม ี40 – 70% denaturant  
 

ก. ชุดควบคุม กลุมแบคทีเรีย STK 
ข. ชุดควบคุม ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 
ค. ชุดการทดลองที่ 1 ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย 
STK ในวันที่ 0 ของการบําบัด 
ง. ชุดการทดลองที่ 2 ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนเมื่อเติมกลุมแบคทีเรีย 
STK ในวันที่ 16 ของการบําบัด 
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8 
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3 
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6 

11 
12-15 



บทที่ 5 
 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 
 

หองปฏิบัติการทดลองเปนแหลงกอกําเนิดมลพิษที่สําคัญแหงหนึ่ง ของเสียอันตรายที่เกิด

จากกระบวนการทดลองตางๆ กอใหเกิดอันตรายตอผูปฏิบัติงานและกอใหเกิดปญหามลพิษได

หากปนเปอนสูสิ่งแวดลอม (กรมควบคุมมลพิษ, 2548) 

หนวยวิจัยการบําบัดสิ่งแวดลอมโดยชีววิธี ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนหนวยวิจัยที่ศึกษาการบําบัดสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติก

ไฮโดรคารบอน (PAHs) เปนสวนใหญ ทําใหเกิดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบ 

PAHs อยูเปนจํานวนมาก เนื่องจาก PAHs มีความเปนพิษและคงทนไมสลายไดงายใน

ส่ิงแวดลอม (Valentín และคณะ, 2007) ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบ PAHs จึง

จัดเปนของเสียอันตรายที่ตองมีการบําบัดกอนปลอยสูสิ่งแวดลอม กระบวนการกําจัด PAHs ที่มี

ประสิทธิภาพ คือ การยอยสลายโดยจุลินทรีย หรือวิธีการบําบัดทางชีวภาพ (Bioremediation) 

(Tam และคณะ, 2002) 

เมื่อวิเคราะหลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีของของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอน พบวามีการปนเปอนของ PAHs 3 ชนิด ไดแก ไพรีน ฟลูออแรนธีน  และ ฟแนนทรีน 

ปริมาณ 0.65-2.34  0.32-0.49 และ 0.49-0.58 มก./ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนปริมาตร 1 

ลิตร เนื่องจาก PAHs มีสภาพละลายไดในน้ําต่ําและมีสัมประสิทธิ์การแบงสวนในออคทานอลและ

น้ําสูง ตะกอนจึงเปนที่สะสมของ PAHs (Molina และคณะ, 1999) ในวัฏภาคน้ําของของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนจะพบไพรีน ฟลูออแรนธีน  และฟแนนทรีน 0.08-0.55  0.03-0.06 และ 0.23-

0.31 มก./ลิตรของวัฏภาคน้ํา ขณะที่ในวัฏภาคตะกอนของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนจะพบ

ไพรีน ฟลูออแรนธีน และ ฟแนนทรีน 11.49-35.89  5.88-8.55 และ 5.22-5.33 มก./กก.ของวัฏ

ภาคตะกอน เห็นไดชัดวา PAHs มีแนวโนมที่จะกระจายตัวในวัฏภาคตะกอน และจะพบในวัฏภาค

น้ํานอยมาก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงใชการลดปริมาณลงของ PAHs ในวัฏภาคตะกอนเปนวิธกีารศกึษา

การบําบัด PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนจากหองปฏิบัติการดวยวิธีทางชีวภาพ และใช

ไพรีนเปนตัวแทนของ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน เนื่องจากไพรีนเปน PAHs ชนิดที่

พบมากที่สุดและจัดเปน PAHs น้ําหนักโมเลกุลสูง (High Molecular Weigh PAHs, HMW PAHs) 

ซึ่งทนทานตอการยอยสลายของจุลินทรียไดมากกวา (Molina และคณะ, 1999) 
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Catallo และ Portier (1992) รายงานวาในตะกอนที่มีการปนเปอน PAHs จะพบจุลินทรีย

ที่มีความสามารถในการใชและยอยสลายสารไฮโดรคารบอนและสามารถใชจุลินทรียเหลานี้เพื่อ

บําบัด PAHs ได   

จากการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีของของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอน พบวาของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมีแบคทีเรียทองถิ่น 7.3-7.6 log CFU/

มล. ซึ่งคาดวาแบคทีเรียทองถิ่นจะปรับตัวและพัฒนาความสามารถในการยอยสลาย PAHs ได 

(Ke และคณะ, 2003) งานวิจัยขั้นตนจึงทําการศึกษาการยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนโดยแบคทีเรียทองถิ่น โดยนําของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไปบมบนเครื่อง

เขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา

แบคทีเรียทองถิ่นสามารถบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน PAHs ที่เกิดจากการศึกษาวิจัย

ของหองปฏิบัติการ 462 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ซึ่งมี

การปนเปอนของไพรีนในวัฏภาคตะกอน 19.99 มก./กก. ได โดยในวันที่ 16 จะมีไพรีนเหลืออยู 

2.08  มก./กก. (รูปที่ 4.1) ผานมาตรฐานสหภาพยุโรป ที่กําหนดปริมาณ PAHs ในกากตะกอนน้ํา

เสียไมเกิน 6 มก./กก. (Pérez และคณะ, 2001) สามารถปลอยทิ้งสูสิ่งแวดลอมได  

Moreda และคณะ (2001) รายงานวาตะกอนน้ําเสียจากโรงงานบําบัดน้ําเสีย Arazuri 

ประเทศสเปน จะพบ PAHs 128-482 มก./กก.  

Shiaris และ Jambard-Sweet (1986) รายงานวาตะกอนบริเวณปากแมน้ําของอาว

บอสตัน สหรัฐอเมริกา มีการสะสมของ PAHs 0.5-718 มก./กก. ซึ่ง PAHs มีแหลงกําเนิดมาจาก

กระบวนการกําจัดตะกอนน้ําเสีย 

จากรายงานของ Moreda และคณะ (2001) และ Shiaris และ Jambard-Sweet (1986) 

แสดงใหเห็นวาตะกอนจากน้ําเสียจะมีการสะสมของ PAHs ในปริมาณที่สูง ในขณะที่ของเสียที่

เปนของเหลวปนเปอนในงานวิจัยนี้มีมีการสะสมของ PAHs ในวัฏภาคตะกอน 5.22-35.89 มก./

กก. ดังน้ันงานวิจัยนี้จึงทําการเพิ่มปริมาณ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน เพื่อใชเปน

ตนแบบในการศึกษาการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวในกรณีที่มีการปนเปอน PAHs ในปริมาณ

สูงและเพื่อรองรับการเพิ่มปริมาณของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน PAHs จากการศึกษาวิจัยที่

จะเกิดขึ้นอีกเปนจํานวนมาก การเพิ่มปริมาณ PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ทาํไดโดย

เติมไพรีน 100 มก./ลิตร ลงในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ซึ่งจะสงผลใหวัฏภาคตะกอนมีการ

สะสมของไพรีนประมาณ 400-757 มก./กก. จากนั้นนําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/

นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน เพื่อศึกษาการยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรียทองถิ่น ผลการ
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ทดลอง (รูปที่ 4.2) แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียทองถิ่นไมสามารถบําบัดของเสียที่เปนของเหลว

ปนเปอน เมื่อมีการปนเปอนของไพรีนในวัฏภาคตะกอน 464.6 มก./กก.ได โดยในวันที่ 16 ซึ่งเปน

วันสุดทายของการทดลอง ยังคงมีปริมาณไพรีนเหลืออยู 317.8 มก./กก. ซึ่งสูงกวามาตรฐานที่

สหภาพยุโรปกําหนดไว และไมสามารถปลอยทิ้งสูสิ่งแวดลอมได  

เนื่องจากแบคทีเรียทองถิ่นไมสามารถยอยสลายไพรีนไดอยางมีประสิทธิภาพ เมื่อของเสีย

ที่เปนของเหลวมีการปนเปอนของ PAHs ในปริมาณที่สูง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงทดลองเติมกลุม

แบคทีเรีย (exogenous microorganism) ที่มีความสามารถในการยอยสลาย PAHs 

(bioaugmentation) เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการบําบัด (Trzesicka-Mlynarz และ Ward, 1996)  

กลุมแบคทีเรีย STK (ทิมากร แสงดํา, 2547) กลุมแบคทีเรีย TP และ กลุมแบคทีเรีย 

TRCB (จิรทีปฆ แสนรัก, 2547) เปนกลุมแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายไพรีน และ

สามารถยอยสลาย PAHs ไดหลายชนิด ดังนั้นจึงเติมเซลลแขวนลอยของกลุมแบคทีเรียแตละชนิด

ความเขมขน 7.3 log CFU/มล. ลงในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่เพิ่มไพรีน 100 มก./ลิตร 

เพื่อศึกษาการเจริญและประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนของแตละกลุมแบคทีเรีย พบวาหลังจาก

นําของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ/นาที อุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 16 วัน แบคทีเรียทั้งหมดภายในขวดทดลองที่มีการเติมกลุมแบคทีเรีย STK ลงในของเสีย

ท่ีเปนของเหลวปนเปอนสามารถเจริญและเพิ่มจํานวนไดเร็วและมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม ชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TP และชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TRCB และ

ในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลองจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดในชุดการทดลองที่เติมกลุม

แบคทีเรีย STK ยังมีจํานวนคงเหลือสูงกวาชุดควบคุม ชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TP และ 

ชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TRCB (รูปที่ 4.3 ก.) เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพการยอยสลาย

ไพรีนพบวาชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK ไพรีนจะมีการยอยสลายมากที่สุด โดยในวันที่ 

16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลองจะมีไพรีนเหลือ 4.0 มก./กก.  (รูปที่ 4.3 ข.)  

กลุมแบคทีเรีย STK เปนกลุมแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากปุยหมักใบมะขามใบมะขามโดยใช

ไพรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน ประกอบดวยแบคทีเรีย 3 สายพันธุ คือ Zoogloea sp., 

Stenotrophomonas sp. และ Mesorhizobium sp. แบคทีเรียกลุมนี้มีสมบัติไฮโดรโฟบิกสูง 

เนื่องจากคัดแยกโดยใชแผน PTFE ที่เคลือบดวยไพรีน จากสมบัติไฮโดรโฟบิกที่สูงของกลุม

แบคทีเรีย STK อาจทําใหเมื่อเติม STK ลงในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน STK จะสามารถ

กระจายตัวจากวัฏภาคน้ําไปสัมผัสกับวัสดุดูดซับไฮโดรโฟบิกไดงายและเร็ว (ทิมากร แสงดํา, 

2547) ซึ่งวัสดุดูดซับไฮโดรโฟบิกในที่นี้ คือ วัฏภาคตะกอนที่ดูดซับไพรีนอยู ทําให STK สามารถนํา
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ไพรีนไปใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานเพื่อการเจริญเติบโตและยอยสลายไพรีนและ PAHs อ่ืน

ที่อยูในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไดอยางมีประสิทธิภาพ ซึ่งไดแสดงใหเห็นจากผลการ

ทดลองวาชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK จํานวนแบคทีเรียรวมทั้งหมดในขวดทดลองจะ

เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วและมีจํานวนสูง สามารถยอยสลายไพรีนไดเร็วกวา นอกจากนี้ยังพบวาวัน

สุดทายของการทดลองจะมีไพรีนเหลือนอยที่สุด ในขณะที่จํานวนแบคทีเรียทั้งหมดในชุดการ

ทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK ยังมีจํานวนคงเหลือสูง อาจเปนเพราะสมบัติของเซลลที่แยกได

จะชวยสงเสริมใหแบคทีเรียสามารถอยูรอดและปรับตัวไดดีในสิ่งแวดลอม (ทิมากร แสงดาํ, 2547) 

กลุมแบคทีเรีย TP และ กลุมแบคทีเรีย TRCB เปนกลุมแบคทีเรียที่ จิรทีปฆ แสนรัก 

(2547) คัดแยกไดจากใบของพืชตระกูลถั่ว ดวยวิธี enrichment liquid culture ซึ่งทําใหกลุม

แบคทีเรียทั้ง 2 ไมมีคุณสมบัติเปนไฮโดรโฟบิกโดยตรงเหมือนกับกลุมแบคทีเรีย STK อยางไรกต็าม 

วรกฤษฎ สภานนท (2549) ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ของ

กลุมแบคทีเรีย TP และ TRCB พบวากลุมแบคทีเรีย TP มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลาย

ไพรีน รองลงมาคือ TRCB นอกจากนี้ยังพบวา กลุมแบคทีเรีย TP มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย

แอนทราซีน และฟลูออแรนธีน กลุมแบคทีเรีย TRCB มปีระสิทธิภาพในการยอยสลาย อะซีแนพธิ

ลีนและฟแนนทรีน ซึ่งนาจะมีประโยชนในการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่มีการ

ปนเปอนของไพรีน ฟลูออแรนธีน และฟแนนทรีน โดยเฉพาะฟลูออแรนธีน ซึ่ง ทิมากร แสงดํา 

(2547) รายงานวากลุมแบคทีเรีย STK ไมสามารถยอยสลายได แตเนื่องจากกลุมแบคทีเรียไมมี

คุณสมบัติไฮโดรโฟบิก สงผลใหความสามารถในการนําไพรีนไปใชต่ํากวากลุมแบคทีเรีย STK ซึ่ง

ไดแสดงใหเห็นจากผลการทดลองวาชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย TP และชุดการทดลองที่

เติมกลุมแบคทีเรีย TRCB จํานวนแบคทีเรียรวมทั้งหมดในขวดทดลองจะเพิ่มข้ึนชากวาและมี

จํานวนต่ํากวา สงผลใหยอยสลายไพรีนชากวา นอกจากนี้ยังพบวาวันสุดทายของการทดลองจะมี

ปริมาณไพรีนเหลือมากกวา ชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK แตเมื่อพิจารณาปริมาณ

ไพรีนเหลืออยูพบวาเหลือมากกวาชุดการทดลองที่เติมกลุมแบคทีเรีย STK เพียงเล็กนอย อาจ

เนื่องมาจากของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมีลักษณะเปน slurry ทําใหพื้นที่ผิวสัมผัสระหวางกลุม

แบคทีเรีย TP และ กลุมแบคทีเรีย TRCB กับไพรีนเพิ่มข้ึน เนื่องจากน้ําจะชวยใหตะกอนเกิดการ

แตกตัว ทําใหไพรีนเคลื่อนที่ไปยังวัฏภาคน้ําอยางรวดเร็วรวมทั้งยังเพิ่มการเคลื่อนที่ของจุลินทรีย

อีกดวย (Doick และ Semple, 2003) นอกจากนี้การเขยาใหอากาศอาจทําใหเชื้อแบคทีเรีย

กระจายไดทั่วในขวดทดลองสงผลใหความสามารถในการนําไพรีนไปใชของกลุมแบคทีเรีย TP 

และ กลุมแบคทีเรีย TRCB เพิ่มข้ึน  
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เนื่องจากกลุมแบคทีเรีย STK มีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนดีที่สุด ดังนั้นงานวิจัยนี้

จึงใชกลุมแบคทีเรีย STK ในการบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสารประกอบ PAHs จาก

หองปฏิบัติการ และหาภาวะทางเคมีและกายภาพที่เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย STK ที่ทําใหการ

ยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมีประสิทธิภาพ  

ภาวะทางเคมีและกายภาพของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน ไดแก ภาวะการใหอากาศ 

ภาวะความเปนกรด-เบส และสารอาหาร มีบทบาทสําคัญมากในการกําหนดกิจกรรมของกลุม

แบคทีเรีย STK ที่เติมลงไป ภาวะที่เหมาะสมสามารถอธิบายไดโดยการเจริญหรือการเพิ่มปริมาณ

ของแบคทีเรีย และความสามารถในการยอยสลายไพรีนซึ่งเปนปจจัยสําคัญในการบําบัด (Vogel, 

1996)  

ออกซิ เจนมีความสําคัญตอแบคทีเ รียในกระบวนการยอยสลายสารอะโรมาติก

ไฮโดรคารบอนซึ่งเกี่ยวของกับออกซิเดชันของซับสเตรตโดยเอนไซมออกซิจีเนส (Leahy และ

Colwell, 1990) Lei และคณะ (2005) รายงานวาการยอยสลาย PAHs (ประกอบดวยวงอะโร

มาติก 2 ถึง 5 วง) ที่ปนเปอนในตะกอนแมน้ําประสบผลสําเร็จเนื่องจากมีปริมาณออกซิเจน

เพียงพอ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงทําการหาภาวะการใหอากาศที่เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย STK 

เพื่อใหสามารถยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยนํา

ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่เติมไพรีนและกลุมแบคทีเรีย STK ไปบมบนเครื่องเขยาที่

ความเร็ว 150  200  250 และ 300 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน พบวา การให

อากาศโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 250 และ 300 รอบ/นาที แบคทีเรียทั้งหมดภายในขวดทดลอง

จะมีการเจริญและเพิ่มจํานวนไดสูงกวาการบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที (รูปที่ 4.4 

ก.) แตเมื่อพิจารณาประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนพบวาการเขยาใหอากาศดวยความเร็ว 300 

รอบ/นาที กอใหเกิดการยอยสลายของไพรีนสูงสุดโดยในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลอง

จะมีปริมาณไพรีนเหลืออยู 7.8 มก./กก. (รูปที่ 4.4 ข.) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา

ประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนจะเพิ่มข้ึนตามอัตราเร็วในการใหอากาศ ซึ่งผลการทดลองนี้

สอดคลองกับงานวิจัยของ MacLeod และ Daugulis (2005) ที่รายงานวาอัตราการยอยสลาย

ไพรีนและความเขมขนชีวมวลของ Mycobacterium PYR-1 ในถังปฏิกรณที่มีอัตราการกวนให

อากาศ 500 รอบ/นาที จะสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับถังปฏิกรณที่มีอัตราการกวนใหอากาศ 300 

รอบ/นาที อยางไรก็ตามระดับความตองการออกซิเจนเพื่อชักนําการยอยสลายทางชีวภาพจะ

แตกตางไปตามชนิดของจุลินทรียและซับสเตรต (Wilson และ Bouwer, 1997)  
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ภาวะความเปนกรด-เบส เปนปจจัยที่มีอิทธิพลตออัตราการยอยสลายทางชีวภาพ (Leahy 

และ Colwell, 1990) ดังนั้นเพื่อใหกลุมแบคทีเรีย STK สามารถยอยสลายไพรีนในของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนไดอยางมีประสิทธิภาพ งานวิจัยนี้จึงทําการปรับภาวะความเปนกรด-เบสของ

ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน แลวเติมไพรีนและกลุมแบคทีเรีย STK หลังจากนั้นนําไปบมบน

เครื่องเขยาที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 12 วัน พบวาชุดควบคุม (ภาวะ

ความเปนกรด-เบส 6.7) และชุดการทดลองภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 แบคทีเรียทั้งหมดจะ

เจริญและเพิ่มจํานวนไดสูงกวา ชุดการทดลองภาวะความเปนกรด-เบส 6.0 และ 8.0 (รูปที่ 4.6 ก.) 

เม่ือพิจารณาการยอยสลายไพรีนพบวาชุดการทดลองภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 มีประสิทธิภาพ

การยอยสลายไพรีนสูงที่สุด โดยในวันสุดทายของการทดลองจะมีปริมาณไพรีนเหลือ 5 มก./กก. 

(รูปที่ 4.6 ข.) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวากลุมแบคทีเรีย STK จะมีกิจกรรมสูงในภาวะที่เปน

กลาง ซึ่งมีความสอดคลองกับผลงานวิจัยตางๆ ดังนี้ 

แบคทีเรียที่ยอยสลายสารอินทรียสวนใหญจะชอบภาวะความเปนกรด-เบส คอนขางเปน

กลาง (Leahy และ Colwell, 1990) 

ภาวะความเปนกรด-เบส ที่เหมาะสมตอการยอยสลายฟแนนทรีนในตะกอนแมน้ํา เทากับ 

7.0 (Yuan และคณะ, 2001) 

Pseudomonas paucimobilis  Pseudomonas vesicularis และ Alcaligenes 

denitrificans จะมีอัตราการเจริญและมีอัตราการยอยสลายฟแนนทรีน ฟลูออรีน และฟูออแรนธีน 

ตามลําดับสูงที่สุด เมื่อภาวะความเปนกรด-เบส ใกลเคียง 7.0 (Weissenfels และคณะ, 1990) 

อัตราการเจริญและอัตราการใชออกซิเจนของ Rhodococcus sp. UW1 เพื่อยอยสลาย

ไพรีนจะมีคาสูงสุดที่ภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 (Walter และคณะ , 1991)  

ภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 เหมาะสมตอการยอยสลายไพรีนโดยแบคทีเรียสายพันธุที่

คัดแยกจากดินที่มีการปนเปอนน้ํามัน (Kim และคณะ, 2005) 

ผลการวิเคราะหลักษณะทางกายภาพและองคประกอบทางเคมีของของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอน พบวาของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนมีอัตราสวนของ คารบอน:ไนโตรเจน:

ฟอสฟอรัส เทากับ 770:23:1 (มก./ลิตร) จะเห็นไดวาปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสมีนอยกวา

สารอินทรียคารบอนมาก ซึ่งอาจสงผลใหอัตราการยอยสลายไพรีนโดยกลุมแบคทีเรีย STK ถูก

จํากัดได  

โดยทั่วไปการเพิ่มอัตราการเจริญและอัตราการยอยสลาย PAHs ทําไดโดยเพิ่มปริมาณ

ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ซึ่งจะเติมในรูปของยูเรีย แอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมไนเตรต 
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โพแทสเซีมฟอสเฟต หรือโซเดียมฟอสเฟต (Liebeg และ Cutright, 1999) แตเนื่องจากการคัดแยก 

การเลี้ยง การศึกษารูปแบบการเจริญและการยอยสลายไพรีนของกลุมแบคทีเรีย STK จะใชอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Medium (CFMM) (ทิมากร แสงดํา, 2547) ดังนั้นงานวิจัยนี้

จึงทําการปรับอัตราสวนของ คารบอน:ไนโตรเจน:ฟอสฟอรัส ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอน 

โดยเพิ่มปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนที่ปรับภาวะความเปน

กรด-เบสเปน 7.0 และเติมไพรีนแลว ใหมีปริมาณใกลเคียงกับในอาหารเหลว CFMM โดยเติม

อาหารเหลว CFMM (ปราศจากแมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต 

และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต) ความเขมขน 100 เทา เปรียบเทียบกับเติมอาหารเหลว CFMM 

ความเขมขน 100 เทา หลังจากนั้นเติมกลุมแบคทีเรีย STK แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 

300 รอบ/นาที อุณหภูมิหอง เปนเวลา 16 วัน พบวาการเพิ่มปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสใน

ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนจะทําใหแบคทีเรียทั้งหมดสามารถเจริญและเพิ่มจํานวนไดสูงกวา

ชุดควบคุมที่ไมมีการเติมสารอาหารเลย โดยชุดการทดลองที่เติมอาหารเหลว CFMM แบคทีเรีย

ทั้งหมดจะเพิ่มจํานวนไดสูงกวาชุดการทดลองที่เติมอาหารเหลว CFMM (ปราศจากแมกนีเซียม

ซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต) (รูปที่ 4.7 

ก.) แตเมื่อพจิารณาการยอยสลายไพรีน พบวาชุดการทดลองที่เติมอาหารเหลว CFMM (ปราศจาก

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต) 

จะมีประสิทธิภาพการยอยสลายไพรีนดีที่สุด โดยในวันสุดทายของการทดลองจะมีปริมาณไพรีน

เหลือ 3.0 มก./กก. (รูปที่ 4.7 ข.) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการปรับปริมาณไนโตรเจนและ

ฟอสฟอรัสในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนใหมีปริมาณใกลเคียงกับในอาหารเหลว CFMM ซึ่งมี

อัตราสวนของไนโตรเจน :ฟอสฟอรัส เทากับ 3:1 (มก./ลิตร) โดยเติมอาหารเหลว  CFMM 

(ปราศจากแมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรด

ไดไฮเดรต) ความเขมขน 100 เทา กลุมแบคทีเรีย STK จะยอยสลายไพรีนไดดีที่สุด ในขณะที่เมื่อ

เติมอาหารเหลว CFMM ความเขมขน 100 เทา การยอยสลายไพรีนจะถูกยับยั้งถึงแมวาแบคทีเรีย

ทั้งหมดจะเพิ่มจํานวนขึ้นสูงกวาชุดการทดลองที่เติมอาหารเหลว CFMM (ปราศจากแมกนีเซียม

ซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต และแคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต) ซึ่งอาจมี

สาเหตุมาจากการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วของแบคทีเรียทองถิ่นที่ไมมีความสามารถในการยอย

สลาย แทนที่จะเปนการเพ่ิมจํานวนของกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติมลงไป (Heitkamp และ 

Cerniglia, 1989) ซึ่งการเพิ่มมวลชีวภาพที่มากเกินไปจะทําใหการยอยสลายไพรีนเกิดการ
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หยุดชะงัก เนื่องจากความสามารถในการนําไพรีนไปใชโดยกลุมแบคทีเรีย STK จะลดลง (Lee, 

2003)  

การบําบัดของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนสาร PAHs จากหองปฏิบัติการ โดยการเติม

กลุมแบคทีเรีย STK (exogenous microorganism) ที่มีความสามารถในการยอยสลายไพรีน 

(bioaugmentation) จะประสบผลสําเร็จก็ตอเมื่อ กลุมแบคทีเรีย STK สามารถยอยสลายไพรีนได

อยางมีประสิทธิภาพและสามารถอยูรอดในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนระหวางการบําบัดได 

(Vogel, 1996) 

ดังนั้นเพื่อศึกษาวากลุมแบคทีเรีย STK มีความสามารถในการอยูรอดระหวางการบําบัด

หรือไม งานวิจัยนี้จึงทําการตรวจติดตามพลวัตรประชากรกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติมลงไปเพี่อ

บําบัดสาร PAHs ในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนซึ่งมีภาวะทางเคมีและกายภาพเหมาะสมกับ

กลุมแบคทีเรีย STK โดยใชเทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) ผลการ

ทดลอง (รูปที่ 4.8) แสดงใหเห็นวาชุดควบคุมกลุมแบคทีเรีย STK มีแถบดีเอ็นเอที่เห็นเดนชัด 4 

แถบดวยกัน ซึ่งตางกับที่ ทิมากร แสงดํา (2547) ไดรายงานการคัดแยกกลุมแบคทีเรียวา

ประกอบดวยแบคทีเรีย 3 สายพันธุ เปนไปไดวาแถบที่อยูดานบนสุดเกิดขึ้นจากการที่เลี้ยงกลุม

แบคทีเรีย STK ในอาหารเหลวที่มีสารอาหารสมบูรณและมีการถายเชื้อตอเนื่องเปนเวลานาน ทํา

ใหแบคทีเรียชนิดนี้ซึ่งแฝงตัวอยูเจริญขึ้นมาได และเมื่อตรวจติดตามกลุมแบคทีเรีย STK ที่เติมลง

ไปในของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนเพื่อบําบัดสาร PAHs ในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการ

ทดลอง พบวากลุมแบคทีเรีย STK ยังคงมีชีวิตอยู 1 สายพันธุ (แถบที่ 3) และมีการลดจํานวนลง 

(ดูจากจํานวนและความเขมของแถบดีเอ็นเอ) เมื่อตรวจติดตามประชากรแบคทีเรียทองถิ่น พบวามี

ความหลากหลายและมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของประชากรดังนี้ คือ ตรวจไมพบแถบดีเอ็นเอ

แถบที่ 4 ซึ่งพบในวันที่ 0 ของการทดลอง อาจเกิดจากชนิดของสารอาหารในของเสียที่เปน

ของเหลวปนเปอนไมเหมาะสมหรือมีปริมาณลดลงทําใหแบคทีเรียชนิดนี้ไมสามารถเจริญได 

ในขณะที่แถบดีเอ็นเอที่ 5 – 7 ยังคงอยู โดยแถบที่ 5 และ 7 แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียทองถิ่นมีการ

เพิ่มจํานวนขึ้น นอกจากนี้ยังสามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอแถบที่  8 - 15 โดดเดนขึ้นมา การเพิ่ม

จํานวนและชนิดของแบคทีเรียทองถิ่น (ดูจากจํานวนและความเขมของแถบดีเอ็นเอ) ในระหวาง

การบําบัดอาจเกิดจากการปรับภาวะทางเคมีและกายภาพของของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนให

เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย STK สงผลใหแบคทีเรียทองถิ่นสามารถปรับตัวและเพิ่มจํานวนขึ้นได

ดวย หรืออาจเกิดจากการที่กลุมแบคทีเรีย STK ยอยสลายไพรีนและผลิตสารมัธยันตรไดหลาย

ชนิด โดยพบวาหนึ่งในสารมัธยันตรที่ได คือ กรดซาลิไซลิก ซึ่งเปนสารที่ประกอบดวยวงอะโรมาติก
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เพียง 1 วงเทานั้น จึงนับวาเปนสารที่งายตอการนําไปใชโดยแบคทีเรียทองถิ่น (ปยะวรรณ เพชรา

ภา, 2549) 

งานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวากลุมแบคทีเรีย STK มีประสิทธิภาพสูงในการบําบดัของเสยีทีเ่ปน

ของเหลวปนเปอนสาร PAHs จากหองปฏิบัติการที่เติมไพรีน 100 มก./ลิตร โดยภาวะทางเคมีและ

กายภาพของของเสยีที่เปนของเหลวปนเปอนที่เหมาะสมกับกลุมแบคทีเรีย STK ในการยอยสลาย

ไพรีนในงานวิจัยนี้ ไดแก ของเสียที่เปนของเหลวปนเปอนภาวะความเปนกรด-เบส 7.0 และเพิ่ม

ปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสใหใกลเคียงกับในอาหารเหลว CFMM หลังจากเติมกลุม

แบคทีเรีย STK แลวนําไปบมบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 300 รอบ/นาที เปนเวลา 16 วัน พบวาของ

เสียที่เปนของเหลวปนเปอนจะมีปริมาณไพรีนเหลืออยู 3 มก./กก. ซึ่งผานมาตรฐานสหภาพยุโรป 

ที่กําหนดปริมาณ PAHs ในกากตะกอนน้ําเสียไมเกิน 6 มก./กก. (Pérez และคณะ, 2001) 

สามารถปลอยทิ้งสูสิ่งแวดลอมได นอกจากนี้ยังพบวากลุมแบคทีเรีย STK มีความสามารถในการ

อยูรอดระหวางการบาํบัด โดยพบวาในวันที่ 16 ซึ่งเปนวันสุดทายของการบําบัดกลุมแบคทีเรีย 

STK ยังคงมีชีวิตเหลืออยู 1 สายพันธุ 
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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-เบส ดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที เตมิสารละลายในสวน ข. ที่

ทําการเตรียมแยกแตละชนิดและทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปเซลลูโลสอะซี

เตทขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร ลงในอาหารที่ทําการนึ่งฆาเชื้อแลว 

 
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-เบส ดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.0 ปรับปริมาตรใหเปน 1,000 มล.

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที 
 



 81 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB แตละลายผงวุน 15 กรัม

ตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1,000 มล. ลงไปในอาหารกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อ Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM) ความเขมขน 100 เทา 
 
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)      30.0  กรัม 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO4⋅12H2O)  55.0  กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)    8.0  กรัม 

  

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 100 มล. ปรับคาความเปนกรด-เบส ดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
 
สารละลายไพรีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด 
 

ชั่งไพรีน 0.1 กรัม ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1.0 มล. ผสมดวยเครื่องปน

ผสมจนผลึก PAHs ละลายหมด ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนดิ PTFE ทีม่ี

ขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิด เก็บที่อุณหภูม ิ–20 °ซ เติม

ลงในอาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว  

 
สารละลายมาตรฐานของ PAHs ในเมธานอล 
 

ชั่งสาร PAHs ที่ตองการเตรียม ชนิดละ 0.1 กรัม ละลายสารมาตรฐานแตละชนิดในเมธา

นอล ปริมาตร 10 มล. ผสมจนสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน กรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE 

ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ เพื่อ

ใชเปนสารมาตรฐานในการวิเคราะหชนิดและปริมาณ PAHs ดวยวิธี HPLC 

 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล 
 

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 4 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 90 มล. ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 

มล. ปรับปริมาตรใหครบ 100 มล. ดวยน้ํากลั่น 

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที 
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สารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 นอรมัล 
 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน       10  มล.  

น้ํากลั่นจนเปนปริมาตร       120  มล. 

 

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 15 นาที 
 
สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 
 

ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที  
 
สารละลายเมธานอลเขมขน 80% ในน้ํา (ปริมาตร:ปริมาตร) 
 
 กรองเมธานอลผานแผนกรองชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร กําจัด

ฟองอากาศดวยเครื่องกําเนิดคลื่นเสียงความถี่สูง จากนั้นผสมเมธานอลปริมาตร 80 มล. กับน้ํา

กล่ันที่กรองผานแผนกรองชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรู 0.20 ไมโครเมตร และกําจัดฟองอากาศ

ออกแลวปริมาตร 20 มล. นําไปกําจัดฟองอากาศดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูงอีกครั้งจนไม

เหลือฟองอากาศ 

 
สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0 
 
Trismabase (C4H11NO3)      121.1  กรัม 

กรดไฮโดรคลอริกเขมขน       42  มล.  

  

ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แลวเติมกรดไฮโดรคลอริก

เขมขน คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริก

เขมขน เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
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สารละลาย EDTA  เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0 
 

EDTA (C10H14N2O8Na2⋅2H2O)      186.1  กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด       20  กรัม 

 

ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แลวเติมโซเดียมไฮดรอกไซด คนใหเขา

กันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน เติมน้ํา

ปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 

 
บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบส 8.0 
 
Tris-HCl                                10.0  มิลลิโมลาร 

EDTA             1.0  มิลลิโมลาร 

 

ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0 ปริมาตร 10 มล. เขา

กับสารละลาย EDTA  เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0 ปริมาตร 2 มล. เติมน้ําปลอด

ประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 

 
สารละลาย 10% SDS 
 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุปลอดเชือ้ที ่

อุณหภูมิ 60 °ซ ปริมาตร 80 มล. เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนเปนปริมาตร 

100 มล. 

 
สารละลายโปรตีเนสเค (proteinase K) ความเขมขน 20 มก./ลิตร 
  
 ละลายผงโปรตีเนสเคน้ําหนัก 20 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 1 มล. เก็บที่

อุณหภูมิ –20 °ซ 
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สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 5 โมลาร 
 

ชั่งโซเดียมคลอไรดน้ําหนัก 29.22 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 90 มล. ในขวดวัดปริมาตรปรับ

ปริมาตรใหครบ 100 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ 

เปนเวลา 20 นาที 
 
สารละลาย CTAB/NaCl (10% CTAB ใน 0.7 M NaCl) 
 
CTAB         10  กรัม 

โซเดียมคลอไรด        0.7          โมลาร 

 

 ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 80 มล. ที่อุณหภูมิ 60 °ซ จากนั้นเติม

สารละลายโซเดียมคลอไรดจน CTAB ละลายหมด เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล. 

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
สารละลายฟนอล 
 

 นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวที่อุณหภูมิ 68 °ซ จากนั้นเติมผงไฮดรอกซีควิ

โนลีน ใหความเขมขนสุดทายเปน 0.1% แลวเติม Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-เบส 

8.0 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตร:ปริมาตร:ปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวจนสารละลายแยก

ชั้นดูดสารละลายชั้นบนทิ้ง ทําซํ้าจนกระทั่งดูดชั้นฟนอลมาวัดความเปนกรด-เบส ไดเทากับ 7.8 

ดวย pH paper สุดทายเติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบส 8.0 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตร:

ปริมาตร:ปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวดูดสารละลายชั้นบนทิ้ง เติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบส 

8.0 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตร:ปริมาตร:ปริมาตร) อีกครั้ง เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 °ซ 

 
สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 
 ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล

ใหเขากัน ในอัตราสวน ฟนอล:คลอโรฟอรม:ไอโซเอมิลแอลกอฮอล เปน 25:24:1 (ปริมาตร:

ปริมาตร:ปริมาตร)  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 °ซ 
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สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 
 ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลใหเขากัน ในอัตราสวนคลอโรฟอรม:ไอโซเอ

มิลแอลกอฮอล 24:1 (ปริมาตร:ปริมาตร) เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 °ซ 

 
สารละลาย RNase A เขมขน 10 มก./มล. 
 
 ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 1 มล. เก็บที่

อุณหภูมิ –20 °ซ 
 
High extraction buffer 
 
สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0  5  มล.   

สารละลาย EDTA  เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0  2  มล. 

สารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขน 1.0 โมลาร    2.5  มล. 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อจนเปนปริมาตร     20  มล. 

 
สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร ความเปนกรด-เบส 5.2 
 
 ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 400 มล. ปรับคา

ความเปนกรด-เบสเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติก เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 500 มล. นําไปนึ่ง

ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
70% เอธานอล 
 
99% เอธานอล        700  มล. 

น้ําปลอดประจุ        300  มล. 
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บัฟเฟอร Tris-acetate (TAE) ความเขมขน 50 เทา 
 
Tris base        242  กรัม 

กรดอะซีติกเขมขน       57.1  มล. 

สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-เบส 8.0  100  มล. 

 

 ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แลวเติมน้ําปลอดประจุ

จนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ 

เปนเวลา 20 นาท ี
 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร Tris-acetate (TAE) 
 
เอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 มก./มล.     0.1  มล. 

บัฟเฟอร Tris-acetate (TAE)      99.9  มล. 

 

เจือจางเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 มก./มล. ดวยบัฟเฟอร Tris-acetate (TAE) ได

สารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน 10 ไมโครกรัม/มล.  เก็บในภาชนะปดสนิทในที่มืด 
 
ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลและทําใหดีเอ็นเอบริสุทธิ์ Glass powder for DNA 
recovery (TAKARA, ญี่ปุน) 
 

ประกอบดวย 

1. NaI 

2. Washing buffer ความเขมขน 10 เทา 

3. Glass powder 

เก็บที่อุณหภูมิ 4 °ซ วิธีใชตามที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต 
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อะกาโรสเจลเขมขน 1.0% 
 

ละลายอะกาโรสเจลน้ําหนัก 1.0 กรัม ในบัฟเฟอร Tris-acetate (TAE) เขมขน 1 เทา 

ปริมาตร 100 มล. 
 
Loading dye ความเขมขน 6 เทา 
 

สีบรอมฟนอลบลู (4 มก. ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 1 มล.)   12.5  มล. 

ซูโครส         20  กรัม

   

ผสมสวนประกอบทั้งหมด แลวเติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-เบส 8.0 จนเปนปริมาตร 

50 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
0% denaturing solution 
 
40% อะคริลาไมด/บิส       8.13  มล. 

บัฟเฟอร Tris-acetate (TAE) เขมขน 50 เทา    1  มล. 

น้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร       50  มล. 
 
80% denaturing solution 
 
40% อะคริลาไมด/บิส       8.13  มล. 

บัฟเฟอร Tris-acetate (TAE) เขมขน 50 เทา    1  มล. 

ฟอรมาไมด        16  มล. 

ยูเรีย         16.82  กรัม 

น้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร       50  มล. 
 
แอมโมเนยีมเปอรซัลเฟตเขมขน 10% 
 
แอมโมเนียมเปอรซัลเฟต       0.1  กรัม 

น้ําปลอดประจุ        1  มล. 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐานของไพรีน 
 
 

y = 70269x
R2 = 0.9991
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รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไพรีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหโดยวิธี  

HPLC  

        

ความเขมขนของไพรีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มาแทนคาใน

สมการเสนตรงดังนี้ 

 

พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน x ปริมาณไพรีน) + จุดตัดแกนวาย 

โดยที่   ความชันของกราฟมาตรฐาน  = 70269 

   จุดตัดแกนวาย   = 0.0 
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กราฟมาตรฐานของฟลูออแรนธีน 
 
 

y = 47296x
R2 = 0.9995
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รูปที่ ค.2 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟลูออแรนธนีกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหโดย

วิธี HPLC  

        

ความเขมขนของฟลูออแรนธีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มา

แทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 

 

พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน x ปริมาณฟลูออแรนธีน) + จุดตัดแกนวาย 

โดยที่   ความชันของกราฟมาตรฐาน  = 47296 

   จุดตัดแกนวาย   = 0.0 
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กราฟมาตรฐานของฟแนนทรีน 
 
 

y = 41236x
R2 = 0.9997
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รูปที่ ค.3 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟแนนทรนีกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหโดยวิธ ี

HPLC  

        

ความเขมขนของฟแนนทรีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มาแทน

คาในสมการเสนตรงดังนี้ 

 

พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน x ปริมาณฟแนนทรีน) + จุดตัดแกนวาย 

โดยที่   ความชันของกราฟมาตรฐาน  = 41236 

   จุดตัดแกนวาย   = 0.0 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวปโยบล คอนรัตน เกิดเมื่อวนัที ่ 25 พฤษภาคม พ.ศ. 2523 สําเร็จการศึกษา

ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวชิาเอกจุลชวีวทิยา ภาควิชาชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 

มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ ในปการศึกษา 2544 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญา

มหาบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยาทางอตุสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2548 
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