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กิตติกรรมประกาศ 

คุณงามความดีที่ไดจากการทําวิทยานิพนธฉบับนี้ขอมอบใหแกบิดามารดา   และ
ทุก ๆ คนในครอบครัว ที่อบรมเลี้ยงดู ใหการศึกษามาตั้งแตเยาววัย ใหความรักที่ยิ่งใหญและความ
ชวยเหลือในดานตาง ๆ  เปนกําลังใจที่สําคัญที่สุดในระหวางการศึกษาและการทําวิทยานิพนธมา
โดยตลอดจนเสร็จสมบูรณในที่สุด  

ผูวิจัยขอขอบพระคุณอาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ อาจารย ดร.ศรัณย  เตชะเสน 
เปนอยางสูง ที่เมตตาและใหโอกาสแกผูวิจัยในการดําเนินการวิจัยครั้งนี้  นอกจากนี้ยังใหความ
กรุณาถายทอดวิชาความรูในดานตาง ๆ รวมทั้งใหแงคิดในการทํางานอยางมีประสิทธิภาพและ
แนะนําใหคําปรึกษาในงานวิจัยจนสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี 

ขอขอบพระคุณคณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ ผูชวยศาสตราจารย ดร.สุธา   
ขาวเธียร  อาจารย ดร.มนัสกร   ราชากรกิจ  และอาจารย ดร.ชัยพร   ภูประเสริฐ ที่กรุณาให
คําแนะนําตลอดจนขอเสนอแนะที่เปนประโยชน เพื่อการแกไขและปรับปรุง ทําใหวิทยานิพนธฉบับ
นี้มีความสมบูรณมากที่สุด  และขอขอบพระคุณคณาจารยทุกทานที่ประสิทธิ์ประสาทถายทอด
ความรูทางวิชาการใหแกผูวิจัย 

ขอขอบพระคุณคุณสมเกียรติ ทวมแสง และคุณพิณนภา โรจนจิราภา เปนอยาง
สูงที่ใหความอนุเคราะหอุปกรณและเครื่องมือตาง ๆ ในการดําเนินการวิจัย รวมทั้งขอขอบคุณเจต 
น้ํา และเจาหนาที่ศูนยอางอิงทางหองปฏิบัติการและพิษวิทยา  สํานักโรคจากการประกอบอาชีพ
และสิ่งแวดลอม   กรมควบคุมโรค   กระทรวงสาธารณสุข ทุกทานที่ใหคําแนะนําและคําปรึกษาจน
งานวิจัยสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี  

ขอขอบพระคุณบัณฑิตวิทยาลัยที่มอบทุนสนับสนุนการทําวิจัยในคร้ัง น้ี            
ขอขอบคุณเจาหนาที่หองปฏิบัติการและเจาหนาที่ฝายธุรการในภาควิชาวิศวกรรมสิ่งแวดลอมทุก
ทาน โดยเฉพาะอยางยิ่ง อาจารยจันทรวรรณ ตันเจริญ ที่ใหความชวยเหลือ คําแนะนํา คําปรึกษา  
และอํานวยความสะดวกในการทํางานวิจัยเปนอยางดี 

ทายนี้ขอขอบคุณเพื่อน ๆ พี ่ๆ นอง ๆ ในภาควิชาวิศวกรรมสิ่งแวดลอม ที่ใหความ
ชวยเหลือ คําปรึกษาและเปนกําลงัใจที่ดี โดยเฉพาะอยางยิง่ จา เพือ่นที่รวมทกุขรวมสุขระหวาง
การทาํวิจยัมาโดยตลอด ขอขอบคุณอุม แปะ ปลา เก พี่จิ พี่เรือง พีด่อน และเพื่อนชาวแสงทองที่
คอยรับฟงปญหาใหกําลงัใจและเอาใจชวยใหวทิยานพินธเลมนี้สําเร็จลุลวงดวยดี  
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 
 ไตรคลอโรเอทธิลีน (Trichloroethylene ; TCE) เปนตัวทําละลายอินทรีย (Organic  
Solvent) ที่มีการใชในกระบวนการผลิตอยางแพรหลายของอุตสาหกรรมหลายประเภท เชน 
อุตสาหกรรมผลิตชิ้นสวนอิเลคทรอนิคส  อุตสาหกรรมสีและสิ่งพิมพ เปนตน ซึ่งใชในการกําจัด
คราบ ทําความสะอาดสวนประกอบที่เปนโลหะของอุปกรณตาง ๆ  และเปนตัวทําละลายใน
ผลิตภัณฑตาง ๆ เชน หมึกพิมพ สี แลกเกอร กาว น้ํายาทําความสะอาดพรม น้ํายากําจัดคราบ
เปอน และยังเปนตัวทําละลายสําหรับสกัดคาเฟอีนจากกาแฟ  ประเทศไทยยังไมมีการผลิตสาร
ไตรคลอโรเอทธิลีน ดังนั้นจึงไดนําเขาจากตางประเทศ อาทิเชน ประเทศญี่ปุน  สหราชอาณาจักร 
และประเทศเนเธอรแลนด เปนตน ซึ่งปริมาณการนําเขาไตรคลอโรเอทธิลีนในป  พ.ศ. 2544   มี
ปริมาณนําเขาถึง  6.20  ลานกิโลกรัม และคาดวายังคงมีการนําเขาอยางตอเนื่องในปจจุบัน (กรม
ควบคุมมลพิษ, 2547)  
 ไตรคลอโรเอทธิลีน จัดเปนสารไฮโดรคารบอนซ่ึงเปนหนึ่งในอนุพันธของสารประกอบ
คลอรีนแบบอะลิฟาติก (Chlorinated Aliphatic Hydrocarbons) มีลักษณะทั่วไป เปนของเหลวใส 
ไมมีสี  มีกลิ่นเฉพาะตัว ละลายน้ําไดพอสมควร ( ประมาณ 1.1 กรัมตอลิตร )  เปนสารที่ถูกดูดซึม
ไดดีทั้งจากการสูดดม การกิน และการซึมผานผิวหนัง ทําใหมีการระคายเคืองตอตา ผิวหนัง  และ
เยื่อบุ รวมทั้งมีพิษเฉียบพลันในสัตวเล้ียงลูกดวยนม เปนสาเหตุกอใหเกิดโรคมะเร็งในสัตวทดลอง 
และมีแนวโนมกอใหเกิดโรคมะเร็งสําหรับมนุษยดวย  แตยังไมมีรายงานการยืนยันวาเปนสารกอ
เกิดมะเร็ง  ซึ่งปจจุบันไตรคลอโรเอทธิลีน ถูกจัดใหเปนวัตถุอันตรายชนิดที่ 2 ตามพระราชบัญญัติ
วัตถุอันตราย พ.ศ. 2535 หมายความวา การผลิต การนําเขา การสงออก หรือการมีไวใน
ครอบครอง ตองแจงพนักงานเจาหนาที่ทราบกอน และตองปฏิบัติหลักเกณฑ และวิธีการที่กําหนด
ดวย (กรมควบคุมมลพิษ, 2547)  
 จากการนําไตรคลอโรเอทธิลีนมาใชอยางกวางขวาง ทําใหมีการปนเปอนสูสิ่งแวดลอมได
หลายทาง โดยการปนเปอนหลักมีสาเหตุมาจากการเก็บที่ไมดีพอ การรั่วซึมของถังเก็บไตรคลอโร-
เอทธิลีนใตดิน การกําจัดกากของเสียที่ไมถูกตอง การรั่วไหลหรือเกิดอุบัติเหตุขณะขนสง ทําให 
ไตรคลอโรเอทธิลีนร่ัวซึมลงช้ันใตดิน เนื่องจากไตรคลอโรเอทธิลีนเปนตัวทําละลายอินทรียที่หนัก
กวาน้ําทําใหไตรคลอโรเอทธิลีนซึมลงสูชั้นน้ําบาดาลและดูดซับกับตะกอนใตน้ํา กอใหเกิดปญหา
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การปนเปอนในระยะยาว ไตรคลอโรเอทธิลีนมีความสามารถในการละลายน้ําประมาณ 1.1 กรัม
ตอลิตร  ในขณะที่ประกาศของคณะกรรมการสิ่งแวดลอมแหงชาติ ฉบับที่ 20 (พ.ศ.2543) ได
กําหนดคามาตรฐานคุณภาพน้ําใตดินที่เกี่ยวของกับสารอินทรียที่ระเหยงาย    โดยอนุญาตใหมี
ไตรคลอโรเอทธิลีนในน้ําใตดินไดไมเกิน 5 ไมโครกรัมตอลิตร (กรมควบคุมมลพษิ, 2547) 

วิธีการบําบัดน้ําที่มีการปนเปอนสารไตรคลอโรเอทธิลีนมีหลายวิธ ี ไดแก กระบวนการ Air 
Stripping และ Steam Stripping โดยการใชตัวกลางเปนอากาศ และไอน้ําเปนตัวพาไตรคลอโร-  
เอทธิลีนออกจากน้าํ ซึง่ตองนาํอากาศเสยีไปบําบัดกอนปลอยสูบรรยากาศ  กระบวนการดูดซับ
ดวยถานกมัมนัต (Activated Carbon Adsorption) เพื่อดูดซับไตรคลอโรเอทธิลีน    ซึ่งตองนําถาน 
กัมมันตไปกาํจัดตามวิธกีารจัดการของเสยีอันตรายตอไป หรือกระบวนการเกิดปฏกิิริยาออกซิเด- 
ชั่น (Oxidation) เพื่อทําลายพันธะทางเคมขีองไตรคลอโรเอทธิลนี แตวธิีดังกลาวเปนวิธีที่เสยีคาใช 
จายในการบาํบัดสูงและวิธกีารยอยสลายทางชวีภาพแบบใชอากาศ (Aerobic Biodegradation) 
ซึ่งเปนวิธทีี่นาเหมาะสมเพราะประหยัดทีสุ่ด และไมกอใหเกิดผลผลิตที่เปนอนัตรายเมื่อเปรียบ 
เทียบกบัการบาํบัดโดยวิธกีารอื่น  (Arp และ คณะ, 2001) 

การศึกษาที่ผานมา พบวา โทลูอีนและฟนอลสามารถเปนซับสเตรตในกระบวนการรวม
ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลนีทางชวีภาพแบบใชอากาศ และมีประสิทธิภาพดีในการบําบัดไตรคลอ
โรเอทธิลีน (Hopkins และคณะ, 1993a) แตเนื่องจากโทลูอีนและฟนอลจัดเปนสารอันตรายตอ
สุขภาพอนามยัของมนษุยทัง้การหายใจ การรับประทานหรือการซึมผานทางผิวหนงั ดวยเหตุนี้จึง
ไดมีการศึกษาตอมาโดยการนําสารที่ไมเปนอันตรายมาเปนซับสเตรต  เชน กลูโคส (Gao และ 
Skeen, 1999) สารเทอรปนที่สกัดไดจากน้ํามนัหอมระเหยของพืช (Suttinun, 2003)  และเบนซลิ
แอลกอฮอล Tejasen, 2003) เปนตน พบวาไดผลดีเชนเดียวกนั โดยงานวิจัยของ Tejasen(2003) 
พบวา จุลินทรียที่โตบนฟนอลแตไมโตบนโทลูอีนสามารถใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตแทน 
ฟนอลในกระบวนการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศได อีกทั้งมกีารรายงานคาตวั
แปรทางจลนพลศาสตรทําใหสามารถนําคามาเปรียบเทียบได ในขณะที่สารอืน่ ๆ ไมไดมีการ
รายงานคาตวัแปรทางจลนพลศาสตร ดังนัน้งานวิจัยนีจ้ึงสนใจศึกษาการนาํเบนซิลแอลกอฮอลมา
ใชแทนโทลูอีนเพื่อเปนซับสเตรต รวมทั้งคํานวณหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรจากแบบจําลอง
คอมพิวเตอรและสามารถเปรียบเทียบคากบังานวิจยัที่ผานมา เพื่อนาํขอมูลที่ไดนาํมาประยกุตใช
ในการบาํบัดน้ําเสยีที่มกีารปนเปอนไตรคลอโรเอทธิลีน ดวยวิธกีารทางชีวภาพแบบใชอากาศได
ตอไป 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจยั 
 

1.2.1 เพื่อศึกษาความเปนไปไดในการใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตแทนโทลูอีน   
 ในการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนทางชีวภาพแบบใชอากาศ 
1.2.2 เพื่อศึกษาหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของกระบวนการรวมยอยสลายไตร-
 คลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน หรือโตบนเบนซิล-
 แอลกอฮอล  และการยอยสลายแบบใชอากาศของโทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอล 
 โดยใชแบบจําลองคอมพิวเตอร 
1.2.3 เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของกระบวนการรวม
 ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศ เมื่อเปลี่ยนซับสเตรตจากโทลูอีนเปน
 เบนซิลแอลกอฮอล 
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 
การวิจัยในครั้งนี้เปนการวิจัยในระดับหองปฏิบัติการ ใชการทดลองแบบแบตช (Batch) 

ตลอดการวิจัย เพื่อศึกษาการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนทางชีวภาพแบบใชอากาศโดยใชเบนซิล
แอลกอฮอลเปนซับสเตรตแทนโทลูอีน  ดําเนินการ ณ อุณหภูมิหอง  ของศูนยอางอิงทาง
หองปฏิบัติการและพิษวิทยา  สํานักโรคจากการประกอบอาชีพและสิ่งแวดลอม   กรมควบคุมโรค   
กระทรวงสาธารณสุข  ระหวางเดือนมกราคมถึงพฤษภาคม  2548 

 
การศึกษาวิจัยในครั้งนี้กําหนดขอบเขตการวิจัยการวิจัยดังนี้ 
 
1.3.1 การทดลองเพิ่มจํานวนเชื้อจุลินทรียที่สามารถโตบนโทลูอีน ( Toluene - Grown 

Mixed Culture) โดยนําเชื้อจุลินทรียมาจากน้ําเสียในถังเติมอากาศของโรง
ควบคุมคุณภาพน้ําสี่พระยา  สํานักการระบายน้ํา กรุงเทพมหานคร 

1.3.2 การทดลองหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรไดแก คายิลด  ( growth yield ; Y )   
  คาคงที่อัตราการยอยสลายจาํเพาะสูงสุด (maximum specific degradation 
  rate ; kmax)  คาคงทีก่ารอิ่มตัว (half saturation contant ; Ks)   และคา   
  Transformation capacity (Tc) ของกระบวนการรวมยอยสลายแบบใชอากาศ
  ของไตรคลอโรเอทธิลนี  และการยอยสลายแบบใชอากาศของโทลูอีนและเบนซิล
  แอลกอฮอล   
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1.3.3 การทดลองนี้ใชแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM 2.1b ซึง่พัฒนาโดย Peter 
 Reichert : Swiss Federal Institute for Environmental Science and 
 Technology (EAWAG) Switzerland ในการคํานวณหาคาตัวแปรทาง
 จลนพลศาสตร  

 
1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

1.4.1 สามารถเปรียบเทียบประสิทธิภาพในกระบวนการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิ-
 ลีนแบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่ใชโทลูอีน  หรือเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรต 
1.4.2 สามารถเปรียบเทียบคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรในกระบวนการรวมยอยสลาย
 ไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศระหวางจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน หรือโตบนเบน-
 ซิลแอลกอฮอล 
1.4.3 สามารถนําแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM 2.1b มาใชในการคํานวณหา
 คาตัวแปรทางจลนพลศาสตร  
1.4.4 สามารถนําคาผลการทดลองที่ไดไปเปนแนวทางในการออกแบบระบบบําบัด ใน
 กรณีที่มีการปนเปอนของสารไตรคลอโรเอทธิลีนในภาคสนามเกิดขึ้นตอไปใน
 อนาคตได 
  



 
 

บทที่ 2 
  

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
 
2.1  ไตรคลอโรเอทธิลีน (Trichloroethylene) 
 

ไตรคลอโรเอทธิลีน (Trichloroethylene ; TCE) จัดเปนสารอินทรียสังเคราะห (Xenobiotic 
Compound) มีสถานะเปนของเหลวใส ไมนําไฟฟา ไมมสีี มีกลิ่นเฉพาะตัวคลายอีเธอร  ละลายน้าํได
พอสมควร ประเทศไทยยังไมมีการผลิตสารไตรคลอโรเอทธิลีน ดังนัน้จึงไดนาํเขาจากตางประเทศ อาทิ
เชน ประเทศญี่ปุน  สหราชอาณาจักร และประเทศเนเธอรแลนด เปนตน (กรมควบคุมมลพิษ, 2547)  
คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของไตรคลอโรเอทธิลีน ดงัแสดงในตารางที ่2.1 
 

2.1.1 การนาํไปใชประโยชน  
 

  ไตรคลอโรเอทธิลีนถกูนาํไปใชประโยชนในดานตาง ๆ ดงันี ้
 
  1.  ในทางอุตสาหกรรม ประมาณรอยละ 85 - 90 ใชไตรคลอโรเอทธิลีนในการกาํจัด
คราบ ทาํความสะอาดสวนประกอบที่เปนโลหะของอุปกรณตาง ๆ หรือช้ินสวนอิเลก็ทรอนกิส 

 2.  เปนตัวทาํละลายในผลติภัณฑตาง ๆ เชน หมึกพิมพ สี แลกเกอร กาว น้ํายาทํา
ความสะอาดพรม น้ํายากาํจัดคราบเปอน น้ํายาฆาเชือ้ และใชเปนตัวทําละลายสําหรับสกัดคาเฟอนี
จากกาแฟ 

 3. เปนสารสําหรับยุติปฏิกิริยาลูกโซในการผลิตโพลีไวนลิคลอไรด(Polyvinylchloride) 
 4.  ใชเปนสารตั้งตน หรือตัวกลาง (Intermediate) เพื่อสังเคราะหสารอินทรียชนิดอื่น 

ๆ เชน เพนตะคลอโรอีเทน (Pentachloroethane) เปนตน 
  5.  ใชเปนสารทดแทนสารซีเอฟซี (Chlorofluorocarbon ; CFC)  เพื่อลดผลกระทบ

ของสภาวะกาซเรือนกระจกในอุตสาหกรรมผลิตชิ้นสวนอิเลคทรอนิคส ฟอกหนงั ทําสารเคลือบ
กระดาษและกาว เปนตน 
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   ตารางที่ 2.1  คุณสมบัติของไตรคลอโรเอทธิลีน (กรมควบคุมมลพษิ, 2547) 
 

ชื่อสามัญ  Trichloroethylene 
CASRN (Chemical Abstracts Service Registry Number) 79-01-6 
สูตรโมเลกุล C2HCl3 
สูตรโครงสราง 

 
MCL (Maximum contaminant level)                                            (3) 0.005  มก./ล.                (1) 
MCLG (Maximum contaminant level goal)                                  (4) zero                       (1) 
TLV-STEL (Threshold Limit Value, Short Term Exposure Limit)   (5) 200     มก./ล.                       
TLV-TWA  (Threshold Limit Value , Time Weighted Average)    (6) 50       มก./ล.                       
น้ําหนกัโมเลกลุ 131.39 
จุดเดือด 86.9°C 
จุดหลอมเหลว -84.8°C 
จุดวาบไฟ - 
อุณหภูมิติดไฟไดเอง 410°C 
ชวงความเขมขนที่ติดไฟ 8 - 10.5 %ในอากาศ 
ความดันไอ (ที่ 20°C) 57.8 มม.ปรอท 
ความสามารถในการละลายน้ํา (ที ่25°C) 1.1  กรัม/ลิตร 
ความหนาแนนไอ 4.53  กรัม/ลบ.ม. 
ความถวงจําเพาะ (ที่ 20°C) 1.4642   
คาคงที่ของเฮนรี่  (ที่ 25°C บรรยากาศ x ลูกบาศกเมตร / โมล) 1.03 x 10-2                    (2)  
คา Organic Carbon-Water Partition Cofficient (Koc) 93 

 
(1)  U.S.EPA, 2002       (2)  U.S.EPA, 2000 
(3)  MCL   :  The recommended maximum contaminated level allowed in drinking water. 
(4) MCLG  : The future goal of recommended maximum contaminated level allowed in drinking  water.  
(5)  TLV-TWA : The average concentration under which most people can work consistently for eight  
                 hours, day in, day out, with no harmful effects. 
(6)  TLV-STEL  :  The maximum concentration permitted for a continuous 15-minute exposure period. 
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2.1.2 ความเปนพิษ และอันตรายตอสุขภาพอนามัย  
 

  การเขาสูรางกายของสารไตรคลอโรเอทธิลีนในระยะเวลาสั้น ๆ ยังไมมีการยนืยนัวา
ถูกสะสมในอวัยวะตาง ๆ เนื่องจากไตรคลอโรเอทธิลีนถูกขับออกทางลมหายใจ และสลายตัวไดอยาง
รวดเร็ว แตการไดรับไตรคลอโรเอทธิลีนเปนเวลานานจะมีการสะสมในอวัยวะตาง ๆ ได  สวนใหญไตร-
คลอโรเอทธิลีนผานเขาสูรางกายไดโดยการหายใจ และทางผิวหนงั อาการของการไดรับสารไตรคลอโร-
เอทธิลีนเปนดงันี ้

 1. ทางเดนิหายใจ การหายใจเขาไปจะกอใหเกิดการระคายเคืองตอทางเดินหายใจ 
ทําใหเกิดอาการปวดศีรษะ เวียนศีรษะ คลื่นไส ไอ หายใจติดขัด หมดสติ เปนลม และอาจเสียชวีิตได
เมื่อสัมผัสกับไอระเหยที่ความเขมขนสูง ๆ  

 2. ทางผิวหนงั การสัมผัสถกูผิวหนงัซ้ําหรอืเปนระยะเวลานานจะกอใหเกิดการระคาย
เคืองและทาํใหผิวหนงัอักเสบเนื่องจากการสูญเสียไขมันของชั้นผิวหนังไดเกิดภาวะภูมิแพตอการสมัผัส 

 3. การรับประทานเขาไป จะทําใหเกิดการระคายเคืองตอทางเดินอาหาร และทําให
เกิดอาการคลื่นไส ไอ ปวดทอง ทองรวง และอาจหมดสติได 

 4.   ไตรคลอโรเอทธิลีนกอใหเกิดมะเร็งในอวัยวะตาง ๆ ของสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม  
และมีแนวโนมในการเกิดมะเร็งในมนุษย ( International Agency for Research on Cancer  จัดให
ไตรคลอโรเอทธลิีนเปนสารในกลุม 2A) (กรมควบคุมมลพิษ, 2547) 

 สําหรับคามาตรฐานความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลนีในน้ําใตดิน กําหนดใหไมเกิน 
5  ไมโครกรัมตอลิตร ตามประกาศคณะกรรมการสิ่งแวดลอมแหงชาติ ฉบับที ่20 (พ.ศ. 2543) 

 ไตรคลอโรเอทธิลีนมพีิษเฉยีบพลันในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม โดยผลความเปนพิษแบบ
เฉียบพลนัในสัตวทดลองแสดงดังตารางที่  2.2 

 
ตารางที่  2.2  ผลความเปนพิษแบบเฉียบพลันในสัตวทดลองของไตรคลอโรเอทธิลีน 

        (กรมควบคุมมลพิษ, 2547) 
 

ชนิดสัตวทดลอง ลักษณะความเปนพษิ ปริมาณที่กอใหเกิดพษิ 
หน ู inhaleLC50 ในเวลา 4 ชัว่โมง 6,690  ppm  
 oral  LD50 4,920  mg/kg      
 ip  LD50 2,725  mg/kg 
กระตาย dermal  LD50 20  mg/kg         
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หมายเหต ุ
-  inhale LC50 คือ ปริมาณสารพิษที่เขาไปโดยการหายใจซึ่งทาํใหสัตวทดลองตายไปรอยละ  50  
-  oral   LD50   คือ  ปริมาณสารพิษที่เขาไปโดยทางปากซึ่งทาํใหสัตวทดลองตายไปรอยละ 50  
-  ip LD50  คือ ปริมาณสารพษิที่เขาไปโดยการฉีดเขาชองทองซึ่งทําใหสัตวทดลองตายไปรอยละ 50  
-  dermal  LD50  คือ ปริมาณสารพิษที่เขาไปโดยทางผวิหนังซึง่ทําใหสัตวทดลองตายไปรอยละ  50  

 
 2.1.3  การปนเปอนสูสิ่งแวดลอม  
 

          ไตรคลอโรเอทธิลีนเขาสูส่ิงแวดลอมไดหลายวิธีดงันี ้
   1.  การจัดการของเสียที่ไมถูกตอง    เชน การฝงกลบภาชนะบรรจุทีย่ังมีไตรคลอโรเอทธ-ิ

ลีนเหลือ อยู  การเทไตรคลอโรเอทธิลีนที่เหลือหรือใชแลวลงอางลางมอืในหองปฏิบัติการ เปนตน ทาํให
ไตรคลอโรเอทธิลีนปนเปอนในดินและน้ําใตดิน  

   2.  การผลิต รวมทั้งการแบงบรรจุ โรงงานที่ไมมีระบบการควบคุมที่ดี จะทาํใหไตรคลอ-
โรเอทธิลีน ระเหยกลายเปนไอเขาสูบรรยากาศ หรือปนเปอนในน้ําทิ้งได 

   3.   การเก็บรักษาและการขนสง ไดแก การรั่วไหล หรืออุบัติเหตุ 
   4. การใช ทั้งในอุตสาหกรรม หองปฏิบัติการ และบานเรือน ทาํใหไตรคลอโรเอทธิลนี 

เขาสูส่ิงแวดลอม โดยการระเหยเขาสูบรรยากาศ 
 

          ปญหาตอน้ําใตดินทีป่นเปอนไตรคลอโรเอทธิลีน โดยสามารถสรุปตามสมบัตทิี่กอให 
เกิดดังนี ้ 
         1. ไตรคลอโรเอทธิลนีมีความสามารถในการระเหยกลายเปนไอไดสูง เพราะมีคาความ
ดันไอสูง คือ   57.8 มิลลิเมตรปรอท เมื่อเทียบกับน้าํซึ่งมีความดนัไอเพียง 12.8 มิลลิเมตรปรอท ดังนัน้
ไตรคลอโรเอทธิลีนจะระเหยอยูในอากาศไดงาย กอปญหาใหเกิดกับรางกายที่มโีอกาสรับสารเขาไป
ทางการหายใจ และใน ขณะเดียวกนัหากสารดังกลาวอยูในน้าํใตดิน จะกระจายตัวแทรกซึมไปอยู
ชองวางของดนิหรือรอยแตกของหนิไดดี  
          2.  ไตรคลอโรเอทธิลนีมีคาความถวงจาํเพาะสงู (1.46) เมื่อเทยีบกับน้าํดังนัน้เมื่อแทรก
ซึมลงไปถงึชั้นลางของน้ําใตดิน จะไปรวมตัวกันอยูบนชัน้ดินเหนยีวหรอืหินที่ยอมใหไตรคลอโรเอทธิลีน
ซึมผานไดยาก 
          3.  ไตรคลอโรเอทธิลนีมีความสามารถในการละลายน้าํมากกวามาตรฐานน้าํใตดินมาก 
และสามารถยดึติดกับชั้นดินไดดี จึงสามารถละลายออกมาสูน้าํอยางชา ๆ กอใหเกดิการปนเปอนใน
น้ําใตดินเปนเวลานาน  
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    ตารางที่ 2.3  คาครึ่งชวีิตของไตรคลอโรเอทธิลนีในสิง่แวดลอม (กรมควบคุมมลพษิ, 2547) 
 
ส่ิงแวดลอม คาครึ่งชีวิต คําอธิบาย 
อากาศ 

 
น้ําผวิดิน 

 
น้ําใตดิน 

 
 
ดิน 

1.1 วัน – 11.3 วนั 
 

6 เดือน - 1 ป 
 

10.7 เดือน - 4.5 ป 
 
 

6 เดือน – 1 ป 

คํานวณจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่นโดยแสง กับอนุมูลอิสระ 
ไฮดรอกซิล 
คํานวณจากปฏิกิริยาการยอยสลายโดยชีวภาพในน้ําแบบ
ใชออกซิเจน  
คํานวณจากปฏิกิริยาการแตกสลายดวยน้าํ (10.7 เดือน) 
และปฏิกิริยาการยอยสลายแบบไมใชออกซเิจนในตะกอน
ดิน (4.5 ป) 
คํานวณจากปฏิกิริยาการยอยลลายโดยชีวภาพแบบใช
ออกซิเจน 

 
2.2   วธิีการบําบัดสารประกอบคลอรนีไฮโดรคารบอนชนิดอะลิฟาติก(Chlorinated Aliphatic     
       Hydrocarbons ; CAHs) โดยวิธีการทางชีวภาพ 

 
สารประกอบคลอรีนไฮโดรคารบอนชนิดอะลิฟาติก (CAHs) ถูกผลติขึ้นครั้งแรกในศตวรรษที ่ 

19  สารกลุมนี้ไดแก เตตระคลอโรเอทธลิีน (Tetrachloroethylene ; PCE)  ไตรคลอโรเอทธิลีน 
(Trichloro ethylene ; TCE)  1,1 ไดคลอโรเอทธิลีน (1,1-Dichloroethylene ; 1,1-DCE)   ทรานส-1,2-
ไดคลอโรเอทธิลีน (1,2 tran-Dichloroethylene ; trans-DCE)   ซิส-1,2–ไดคลอโรเอทธิลีน (1,2 cis-
Dichloro ethylene ; cis-DCE)  ไวนิลคลอไรด (Vinylchloride ; VC)  และ  1,1 ไดคลอโรอีเทน (1,1-
Dichloro ethane ; 1,1-DCA)  เปนตน 
 สาร CAHs ถูกนํามาใชในอตุสาหกรรมหลายชนิด โดยใชเปนตัวชะลางน้ํามนัในอุตสาหกรรม
อิเล็กทรอนกิส เครื่องยนต เครื่องกลตาง ๆ หรือใชเปนตัวทําละลายในอุตสาหกรรมสี อุตสาหกรรมซัก
ลางเสื้อผา เปนตน  สาร CAHs จัดเปนสารพิษชนิดหนึง่ที่กอปญหาแกมนษุยและสิง่แวดลอม ถาไดรับ
ในปริมาณมากจะมีผลกระตุนระบบประสาทสวนกลางอยางรนุแรง หากมีการสะสมในรางกายเปน
เวลานานจะมผีลทําลายตับและไต อีกทั้งพบวาเปนสารกอมะเร็งในสัตวเลี้ยงลกูดวยน้าํนมซึ่งอาจจะ
รวมถึงมนษุยดวย สาร CAHs เหลานี ้สามารถถูกบาํบัดไดโดยวิธีการทางชีวภาพ ซึ่งแบงเปน  3  วิธี
หลัก ๆ  ตามตารางที่ 2.4 ดังนี ้
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2.2.1 การใชเปนซับสเตรต (Usage as Primary Substrate)  
 
 เปนกระบวนการยอยสลายทางชวีภาพที่พบไดทั่วไปในธรรมชาติ ในระบบบําบัดน้าํ

เสียชุมชน และระบบบําบัดน้ําเสยีอุตสาหกรรมโดยจุลินทรียสามารถใชสาร CAHs เปนซับสเตรต เพื่อ
เปนแหลงคารบอน และพลังงานสําหรับการเจริญเติบโต  

 
ตารางที่ 2.4 การยอยสลายสาร CAHs ทางชีวภาพในสภาวะตาง ๆ 

(McCarty,1997;Coleman,2002a) 
   

สารประกอบ 
CAHs 

สูตร
โครงสราง 

การใชเปน 
ซับสเตรต 

การรวมยอย 
ภายใตสภาวะใช

อากาศ 

การแทนที่ฮาโลเจน
อะตอมดวยไฮโดรเจน
อะตอมในสภาวะ 

ไรอากาศ   
Carbon tetrachloride 
Chloroform 
Methylene chloride 

CCl4 
CHCl3 

CH2Cl2 

       - 
 - 
ได 

0 
x 

xxx 

xxxx 
xx 
- 

1,1,1-Trichloroethane 
1,1-Dichloroethane 
1,2-Dichloroethane 
Chloroethane 

CH3CCl3 
CH3CHCl2 

CH2ClCH2Cl 
CH3CH2Cl 

- 
- 
ได 
ได 

x 
x 
x 
xx 

xxxx 
xx 
x 
- 

Tetrachloroethylene 
Trichloroethylene 
1,2-Dichloroethylene 
1,1-Dichloroethylene 
Vinylchloride 

CCl2=CCl2 
CHCl=CCl2 

CHCl=CHCl 
CH2=CCl2 

CH2=CHCl 

- 
- 
ได 
- 
ได 

0 
xx 
xxx 
x 

xxxx 

xxx 
xxx 
xx 
xx 
x 

หมายเหต ุ      0-นอยมาก ; x-นอย ; xx-ปานกลาง ; xxx-ดี ; xxxx-ดีมาก 
 

  จากตารางที่ 2.4 พบวาสาร CAHs ที่มีจํานวนอะตอมของคลอรีน (Cl) รวมอยูใน
โมเลกุลนอย สามารถเปนซับสเตรตได ภายใตสภาวะที่มีอากาศ เชน เมทธิลีนคลอไรด (DCM)   1,2–
ไดคลอโรอีเทน (1,2-DCA)   คลอโรอีเทน (CA)   ซิส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-1,2 -DCE)  และ   ไว-
นิลคลอไรด (VC)     ( Hartmans, 1992 ; Coleman, 2002b ; Verce, 2000)   แตจุลินทรียที่ใชสาร 
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 CAHs เปนซบัสเตรตไดนั้นพบไดนอยในธรรมชาติ โดยสวนมากสาร CAHs สามารถถกูบําบดัดวย
กระบวนการรวมยอยสลายแบบใชอากาศ (Aerobic Cometabolism) และกระบวนการแทนที่ฮาโลเจน
อะตอมดวยไฮโดรเจนอะตอมในสภาวะแบบไรอากาศ (Anaerobic Reductive Dehalogenation)  
(McCarty, 1997)  
 

2.2.2 กระบวนการรวมยอยสลายภายใตสภาวะที่ใชอากาศ (Aerobic Cometabolism) 
 
 กระบวนการรวมยอยสลายภายใตสภาวะที่ใชอากาศ คือ การทีจุ่ลนิทรียไดรับแหลง

อินทรียคาร- บอน และแหลงพลงังานจากซับสเตรต (Growth substrate) เพื่อใชในการเจริญเติบโต 
และสรางเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารอื่น (Non-growth substrate) ที่ไมมีประโยชนตอตัวจุลนิทรีย
เองได 

 การศึกษากระบวนการรวมยอยสลายเริ่มมีตั้งแตปพ.ศ. 2493 มีจุดมุงหมาย เพื่อใช
สําหรับอุตสาหกรรมเคมี  เชน สารอะโรมาติก สารอินทรียคลอรีน  เปนตน รวมทั้งอุตสาหกรรมผลิตปุย  
และอุตสาหกรรมปโตรเลียม (Arp และคณะ, 2001)  และมีการคนพบกระบวนการรวมยอยสลายไตร-
คลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศเปนครั้งแรกในปพ.ศ. 2528 (Wilson และ Wilson, 1985) โดยฉีดกาซ
ธรรมชาติ และออกซิเจนลงไปในคอลัมนดินที่มีไตรคลอโรเอทธิลีนปนเปอนอยู  เพื่อกระตุนใหจุลินทรีย
ที่อยูในดินสรางเอนไซมในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ซึ่งกระบวนการดังกลาวอธิบายไดดัง
รูปที่ 2.1 และ 2.2  

                 MMO 
     CH4                             CH3OH                 H2CO                HCOOH                CO2 

NADH , O2                   Synthesis       NADH              NADH 
      (Cell, MMO) 
               รูปที ่2.1   ปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของมีเทน (McCarty,1997) 
 

    TCE                            TCE epoxide 
                           MMO             

                                                                    CO2 , Cl- , H2O 
                    NADH , O2 

                 รูปที่ 2.2  ปฏิกิริยาการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน (McCarty,1997) 

 

C C 

Cl 

Cl 

C

H

 

O
C C

Cl 

Cl 

Cl 

H
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 รูปที่ 2.1 เปนปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของมีเทน ซึ่งใชมเีทนเปนซับสเตรตโดยเมทาโน-
โทรป(Methanotroph)  ใชเอนไซม MMO (Methane Monooxygenase) และพลังงานในรูปของ 
NADH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide)  โดยไดผลผลิต คือ  การสังเคราะหของเซลล MMO 
และพลังงานที่เพิม่ข้ึนในรูปของ NADH   

 รูปที่ 2.2 เปนปฏิกิริยาการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดยเอนไซม MMO และ
พลังงานในรูปของ NADH ที่ไดจากกระบวนการ Methane Oxidation จะเปลี่ยนรปูไตรคลอโรเอทธิลีน 
(TCE) ใหอยูในรูปของ TCE epoxide ซึ่งเปนสารที่ประกอบดวยอะตอมของออกซิเจน 1 อะตอม และ
อะตอมของคารบอน 2 อะตอมในลักษณะเปนรูปสามเหลีย่ม ที่ไมเสถียรและเปลี่ยนรูปไดเร็วเปน
คารบอนไดออกไซด (CO2) คลอไรด (Cl-)  และน้าํ (H2O)  
  สาร CAHs ทีส่ามารถถูกยอยสลายไดโดยกระบวนการนี ้  ไดแก คลอโรฟอรม เมทธ-ิ 
ลีนคลอไรด (DCM)  1,1,1-ไตรคลอโรอีเทน(1,1,1-TCA)  1,1–ไดคลอโรอีเทน(1,1-DCA) 1,2–ไดคลอ-
โรอีเทน(1,2-DCA) คลอโรอีเทน(CA)   ไตรคลอโรเอทธิลีน(TCE)  ซิส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลนี (cis-1,2 -
DCE)  ซิส-1,1-ไดคลอโรเอทธิลีน(cis-1,1 -DCE)   และไวนิลคลอไรด(VC)  เปนตน 
 

2.2.3 การแทนที่ฮาโลเจนอะตอมดวยไฮโดรเจนอะตอมในสภาวะไรอากาศ 
  (Anaerobic Reductive Dehalogenation) 

 
  การแทนที่ฮาโลเจนอะตอมดวยไฮโดรเจนอะตอม เปนกระบวนการที่เกดิขึ้นในสภาวะ
ไรอากาศโดย  ฮาโลเจนอะตอม จะถูกแทนที่ดวยไฮโดรเจนอะตอม สาร CAHs ที่สามารถถูกยอยสลาย
ไดโดยกระบวน การนี ้  ไดแก คารบอนเตตระคลอไรด  คลอโรฟอรม 1,1,1-ไตรคลอโรอีเทน (1,1,1-
TCA)   1,1–ไดคลอโรอีเทน (1,1-DCA)   1,2–ไดคลอโรอีเทน (1,2-DCA)  เตตระคลอโรเอทธิลีน (PCE)       
ไตรคลอโรเอทธิลีน (TCE)  ซิส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-1,2 -DCE)   ซิส-1,1-ไดคลอโรเอทธิลีน   
(cis-1,1 -DCE)   และ   ไวนิลคลอไรด (VC)  เปนตน ผลผลิตจากการยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีน
โดยวิธนีี้ตามลาํดับ ไดแก ไดคลอโรเอทธิลีนไอโซเมอร (Dichloroethylene isomers ; DCEs)  ประกอบ 
ดวย  1,1-ไดคลอโรเอทธิลีน (1,1-DCE)   ทรานส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลีน (tran-DCE)    ซิส-1,2-ได-
คลอโรเอทธิลนี (cis-DCE)  และไวนิลคลอไรด (VC) ซึ่งเปนสารที่เปนอันตรายและเอทธิลีน (Ethylene) 
จะเปนสารที่ไมเปนอนัตรายซึ่งเปนสารยุตขิองกระบวนการนี้ ดงัรูป ที่  2.3 
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        ไตรคลอโรเอทธิลีน  
 
            
 
 
 
         ซิส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลีน              ทรานส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลีน       1,1-ไดคลอโรเอทธิลีน 
        
    
 
 
 
               ไวนิลคลอไรด 
 
 
 
 
       เอทธิลนี 
 

 รูปที่ 2.3 การแทนที่ฮาโลเจนอะตอมดวยไฮโดรเจนอะตอมในสภาวะไรอากาศ 
 
 อัตราการเปลีย่นรูปของ CAHs โดยวิธีการแทนที่ฮาโลเจนอะตอมดวยไฮโดรเจน

อะตอมในสภาวะไรอากาศ จะเกิดขึ้นเรว็สําหรับสารประกอบที่มีคลอรีนอะตอมจาํนวนมาก และชา
สําหรับสารประกอบทีม่ีจํานวนคลอรีนอะตอมนอย ดังนั้นกระบวนการนี้จงึมักจะสงผลใหเกิดการสะสม
ของ DCEs และ VC (Semprini, 1997) 
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2.3 ซับสเตรตที่ใชในกระบวนการรวมยอยสลายภายใตสภาวะที่ใชอากาศ  
 

 ซับสเตรต (Growth substrate) เปนแหลงคารบอนและพลงังาน เพื่อใชในการเติบโตของ       
จุลินทรีย รวมทั้งเปนตัวเหนีย่วนาํใหจุลินทรียสรางเอนไซมในกระบวนการรวมยอยสลายภายใตสภาวะ
ที่ใชอากาศของไตรคลอโรเอทธิลีน จากการศึกษาที่ผานมามีซับสเตรตหลายชนิด ไดแก มีเทน (Chang 
และ Alvarez-Cohen, 1996 ; Semprini และคณะ, 1990)  ฟนอล (Ayoubi และ Harker,1998 ; 
Folsom และคณะ, 1990; Hopkins และคณะ, 1993a)  บิวเทน (Kim และคณะ, 2000)  เอทธีลีน 
(Ensign และคณะ,1992)    โพรเพน (Tovanabootr และ Semprini, 1998 ; Wackett  และคณะ, 
1989a) โทลูอีน (Nelson และคณะ, 1987 ; Wackett และ Gibson, 1988 ; Shields และคณะ, 1989)  
คลีซอล (Folsom และคณะ, 1990 ; Wackett and Gibson, 1988 ; Nelson และคณะ, 1988) 
แอมโมเนยี  (Arciero และคณะ, 1989 ; Nelson และคณะ, 1988 ; Wackett และ Gibson, 1988)    
ไอโซปรีน (Ewers และคณะ, 1991)  กลูโคส (Ensign, 1996 ; Gao and Skeen,1999) โพรพีลีน 
(Ensignและคณะ, 1992)  ไวนิลคลอไรด (Hartmans and Bony, 1992 ; Coleman และคณะ, 2002 ; 
Verce และคณะ, 2000)  เปนตน 

 
 ซับสเตรตที่กลาวมานี ้ มเีทนเปนซับสเตรตที่มีการศึกษาอยางกวางขวาง แตมีการรายงานของ 
Bielefeldt และคณะ (1995) และ Hopkins และคณะ (1993a) วาในการนาํไปใชงานภาคสนาม        
จุลินทรียที่ใชซบัสเตรตประเภทอะโรมาติกไฮโดรคารบอน ไดแก ฟนอลและโทลอีูน สามารถบําบัด   
ไตรคลอโรเอทธิลีนไดดีกวาจลิุนทรียที่ใชซบัสเตรตประเภทอะลิฟาติกไฮโดรคารบอน ไดแก มีเทนเปน      
ซับสเตรต 
 
2.4   โทลูอีน (Toluene) 

 
 โทลูอีน (Toluene)  เปนไฮโดรคารบอนชนิดอะโรมาติก  เปนของเหลวใส ไมมีสี มกีลิ่นคลาย 
อะโรมาติกเหมือนเบนซีน จดัเปนสารไวไฟ เสี่ยงตอการติดไฟและการระเบิด สารนีส้ามารถลกุติดไฟได 
เมื่อสัมผัสกับความรอน ประกายไฟ หรือเปลวไฟ  โทลอีูนถูกนําไปใชเปนตัวทําละลายในอุตสาหกรรม
ยา เคม ี ยาง และพลาสตกิ เปนตัวทําละลายหลักในสี แลกเกอร และน้ํายาเคลอืบเงา น้ําหมกึ และ
น้ํายาลบคราบเปอน รวมทั้งใชผสมน้าํมันเชื้อเพลิงของเครื่องยนต เพื่อเพิม่ประสิทธิภาพการเผาไหม
ของเชื้อเพลงิ (กรมควบคุมมลพิษ, 2545) คุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของโทลูอีนแสดงใน
ตารางที่ 2.5 
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2.4.1 ความเปนพิษ และอันตรายตอสุขภาพอนามัย 
 
  อันตรายตอสุขภาพอนามัย (Heath Effects) โดยการเขาสูรางกายของสารโทลอีูน

สวนใหญผานเขาไปโดยการหายใจและสามารถซึมผานเขาไปทางผิวหนัง การหายใจเขาไปจะกอให 
เกิดการระคายเคือง เกิดอาการปวดศีรษะ วงิเวียนศีรษะ คลืน่ไส และมึนงง การสัมผัสถูกผิวหนงัจะ
กอใหเกิดการระคายเคือง ทําใหเกิดผื่นแดง และผิวหนงัอักเสบ การกลืนหรือกินเขาไปจะกอใหเกิดการ
ระคายเคือง ทาํใหปวดทอง ปวดศีรษะ วงิเวียน และมนึงงได (กรมควบคุมมลพิษ, 2545) 

  
       ตารางที่ 2.5  คุณสมบัติของโทลูอีน (กรมควบคุมมลพษิ, 2545) 
 

ชื่อสามัญ  Toluene 
CASRN (Chemical Abstracts Service Registry Number) 108-88-3 
สูตรโมเลกุล C6H5CH3 
สูตรโครงสราง 

 
MCL (Maximum contaminant level)                                            (3) 1 มก./ล.                             (1) 
MCLG (Maximum contaminant level goal)                                 (4) 1 มก./ล.                             (1) 
TLV-STEL (Threshold Limit Value, Short Term Exposure Limit)   (5) 150 มก./ล.                      
TLV-TWA  (Threshold Limit Value , Time Weighted Average)    (6) 50   มก./ล.                      
น้ําหนกัโมเลกลุ 92.13 
จุดเดือด 110.4°C 
จุดหลอมเหลว -95°C 
จุดวาบไฟ 6 - 10°C 
อุณหภูมิติดไฟไดเอง 535°C 
ความดันไอ (ที่ 30°C) 36.7 มม.ปรอท 
ความสามารถในการละลายน้ํา (ที ่25°C) 0.526 กรัม/ลิตร      (2) 
ความหนาแนนไอ 3.2 กรัม/ลบ.ม. 
ความถวงจําเพาะ (ที่ 20°C) 0.866  
คาคงที่ของเฮนรี่ (ที่ 25°C บรรยากาศ x ลูกบาศกเมตร / โมล) 6.64 x 10-3                      (1) 
คา Organic Carbon-Water Partition Cofficient (Koc) 130                         
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(1)  U.S.EPA, 2002        (2)  U.S.EPA, 2000 
(3)  MCL      :  The recommended maximum contaminated level allowed in drinking water. 
(4)  MCLG : The future goal of recommended maximum contaminated level allowed in drinking  water.  
(5)  TLV-TWA : The average concentration under which most people can work consistently for eight  
                  hours, day in, day out, with no harmful effects. 
(6)  TLV-STEL  :   The maximum concentration permitted for a continuous 15-minute exposure period. 

 
 สําหรับมาตรฐานความเขมขนของโทลูอีนที่ยอมใหปนเปอนในน้ําดื่มตองมีคาไมเกนิ 1 

มิลลิกรัมตอลิตร  ตามประกาศคณะกรรมการสิ่งแวดลอมแหงชาติ ฉบับที่ 20 (พ.ศ. 2543) 
 โทลูอีน จัดเปนสารพิษแบบเฉียบพลนัโดยปริมาณความเขมขนทีก่อใหเกิดพษิแบบ

เฉียบพลนัในสัตวทดลอง ดังแสดงตารางที่ 2.6 
 

ตารางที่ 2.6 ผลความเปนพษิแบบเฉียบพลันในสัตวทดลองของโทลูอีน (กรมควบคุมมลพิษ,2545) 
 

ชนิดสัตวทดลอง ลักษณะความเปนพษิ ปริมาณที่กอใหเกิดพษิ 
หน ู inhal  LC50 ในเวลา 4 ชัว่โมง 4,000    ppm  
 oral  LD50 5,000    mg/kg      
 ip  LD50 1,640    mg/kg 
กระตาย dermal  LD50 14,000  mg/kg         

 
หมายเหต ุ

- inhal  LC50  คือ  ปริมาณสารพิษที่เขาไปโดยการหายใจซึ่งทาํใหสัตวทดลองตายไปรอยละ  50  
- oral   LD50   คือ  ปริมาณสารพิษที่เขาไปโดยทางปากซึ่งทาํใหสัตวทดลองตายไปรอยละ  50  
- ip LD50   คือ ปริมาณสารพษิที่เขาไปโดยการฉีดเขาชองทองซึ่งทําใหสัตวทดลองตายไปรอยละ 50 
- dermal  LD50  คือ ปริมาณสารพิษที่เขาไปโดยทางผวิหนังซึง่ทําใหสัตวทดลองตายไปรอยละ  50  
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2.4.2 ขอดีและขอเสียของการใชโทลูอีนเปนซับสเตรตในการรวมยอยสลาย 
 ไตรคลอโรเอทธิลนีแบบใชอากาศ 
 
        ขอดีของการใชโทลูอีนเปนซบัสเตรต ไดแก  

1. โทลูอีนเปนซับสเตรตที่มีประสิทธิภาพในการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนไดดี   
Hopkins และคณะ (1993a) พบวาการใชโทลูอีนเปนซับสเตรตมีประสิทธิภาพใน
การบําบัดไตรคลอโรเอทธิลนีถึงรอยละ 71  เมื่อเทียบกบัการใชฟนอล มีเทน และ
แอมโมเนยีเปนซับสเตรตซึ่งมีประสิทธิภาพรอยละ  58  6  และ 2 ตามลําดับ 

2. โทลูอีนมีสถานะเปนของเหลว สามารถนาํมาใชงานไดสะดวก 
 
             ขอเสยีของการใชโทลูอีนเปนซับสเตรต ไดแก 

      1.   โทลูอีนเปนสารที่เสีย่งตอการจุดตดิไฟและการระเบิด ซึ่งอนัตรายตอการเกบ็ และ 
       การนําไปใชในภาคสนาม 
     2.   โทลูอีนทาํใหผูสูดหายใจเขาไปเกดิอาการมนึงง เหนื่อยลา ออนเพลยี ความรุนแรง 
           ข้ึนอยูกับปริมาณความเขมขนและระยะเวลาที่สมัผัสเมื่อไดรับโทลูอีนสะสมเขาสู   
           รางกายเปนเวลานานจะกอใหเกิดโรคมะเร็ง 
     3.   โทลูอีนจัดเปนสารอนัตรายและไมสามารถใชในภาคสนามได ถาไมมีการควบคุม   
           ตามกฎหมาย 

 
 2.5  เบนซิลแอลกอฮอล (Benzyl alcohol)  

 
 เบนซิลแอลกอฮอล (Benzyl alcohol) หร่ือช่ืออ่ืน ๆ เชน Benzenemethanol, Phenyl- 
carbinol; Phenylmethyl alcohol, Alpha-Hydroxytoluene, Benzoyl alcohol, Hydroxytoluene, 
Benzenecarbinol, Alpha-toluenol, (hydroxymethyl) benzene เปนของเหลวใส ไมมีสี มีกลิ่นหอม
หวานของอะโรมาติก เบนซิลแอลกอฮอลเปนสารที่พบไดในพืชหลายชนิด เชน  ชาเขียวมีเบนซิล
แอลกอฮอลเปนสวนประกอบอยู 1-30 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เบนซิลแอลกอฮอลถูกใชเปนวัตถุดิบต้ังตน
และเปนสารตัวกลางที่สําคัญในอุตสาหกรรมสบู น้ําหอม ยา  เคร่ืองสําอาง ใชแตงรสชาติอาหารเชน
หมากฝรั่งมีเบนซิลแอลกอฮอลเปนสวนผสมอยู 1254 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  เครื่องดื่มบางชนิดมีเบนซิล
แอลกอฮอลเปนสวนผสมอยู 400 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (European Commission, 2002)  รวมทั้งใช
เปนตัวทําละลายในอุตสาหกรรมยา  คุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของเบนซิลแอลกอฮอลแสดง
ในตารางที่ 2.7 
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ตารางที่  2.7 คุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของเบนซิลแอลกอฮอล (Chemical Land21, 2000) 

 
(1)  U.S.EPA, 2002        (2)  U.S.EPA, 2000 
(3)  MCL      :  The recommended maximum contaminated level allowed in drinking water. 
(4)  MCLG : The future goal of recommended maximum contaminated level allowed in drinking  water.  
(5)  TLV-TWA : The average concentration under which most people can work consistently for eight  
                  hours, day in, day out, with no harmful effects. 
(6)  TLV-STEL  :   The maximum concentration permitted for a continuous 15-minute exposure period. 

 
 
 

ชื่อสามัญ  Benzyl alcohol 
CASRN (Chemical Abstracts Service Registry Number) 100-51-6 
สูตรโมเลกุล C6H5CH2OH 
สูตรโครงสราง 

 
MCL (Maximum contaminant level)                                            (1) - 
MCLG (Maximum contaminant level goal)                                                         (2) - 
TLV-STEL (Threshold Limit Value, Short Term Exposure Limit)   (3) -  
TLV-TWA  (Threshold Limit Value , Time Weighted Average)    (4) - 
น้ําหนกัโมเลกลุ 108.14 
จุดเดือด 203 - 205°C 
จุดหลอมเหลว -15°C 
จุดวาบไฟ 104°C 
อุณหภูมิติดไฟไดเอง 436°C 
ความดันไอ (ที่ 20°C) 0.099 มม.ปรอท     
ความสามารถในการละลายน้ํา 40 กรัม/ลิตร 
ความหนาแนนไอ  3.72 กรัม/ลบ.ม. 
ความถวงจําเพาะ (ที่ 20°C) 1.046  
คาคงที่ของเฮนรี่ (ที่ 25°C บรรยากาศ x ลูกบาศกเมตร / โมล) 3.37 x 10-7                     
คา Organic Carbon-Water Partition Cofficient (Koc) 100 
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2.5.1 ขอดี และขอเสียของการใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตในการรวมยอย 
          สลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศ 
 
           ขอดีของการใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรต ไดแก 

1. เบนซิลแอลกอฮอลมีสถานะเปนของเหลวละลายน้ําไดดี สามารถนํามาใชงานได
สะดวก 

2. เบนซิลแอลกอฮอลเปนสารทีไ่มมีพิษรุนแรง และไมกอใหเกิดมะเรง็ของอวัยวะ
ตาง ๆ ในสัตวทดลอง (National Technical Information Service, 1989) 

 
 ขอเสียของการใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรต ไดแก 

1. เบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตที่มีประสิทธิภาพการบาํบัดไตรคลอโรเอทธิลีน 
ต่ํากวาโทลูอีน  Kelly และคณะ (2000) รายงานคา Transformation capacity 
(Tc)  ของการใชโทลูอีนเปนซับสเตรตเทากับ 0.035  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีน
ตอมิลลิกรัมมวลเซลลมากกวาคา Tc  ของการใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรต
เทากับ 0.030 มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล (Tejasen, 
2003)   
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2.6 วิถีการยอยสลายไตรคลอโรเอทธลิีน (Trichloroethylene Transformation Pathways) 
 
 รูปที่ 2.4  เปนวิถกีารยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนในกระบวนการรวมยอยสลายทางชีวภาพ
แบบใชอากาศ โดยไตรคลอโรเอทธิลีน (TCE) ถกูออกซิไดซโดยเอนไซม Toluene-2-monooxygenase 
(T2MO) ใหอยูในรูปของ TCE epoxide ที่ไมเสถียรและสามารถเปลี่ยนรูปไดเร็วใหกลายเปนกาซ
คารบอนมอนอก ไซด (CO)  กรดฟอรมิก (Formic acid)  กรดไกลออกซิลิก (Glyoxylic acid)  และกรด
ไดคลอโรอะซิติก (Dichloroacetic acid)  กอนที่จะเปลีย่นรูปเปนกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) คลอ-
ไรด (Cl) และน้ํา (H2O) (Whittaker และคณะ, 2003) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   
             
            
       
รูปที่ 2.4  วิถีการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ( ดัดแปลงจาก Whittaker และคณะ, 2003) 
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สวนไตรคลอโรเอทธิลีน (TCE) ที่ถูกออกซิไดซใหอยูในรูปของ TCE epoxide โดยเอนไซม 
Toluene dioxygenase (TDO)   TCE epoxide จะเปลี่ยนรูปเปนกรดฟอรมิก (formic acid) และกรด
ไกลออกซิลิก (glyoxylic acid) เทานั้น จะไมเกิดกาซคารบอนมอนอกไซด (CO) เปนผลผลิต  
(Whittaker  และคณะ, 2003) 

 
2.7   วิถีการยอยสลายโทลูอีน  (Toluene Degradation Pathways) 

 
โทลูอีนถูกยอยสลายทางชีวภาพแบบใชอากาศไดหลายวิถีดังรูปที่ 2.5 ดังนี ้ 
 
วิถีที่ 1 TOL plasmid  Pseudomonas putida mt-2 ใชเอนไซมซึ่งสังเคราะหจากยีนในสวน 

TOL plasmid เปลี่ยนรูปโทลูอีนเปน Benzoate ซึ่งจลุินทรียตวันี้ออกซิไดซโทลูอีนที ่ Methyl group 
(Shield และคณะ, 1989) แตไมสามารถเปลี่ยนรูปไตรคลอโรเอทธิลีนได จากนัน้ Benzoate ถูกเปลี่ยน
รูปเปน Catechol กอนทีจ่ะถูกยอยสลายตอไป (Nelson  และคณะ,1988) 

วิถีที่ 2 TDO Pseudomonas putida F1 ใชเอนไซม Toluene dioxygenase เปลี่ยนรูปโทลูอีน
เปน Toluene-cis-dihydrodiol ซึ่งเอนไซมนี้สามารถเปลี่ยนรูป TCE และ cis-DCE ไดแตไมสามารถ
เปลี่ยนรูป VC ได  จากนั้น Toluene-cis-dihydrodiol ถูกเปลี่ยนรูปเปน 3-methylcatechol โดย
เอนไซม Toluene-cis-dihydrodiol dehydrogenase และ 3-methylcatechol ถูกแตกอะโรมาติกโดย 
meta fission เปน 2-hydroxy-6-oxohepta-2,4-dienoic acid ตอไป (Nelson  และคณะ,1987) 

วิถีที่ 3 T2MO Burkholderia.cepacia G4 ใชเอนไซม Toluene-2-monooxygenase เปลี่ยน
รูปโทลูอีนเปน o-Cresol ที่ตําแหนง ortho position  จากนั้น o-Cresol ถูกเปลี่ยนรูปเปน 3-
methylcatechol โดยเอนไซม    Toluene monooxygenase และ 3-methylcatechol   ถูกแตกอะโร-
มา ติกโดย meta fission เปน Muconic acid Semialdehyde ตอไป (Nelson  และคณะ, 1987) 

วิถีที่ 4 T3MO  Ralstonia pickettii PKO1 ใชเอนไซม Toluene-3-monooxygenase เปลี่ยน
รูปโทลูอีนเปน m-Cresol ที่ตําแหนง meta position  จากนั้น m-Cresol ถูกเปลี่ยนรูปเปน  4-
methylcatechol โดยเอนไซม Toluene monooxygenase และ 3-methylcatechol ถูกแตกอะโร-
มาติกโดย meta fission เปน Muconic acid Semialdehyde ตอไป (Nelson และคณะ, 1987) 

วิถีที ่ 5 T4MO  Pseudomonas mendocina KR1 ใชเอนไซม Toluene-4-monooxygenase 
เปลี่ยนรูปโทลอีูนเปน p-Cresol ที่ตําแหนง para position จากนัน้ p-Cresol ถูกเปลี่ยนรูปเปน 4-
methylcatechol ตอไป (Shield และคณะ, 1989) 
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รูปที่ 2.5   วิถกีารยอยสลายโทลูอีน 
(ดัดแปลงจาก Shields และคณะ, 2001 และ Nelson และคณะ, 1987) 
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2.8   วิถกีารยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอล (Benzyl alcohol Degradation Pathways) 
 
เบนซิลแอลกอฮอลถูกยอยสลายทางชีวภาพแบบใชอากาศไดอยางนอย 2 วิถีดงัรูปที่ 2.6 ซึง่

อธิบายไดดังนี ้
 
วิถีที ่1 Monooxygenase  เบนซิลแอลกอฮอลเปลี่ยนรูปเปน 2-hydroxy benzyl alcohol โดย

ใชเอนไซม monooxygenase  ซึ่งเอนไซมนี้สามารถรวมยอยสลาย TCE ได (Tejasen, 2003) 
วิถีที ่2 Alcohol dehydrogenase เบนซิลแอลกอฮอลเปลี่ยนรูปไดอีกรูปหนึง่เปน 

benzaldehyde โดยใชเอนไซม Alcohol dehydrogenase แตไมสามารถรวมยอยสลาย  TCE ได 
(Tejasen, 2003) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      รูปที่ 2.6 วถิีการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอล (Tejasen, 2003) 
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2.9   คาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของกระบวนการรวมยอยสลายแบบใชอากาศ 
       (Kinetic Paremeters of Aerobic Cometabolism of CAHs) 
 
 การศึกษาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรมีความสําคัญในการพิจารณา เพื่อนําไปประยุกตใช
กับงานในภาคสนามได โดยคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรจะสามารถประมาณปริมาณซับสเตรตที่ใชใน
การเติบโต ปริมาณออกซิเจนที่ใชในปฏิกิ ริยา  และระยะเวลาที่จุ ลินทรียใชในการยอยสลาย
สารประกอบคลอรีนไฮโดรคารบอนชนิดอะลิฟาติก (CAHs) ซึ่งคาตาง ๆ เหลานี้จะสงผลตอของวิธีการ
บําบัด คาใชจายในการบําบัด ระยะเวลา  และลักษณะของระบบ โดยคาตัวแปรที่ศึกษา ไดแก  ยิลด 
(growth yield ; Y)  คาคงที่อัตราการยอยสลายจําเพาะสูงสุด (maximum specific degradation rate 
; kmax)  คาคงที่การอิ่มตัว (half saturation constant ; Ks)   และ  คา  Transformation capacity (Tc)   
สมการตาง ๆ ใชในกระบวนการ ไดแก 
 
Monod kinetics  
 
 คาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของกระบวนการรวมยอยสลายแบบใชอากาศของไตรคลอโร-   
เอทธิลนี  และการยอยสลายแบบใชอากาศของโทลูอีน และเบนซิลแอลกอฮอล  ใชสมการ Monod 
kinetics  ดังนี ้
 
 
 

โดยที ่   
rc =     Rates of  degradation or  transformation (mg/d) 
C     =     Aqueous  Trichloroethylene concentration  (mg/l) 
kmax  =     Maximum specific rate of degradation or transformation  
   (mg-TCE/mg-cells/d) 
Mx    =     Cells mass (mg) 
KS     =     Half-saturation constant (mg/l) 
 
 
 
 
 

CK
CMkr

S

xmax
c +

⋅⋅−
= (2.1) 
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Xc
c

gx Mbr
T
1rYr ⋅−−⋅=

Cells mass production 
 
 อัตราการเติบโตของเซลลจะข้ึนอยูกับการใชซับสเตรตของเซลล   ความเปนพิษของ TCE ตอ
เซลล  และการสลายตัวของเซลล ดังสมการ 2.2 (Chang and Alvarez-Cohen, 1995a ; Anderson 
and  McCarty,1996)    
 

โดยที ่ rx =    The rate of cell production (mg-cells /d) 
   rg    =    Substrate consumption rate (mg-substrate /d) 
   rc    =    TCE  transformation rate (mg-TCE /d) 
   Y    =    Cellular yield of growth substrate (mg-cells /mg-substrate) 
   Tc    =    Transformation capacity of  TCE (mg-TCE /mg-cells) 
   b    =    Cell decay rate (1 /d) 
 

Transformation capacity(Tc) 
 
 เปนอัตราสวนระหวางมวลของ TCE ที่ถูกบําบัดตอมวลของเซลล (Active cells) ที่ลดลง 
แสดงถึงความเปนพิษของผลผลิต (Transformation product toxicity) จากการบําบัด TCE  ที่มีตอ
เซลล ทําใหเกิดการลดลงของเซลล  (Alvarez-Cohen and  McCarty, 1991)  

 
 
โดยที ่ Tc =  Transformation capacity of  TCE (mg-TCE/ mg-cells) 

 dMc   =  Change in TCE mass during  reaction  time (mg-TCE)  
 dMx   =  Change in active cell concentration during reaction time (mg-cells)  

  
 คาตัวแปรทางจลนพลศาสตรจะบงบอกถงึความรวดเร็วของปฏิกิริยา    ในการรวมยอยสลาย    
ระยะเวลา  ลักษณะของระบบ  ความเขมขน  และปริมาณของซับสเตรตที่ตองการ  ลักษณะของแบบ 
จําลอง     ซึ่งสามารถใชประเมินความเสีย่ง   และวางแผนการทํางานไดในงานจริง       คาตัวแปรทาง
จลนพลศาสตรของการยอยสลายแบบใชอากาศทั้งโทลอีูนและเบนซิลแอลกอฮอล    และกระบวนการ
รวมยอยสลายแบบใชอากาศของไตรคลอโรเอทธิลนีของโทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอล     ไดรวบรวม
และแสดงดังตารางที่  2.8 และ 2.9

x

c
c dM

dMT = (2.3) 

(2.2) 



 
 

   ตารางที่ 2.8    คาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายแบบใชอากาศของซบัสเตรต 
 

Microorganism Growth 
Substrate 

Conc. 
(mg/L) 

kmax 
(1/day) 

KS 
(mg/l) 

Y 
(mg-cells/mg-substrate) 

Reference 

Pseudomonas putida B2 Toluene 1-50 4.0 2.7 0.62 Kelly และคณะ (2000) 
Pseudomonas putida ATCC 23973 Toluene 1-30 10.49 6.0 0.37 Choi และคณะ (1992) 

Burkholderia cepacia G4 Toluene - 8.68 0.074 - Newman และคณะ (1995) 
Pseudomonas cepacia G4 Toluene - 9.27 2.30 - Landa  และคณะ (1994) 

Pseudomonas B1 Toluene 5-20 13.03 1.96 1.22 Chang และคณะ (1993) 
Pseudomonas X1 Toluene 5-20 10.84 1.88 0.99 Chang และคณะ (1993) 

Pseudomonas putida F1 Toluene 1-43 20.60 13.8 1.28 Reardon และคณะ (2000) 
Pseudomonas putida R1 Toluene 4 12.10 0.1 1.20 Pedersen และคณะ (1997) 
Pseudomonas putida 54G Toluene 1-50 10.08 3.98 0.90 Mirpuri และคณะ (1997) 
Pseudomonas putida O1 Toluene 5-70 17.28 15.07 0.64 Oh และคณะ (1994) 

Mixed culture Toluene 1-30 0.44 1.02 0.29 Chang และ Alvarez-Cohen (1995b) 
Mixed culture Toluene 7-15 1.5 1.0 0.77 McCarty และคณะ (1998) 
Mixed culture Benzyl alcohol 1-60 1.06 5.29 0.53 Tejasen (2003) 
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  ตารางที่ 2.9 คาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศ 
 

Microorganism Growth 
Substrate 

Conc.TCE 
(mg/L) 

kmax 
(1/day) 

KS 
(mg/l) 

Tc 
(mg-TCE/mg-Cell) 

Reference 

Pseudomonas putida B2 Toluene 0-10 1.3 6.4 0.035 Kelly และคณะ (2000)       
Burkholderia cepacia G4  Toluene - 3.50 1.577 - Newman และคณะ (1995)   

Pseudomonas cepacia G4 Toluene - 0.95 0.80 - Landa และคณะ (1994)     
Pseudomonas cepacia G4 Toluene 0.65-9.85 1.706 3.81 - Sun และคณะ (1996) 

Pseudomonas cepacia  KR1 Toluene 0.65-9.85 1.89 1.314 - Sun และคณะ (1996) 
Pseudomonas putida F1 Toluene 0.65-9.85 0.75 0.66 - Sun และคณะ (1996) 
Pseudomonas putida F1 Toluene 1.32-13.14 0.49 10.12 0.0052 Heald และ Jenkins (1994) 
Ralstonia pickettii PKO1 Toluene 0-50 0.37 9.80 - Park และคณะ (2002) 

Mixed culture Toluene 1-30 0.17 8.64 0.0073 Chang และ Alvarez-Cohen (1995b)   
Mixed culture Toluene 0.5-1.5 0.7 10 - Mccarty และคณะ (1998)            
Mixed culture Benzyl  alcohol 0.13-2.0 0.084 0.33 0.03 Tejasen (2003) 
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2.10  เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวของ 
   
 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ จําแนกตามซับสเตรต (Growth substrate) ที่ใหพลังงาน และ
เปนแหลงอินทรียคารบอน  สําหรับการเติบโตของจลุินทรีย และเปนตัวเหนีย่วนําใหจุลินทรียสราง
เอนไซมของ     กระบวนการรวมยอยสลายแบบใชอากาศของไตรคลอโรเอทธิลีน  ดังนี ้
  
มีเทน (Methane) 
 
 Little และคณะ(1988)  ทําการศึกษาการยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีน เอนไซม Methane 
monooxygenase (MMO) ทดลองกับน้าํใตดินที่มกีารปนเปอนไตรคลอโรเอทธิลีน โดยสามารถยอย
สลายไตรคลอโรเอทธิลีนไดมากกวารอยละ 40 ในระยะเวลา 20 วนั ซึง่มีอัตราการยอยสลายสูงสุด
ในชวงระยะเวลา 2 ถึง 6 วัน และมีผลผลิตสุดทายเปนคารบอนไดออกไซดปริมาณรอยละ 40.1 ถึง 
42.7   
 
 Oldenhuis และคณะ(1989) และ Tsien และคณะ (1989)  รายงานวาจุลินทรียชนดิ 
Mthylosinus trichosporium  OB3b ซึ่งสราง soluble methane monooxygenase (sMMO) สามารถ
ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ไวนิลคลอไรด และไดคลอโรเอทธิลีนไอโซเมอรได และไตรคลอโรเอทธิลีน
อาจเปนพิษกบั   จุลนิทรียดวย ตอมา DiSpirito และคณะ(1992) รายงานวา Mthylosinus 
trichosporium OB3b สามารถสราง particulate methane monooxygenase (pMMO)  ซึ่งยอย
สลายไตรคลอโรเอทธิลนี ไดคลอโรเอทธิลีนไอโซเมอร และไวนิลคลอไรดไดในอัตราต่ํากวาเอนไซม 
sMMO Arp และคณะ (2001) พบวา sMMO เปนสวนยอยของเมทาโนโทรป และจะเกิดเมื่ออยูภายใต
สภาวะมีความเขมขนของคอปเปอรต่ํา ในขณะที่เอนไซม pMMO จะพบมากในเมทาโนโทรปและ
สามารถเกิดในสภาวะทัว่ไปที่มีของคอปเปอรได 
 
 McCarty และคณะ(1997)  พบวา การใชเอนไซม Methane monooxygenase (MMO) ในการ
ยอยสลายของมีเทนและการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน เกิดการแกงแยงกันระหวางซับสเตรตกับ
ไตรคลอโรเอทธิลีน (Competition Inhibition) สงผลทาํใหอัตราการยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีน
ลดลง 
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โทลูอีน (Toluene) และฟนอล (Phenol) 
 
 Hopkins และคณะ (1993a) ทําการทดลองเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการใชโทลูอีน     
ฟนอล มีเทน และแอมโมเนียเปนซับสเตรตในการรวมแบบใชอากาศ ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน โดย
ฉีดออกซิเจนและซับสเตรตลงไปในบอสังเกตการณที่ขุดลงไปในน้ําใตดิน ณ Moffett Field test site  
(California) เพื่อกระตุนใหจุลินทรียสรางเอนไซมที่ใชในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน  ผล
การศึกษาพบวาจุลินทรียที่ใชโทลูอีนและฟนอลเปนซับสเตรต เพิ่มจํานวนมากกวาและเร็วกวาจุลินทรีย
ที่ใชมีเทนและแอมโมเนียเปนสารอาหาร ประสิทธิภาพในการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนรอยละ 71  , 58  
, 6  และ 2  เมื่อใชโทลูอีน ฟนอล มีเทน และแอมโมเนียเปนซับสเตรตตามลําดับ  โดยโทลูอีนมี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนดีที่สุด แตงานวิจัยในภาคสนามนิยมใชฟนอลเปน
สารอาหารเพราะวาฟนอลมีพิษนอยกวาโทลูอีน   ฟนอลละลายน้ําไดดีกวาโทลูอีนและระเหยกลายเปน
ไอไดนอยกวาโทลูอีน จึงงายที่จะเตรียมเปน stock solution ไวสําหรับใชงานในภาคสนาม  
 
 Hopkins และคณะ (1993b) ทําการทดลองตอเนื่องโดยทําการทดลองในภาคสนามและใน
หองปฏิบัติการเพื่อนําขอมูลที่ไดมาเปรียบเทียบกัน โดยฉีดฟนอลความเขมขน 12.5 มิลลิกรัมตอลิตร
และออกซิเจน 35 มิลลิกรัมตอลิตรลงไปในบอสังเกตการณที่ขุดลงไปในน้ําใตดินที่ Moffett Field test 
site  (California) พบวาประสิทธิภาพในการยอยสลาย TCE รอยละ 88  เมื่อความเขมขนของ TCE อยู
ในชวง 62 ถงึ 500 ไมโครกรัมตอลิตร และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ TCE เปน 1000 ไมโครกรัมตอลิตร 
ประสิทธิภาพในการยอยสลาย TCE ลดลงเหลือรอยละ 77  และประสิทธิภาพในการยอยสลาย TCE 
เพิ่มข้ึนเปนรอยละ 90  เมื่อเพิ่มความเขมขนของฟนอลเปน 25 มิลลิกรัมตอลิตร ขณะที่ความเขมขน
ของ TCE ยังคงเทาเดิมคือ 1000 ไมโครกรัมตอลิตร 
  
 Hopkins and McCarty (1995)  ทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยใชโทลูอีนเปนซับสเตรตแทนฟนอล
และใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนตัวรับอิเล็กตรอนแทนออกซิเจน จากการศึกษาพบวาการเปลี่ยน
ซับสเตรตจากฟนอลเปนโทลูอีนในชั่วโมงที่ 980 ของการทดลอง จุลินทรียสามารถปรับตัวและยอย
สลายไตรคลอโรเอทธิลีนไดอยางตอเนื่อง และมี o-cresol เกิดขึ้นในบอ แสดงวาในน้ําใตดินอาจมี      
จุลินทรีย Pseudomonas cepacia G4 ใชฟนอลและโทลูอีนเปนซับสเตรตสรางเอนไซม Toluene 
ortho-monooxygenase สวนในชั่วโมงที่ 1680 ของการทดลองไดใชไฮโดรเจนเปอรออกไซดแทน
ออกซิเจน พบวาไฮโดรเจนเปอรออกไซดใชเปนตัวรับอิเล็กตรอนแทนออกซิเจนไดโดยไมมีผลกระทบตอ
การยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน 
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 Chang and Alvarez-Cohen (1995a) ทําการทดลองเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพจุลินทรีย
ที่ใชกาซมีเทน กาซโปรเพน โทลูอีน และฟนอล เปนซับสเตรตในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน 
(TCE) 1,2–ไดคลอโรอีเทน (1,2-DCA) และคลอโรฟอรม (CF) โดยนําจุลินทรียมาจากดินในหลุมฝง
กลบขยะที่ Berkley (California) ใชกาซมีเทนและกาซโปรเพนเปนซบัสเตรต และนําจุลินทรียมาจาก
น้ําใตดินที่ Livermore (California) ใชโทลูอีนและฟนอลเปนซับสเตรต ผลการทดลองพบวา จุลินทรียที่
ใชกาซมีเทน กาซโปรเพนเปนซับสเตรตสามารถสรางเอนไซมที่ใชยอยสลายสารประกอบคลอรีนที่
อ่ิมตัวและไมอ่ิมตัว (saturated and unsaturated chlorinated organics) ไดแก ไตรคลอโรเอทธิลีน 
1,2–ไดคลอโรอีเทนและคลอโรฟอรม สวนจุลินทรียที่ใชโทลูอีนและฟนอลเปนซับสเตรตสามารถสราง
เอนไซมที่ใชยอยสลายสารประกอบคลอรีนที่ไมอ่ิมตัวคือไตรคลอโรเอทธิลีนไดเทานั้น สวน 1,2–ได-
คลอโรอีเทน คลอโรฟอรม และสารประกอบคลอรีนที่อ่ิมตัวชนิดอื่น จุลินทรียที่ใชโทลูอีนและฟนอลเปน
ซับสเตรตไมสามารถยอยสลายได 
  
 Chang และคณะ (1995b) ไดศึกษาหาคา Transformation Capacity ในการยอยสลาย   
ไตรคลอโรเอทธิลีนของจุลินทรียที่ใชโทลูอีน และฟนอลเปนซับสเตรต พบวา TCE epoxide มีพิษตอ    
จุลินทรียที่ใชทั้งโทลูอีนและฟนอลเปนซับสเตรต ผลการศึกษา Tc มีคาเทากับ 0.0073 และ 0.031 
มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล ตามลําดับ จากคา Tc ที่ได แสดงใหเห็นวา  TCE 
epoxide มีพิษตอจุลินทรียที่ใชโทลูอีนเปนซับสเตรตมากกวาจุลินทรียที่ใชฟนอลเปนซับสเตรต 
 
 Fries และคณะ (1997b) ทําการทดลองโดยนําจุลินทรียมาจากน้ําใตดินที่ Moffett Field test 
site  (California) ซึ่งเปนจุลินทรียที่ใชโทลูอีนและฟนอลเปนซับสเตรต มาทําการทดลองในหอง 
ปฏิบัติการเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการใชโทลูอีนและฟนอลเปนแหลงคารบอนและพลังงานใน
การยอยสลายสารไตรคลอโรเอทธิลีน ผลการทดลองพบวารอยละ 8  ของจุลินทรียที่นํามานั้นเติบโตได
โดยใชโทลูอีนเปน   ซับสเตรตเพียงชนิดเดียวรอยละ 35  ของจุลินทรียที่นํามาเติบโตไดโดยใชฟนอล
เปน ซับสเตรตเพียงชนิดเดียว และรอยละ 57  ของจุลินทรียที่นํามาเติบโตไดโดยใชทั้งโทลูอีนและ      
ฟนอลเปนซับสเตรต จุลินทรียที่เติบโตโดยใชฟนอลเปนซับสเตรตยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนไดดีกวา
จุลินทรียที่เติบโตโดยใชโทลูอีนเปนซับสเตรต โดยจุลินทรียที่เติบโตโดยใชโทลูอีนและฟนอลเปน      
ซับสเตรตใชเอนไซมชนิดเดียวกันในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนคือเอนไซม  Toluene ortho-
monooxygenase 
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 Bielefeldt และคณะ (1995) ทําการทดลองใชจุลินทรียชนิดเสนใย (Filamentous bacteria) 
ซึ่งนํามาจากลําธารใน University of Washington ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน (TCE) และไดคลอโร-
เอทธิลีน (DCE) โดยใชฟนอลเปนซับสเตรต  ผลการทดลองพบวาจุลินทรียชนิดเสนใยสามารถยอย
สลาย     ไตรคลอโรเอทธิลีนไดในอัตรา 0.28 ถึง 0.51 g-TCE/g-VSS-d และยอยสลายไดคลอโรเอทธิ
ลีนไดในอัตรา 0.27 ถึง 1.5 g-DCE/g-VSS-d แตไมสามารถยอยสลายเตตระคลอโรเอทธิลีน (PCE) 
1,1,1-ไตรคลอโรอีเทน  (TCA) และคลอโรฟอรม (CF) ได โดยผลผลิตจากการยอยสลายไตรคลอโรเอ
ทธิลีนและไดคลอโรเอทธิลีนไมเปนพิษตอจุลินทรีย และเกิดการยับยั้งปฏิกิริยา (Competitive 
inhibition) ที่ความเขมขนของฟนอลมากกวา 40 มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีน
มากกวา 130 มิลลิกรัมตอลิตร และความเขมขนของไดคลอโรเอทธิลีนมากกวา 83 มิลลิกรัมตอลิตร 
  
 Futamata และคณะ (2001a)  ศึกษาและเปรียบเทียบการยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีน 
และการยอยสลายของฟนอล  พบวาฟนอลถูกใช เปนซับสเตรตในการยอยสลายของเอนไซมมากกวา
ไตรคลอ-โรเอทธิลีนแสดงใหเห็นวา ไตรคลอโรเอทธิลีนไมมีประสิทธิภาพในการยอยสลายฟนอล และ
พบวาความเขมขนของฟนอลจะสงผลตอการนํามาใชในกระบวนการยอยสลาย   รวมทั้งศึกษาหาคา
คาคงที่การอิ่มตัว (Half-saturation concentration) ทางจลนพลศาสตรของกระบวนการยอยสลาย
ของไตรคลอโรเอทธิลีนอยูระหวาง 11 ไมโครกรัมและ 800 ไมโครกรัม  
 
cis-Dichloroethylene 
 
 Coleman และคณะ (2002a) ไดทําการทดลองใช c-DCE เปนแหลงพลังงานและคารบอนใน
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย พบวาจุลินทรียที่ใช c-DCE เปนซับสเตรตไดคือ Polaromonas 
vacuolata  strain  JS666   โดยใชเวลาในการเจริญเติบโตประมาณ    73 ชั่วโมง   จุลินทรียนี้สามารถ
ยอยสลาย 1,2-ไดคลอโรอีเทน (1,2-DCA) ไตรคลอโรเอทธิลีน ทรานส-1,2- ไดคลอโรเอทธิลีน  (tran-
DCE) ซิส-1,2-ได-คลอโรเอทธิลีน  (cis-DCE) และไวนิลคลอไรด (VC) ได ผลผลิตขั้นแรกที่ไดจากการ
ยอยสลายคือ Epoxyethane ซึ่งเปนการประหยัดคาใชจายในกรณีที่มีซิส-ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-DCE) 
ปนเปอนและใชซิส-ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-DCE) เปนซับสเตรตในการบําบัด 
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VinylChloride 
 

Hartmans และคณะ (1992) ไดคัดแยกจุลินทรีย Mycobacterium aurum L1 จากดินที่มี
การปนเปอน VC และใช VC เปนซับสเตรต พบวาจุลินทรียชนิดนี้ยอยสลาย VC เปน epoxide-
chlorooxirane โดยเอนไซม alkene monooxygenase และจุลินทรียชนิดนี้ยอยสลาย DCE ไดแตไม
สามารถเติบโตโดยใช DCE เปนซับสเตรต แตจุลินทรียชนิดนี้ยอยสลาย TCE ไมได ตอมา Coleman 
และคณะ (2002b) ไดทําการทดลองใชไวนิลคลอไรด (VC) เปนซับสเตรตสําหรับจุลินทรีย  โดยคัด
แยกจุลินทรียจากดินที่มีการปนเปอน ไวนิลคลอไรด และน้ําเสียจากระบบเอเอส (Activated sludge) 
พบวาจุลินทรียที่ใช VC เปน  ซับสเตรตไดมี 12 ชนิด คือ Mycobacterium strains 11 ชนิด และ 
Nocardioides strain 1 ชนิด ซึ่งจุลินทรียทั้ง 12 ชนิดสามารถใช ethene เปนซับสเตรตไดเชนกันโดยมี 
VC เปนตัวชักนําใหจุลินทรียสรางเอนไซม ethene monooxygenase สวน Verce และคณะ (2000) 
ไดทําการทดลองใชไวนิลคลอไรด (VC) เปนซับสเตรตสําหรับจุลินทรียเชนเดียวกัน โดยคัดแยกจุลินท
รียจากน้ําเสียระบบเอเอส (Activated sludge) ที่ Urbana (Illinois) พบวาจุลินทรียใช VC เปนซับส
เตรตไดเชนกัน โดย VC ถูกยอยสลายเปน VC epoxide จุลินทรียจะไมใช VC เปนซับสเตรต ในกรณีที่
มีไนเตรตเปนตัวรับอิเล็กตรอน และจุลินทรียที่ใช ethene เปนซับสเตรตสามารถปรับตัวไดอยาง
ตอเนื่องเมื่อเปลี่ยนซับสเตรตจาก ethene เปน VC แต VC เปนซับสเตรตที่มีพิษ มีราคาแพงและ         
จุลินทรียที่ใช VC เปนซับสเตรตมีคา Yobs ต่ํากวา ethene ในการทํางานภาคสนามจึงควรใช ethene 
เปนซับสเตรตเพื่อกระตุนใหจุลินทรียเพิ่มจํานวนกอนแลวตามดวย VC  
 
โพรพิลีน (Propylene) 
 
 Ensign และคณะ (1992) ไดทําการศึกษาจุลินทรียชนิด Xanthobacter Strain Py2 ที่ใชกาซ 
propylene เปนซับสเตรตในการยอยสลายสารประกอบ Chlorinated alkenes ผลปรากฏวาจุลินทรีย
ไดสรางเอนไซม alkene monooxygenase ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ทรานส-1,2-ไดคลอโรเอทธิ-
ลีน  ซิส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลีน 1,3-ไดคลอโรโพรพิลีน 2,3-ไดคลอโรโพรพิลีน และ ไวนิลคลอไรด ได 
สวน 1,1-ไดคลอโรเอทธิลีนและเตตระคลอโรเอทธิลีน นั้นจุลินทรียชนิด Xanthobacter Strain Py2 ที่
ใชกาซ propylene เปนซับสเตรตยอยสลายไมไดเลย เปนที่สังเกตวาสารประกอบ Chlorinated 
alkanes ที่ประกอบดวยคารบอน 2 และ 3 อะตอม (C2 and C3 chlorinated alkanes) ไมสามารถถูก
ยอยสลายโดย  จุลินทรียที่สรางเอนไซม alkene monooxygenase เนื่องจากสารประกอบ 
Chlorinated alkanes บางตัวยับยั้งการทํางานของเอนไซมทําใหปฏิกิริยาเกิดชาลง 
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บิวเทน(Butane)  
 
 Kim และคณะ (2000) ทําการทดลองศึกษาประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบ 
Chlorinated–methane, Chlorinated–ethane และ Chlorinated–ethene โดยใชกาซบิวเทนเปน    
ซับสเตรต  สําหรับจุลินทรีย ผลการศึกษาพบวาจุลินทรียที่ใชกาซบิวเทนเปนซับสเตรตสามารถยอย
สลายสารประกอบคลอโรมีเทน (CM) ไดคลอโรมีเทน (DCM), คลอโรอีเทน (CA) 1,1-ไดคลอโรอีเทน 
(1,1-DCA) 1,2-ได-คลอโรอีเทน (1,2-DCA) ไวนิลคลอไรด (VC) 1,1-ไดคลอโรเอทธิลีน  (1,1-DCE) 
ซิส–ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-DCE) ได และเอนไซมที่ถูกสรางในการยอยสลายสารประกอบดังกลาวคือ
เอนไซม Butane monooxygenase แตจุลินทรียที่ใชกาซบิวเทนเปนซับสเตรตไมสามารถยอยสลาย
สารไตรคลอโรเอทธิลีนได เปนที่สังเกตไดวาสารประกอบ Chlorinated-Hydrocarbon ดังกลาวที่มี
คลอรีนประกอบอยูในคารบอนหนึ่งอะตอม (All chlorines on one carbon) ถูกยอยสลายไดเร็วกวา
สารประกอบ Chlorinated-Hydrocarbon ที่มีคลอรีนประกอบอยูในคารบอนทั้งสองอะตอม (Chlorine 
on both carbons) 
 
 Tetrabutoxysilane (TBOS) 
 
 Vancheewaran และคณะ (1999) ทําการทดลองใช tetrabutoxysilane (TBOS) เปน      
ซับสเตรตสําหรับจุลินทรียเพื่อยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน และซิส–ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-DCE) โดย
นําจุลินทรีย  มาจากระบบเอเอส (Activated Sludge) ที่ Corvallis (Oregon) เล้ียงดวย TBOS สาร 
TBOS นี้ชักนําให  จุลินทรียสรางเอนไซม monooxygenase ไดแตเอนไซมนี้ไมจําเปนในการยอยสลาย 
TBOS และ TBOS ถูกไฮโดรไลซไดเร็วกลายเปน 1-butanol ซึ่งใชเปนซับสเตรตสําหรับจุลินทรียได
เชนกัน ผลการทดลองพบวา   จุลินทรียสามารถยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน และซิส–ไดคลอโรเอทธิ-
ลีน (cis-DCE) 
 
ฟรุกโตส (Fructose) 
 
 Muller และ Babel (1995) คํานวณหาคาคงที่การอิ่มตัว (Half-saturation concentration ; 
Ks) ทางจลนพลศาสตรของการเจริญเติบโตของ Alcaligenes eutrophus บนฟนอล   กรด 2,4-
Dichlorophenoxyacetic และฟรุกโตส ในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนพบวามีคาเทากับ 11, 59 
และ 14 ไมโครโมลาร ตามลําดับและตัวคงที่อัตราการเจริญเติบโตสูงสุด เทากับ  0.215,  0.39 และ 
0.43 ตอชั่วโมง ซึ่งคาทางจลพลศาสตรบงบอกถึงปริมาณความเขมขนของซับสเตรต และสามารถ
ทํานายแนวโนมของกระบวนการได 
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กลูโคส(Glucose) 
 

Ensign และคณะ (1996) ไดทําการศึกษาจุลินทรียชนิด Xanthobacter  Strain Py2 ที่ใช
กลูโคสเปนแหลงพลังงานและคารบอนในการเจริญเติบโต และเติมกาซ propylene เพื่อเปนตัวชักนํา
ใหจุลินทรียสราง  เอนไซม ผลปรากฏวาจุลินทรียไดสรางเอนไซม alkene monooxygenase ซึ่งเปน
เอนไซมที่ใชในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนได ตอมา  Gao และ Skeen (1999) ไดทําการ
ทดลองใชกลูโคสเปน ซับสเตรตในการบําบัดซิส - ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-DCE)   เนื่องจากกลูโคส
สามารถละลายน้ําไดดี ไมลุกติดไฟและไมเปนพิษ โดยจุลินทรียที่ใชในการทดลองนํามาจากตะกอน
ของ Yakima River delta (Washington State), Dover Air Force Base (Delaware) และ Strother 
Field (Kansas) ผลการทดลองในชุดการทดลองที่เติมทั้งกลูโคสและออกซิเจนพบวาซิส-ไดคลอโรเอท-
ธิลีน (cis-DCE) ลดลงคลอไรดอิออน (Cl-) เพิ่มข้ึน จึงสรุปไดวาสามารถใชกลูโคสเปนซับสเตรตในการ
ยอยสลายซิส-ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-DCE) ได  สวนผลการทดลองในชุดการทดลองที่ไมเติมกลูโคสแต
เติมออกซิเจนพบวาในการทดลองที่ใชตะกอนจาก Yakima River delta มีซิส - ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-
DCE) ลดลง อาจเปนเพราะวาตะกอนจาก Yakima River delta มีสารอินทรียจําพวก cellulose , 
mannose , xylose , ribose และ galactose เปนสวนประกอบซึ่งสารอินทรียเหลานี้สามารถชักนําให 
จุลินทรียสรางเอนไซมในการยอยสลายซิส-ได-คลอโรเอทธิลีน (cis-DCE) ได 
 
เทอรปน (Terpene) 
 
 Suttinun (2003) ทําการทดลองศึกษานําสารเทอรปน (Terpene) ซึ่งเปนสวนประกอบหลักใน
น้ํา   มันหอมระเหยของพืชมาเปนซับสเตรตสําหรับการเจริญเติบโต  และชักนําใหจุลินทรียสราง
เอนไซมแทนโทลูอีน ฟนอลและมีเทน และใชจุลินทรีย Rhodococcus gordoniae P3 และ 
Pseudomonas sp.T1 ที่คัดแยกไดจากดินในทองถิ่นมายอยสลายสารไตรคลอโรเอทธิลีนในดินที่
ปนเปอน สารเทอรปนที่นํามาทดสอบคือคิวมีน ไลโมนีน คารโวน และไพนีน ทดสอบที่ความเขมขนตาง 
ๆ ผลการทดลองพบวาสารเทอร-ปนที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดคือ คิวมีน โดยจุลินทรีย Rhodococcus 
gordoniae P3  ที่ชักนําดวยคิวมีนความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร และจุลินทรีย Pseudomonas 
sp.T1 ที่ชักนําดวย    คิวมีนความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนที่
ความเขมขน 10 สวนในลานสวนไดรอยละ 76 และรอยละ 61  ตามลําดับภายในเวลา 24 ชั่วโมง  
 
 
 
 



 35

แลกเตต (Lactate) 
 
 Munakata-Marr และคณะ (1996) ศึกษาการใชแลกเตต  ในการรวมยอยสลายแบบใช
อากาศ ที่ Moffett Field test site  (California) ในชั้นดินและชั้นน้ําใตดินที่มีการปนเปอนสาร          
ไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียชนิด Burkholderia cepacia G4 และ PR1301 แตในระยะยาว
ความสามารถในการยอยสลายจะลดลง  
 
 
เบนซิลแอลกอฮอล (Benzyl alcohol) 
 
 Tejasen (2003)  ไดศึกษาคนควาหาซบัสเตรตชนิดอื่น ๆ มาใชในการรวมยอยสลายแบบใช
อากาศ ของไตรคลอโรเอทธิลีน ซิส-ไดคลอโรเอทธิลีน และไวนิลคลอไรด  ผลการวจิัยพบวา การบําบัด
ไตรคลอโร-เอทธิลีนมีประสิทธิภาพดีจากการใชเบนซิลแอลกอฮอลหรือฟนอลเปนซับสเตรต โดยผลของ
การบําบัดคิดเปนอัตราสวนไวนิลคลอไรด ซิส-ไดคลอโรเอทธิลีน และไตรคลอโรเอทธิลีนทีบํ่าบัดไดตอ
ปริมาณเบนซลิแอลกอฮอลที่ใช 0.048 0.117 และ 0.016 มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัม   
เบนซิลแอลกอฮอล ตามลําดับ เนื่องจากเบนซิลแอลกอฮอลเปนสารทีไ่มมีพิษจงึเปนสารที่นาสนใจใน
การบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนในภาคสนาม 
 
 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 วัสดุอุปกรณ และสารเคม ี
 

3.1.1  วัสดุอุปกรณที่ใชในการวิจัย 
 

- เครื่อง GC - FID : Gas Chromatography 
- เครื่อง HPLC : High Performance Liquid Chromatography 
- เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร  (Spectrophotometer) 
- เครื่องเขยา (Rotary Shaker) 
- เครื่องปนเหวีย่ง (Refrigerated Centrifuge) 
- เครื่องนึ่งฆาเชือ้โรค (Autoclave)  
- เครื่องวัดพีเอช (pH meter) 
- เครื่องชั่งน้าํหนักไฟฟาแบบละเอียด (Analytical Balance) 
- ตูปลอดเชื้อ (Laminar Flow) 
- ขวดซีรัม (Serum Bottle)  
- แผนรองขวดซรัีมชนิดเทฟลอน (Teflon – lined rubber Septum) 
- ที่ผนกึฝาอลูมเินียม (Aluminum Crimp Cap) 
- เครื่องแกวตวงวัดปริมาตร  
- อุปกรณปองกนัความปลอดภัย (หนากาก , แวนตา) 
 

3.1.2  สารเคมีที่ใชในการวิจยั 
 

- ไตรคลอโรเอทธิลีน (Trichloroethylene)  
- โทลูอีน (Toluene)  
- เบนซิลแอลกอฮอล (Benzyl alcohol) 
- เมอคิวริก คลอไรด (Mercuric chloride) 
- สารอาหารตาง ๆ (Nutrients) ตามตารางที่ 3.1 
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ตารางที่ 3.1 สวนประกอบของสารละลาย Basal Salts Medium (Yeager และคณะ, 1999) 
  

ชื่อสารเคมี สูตรทางเคม ี ความเขมขน 
(มิลลิกรัมตอลิตร) 

โปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต KH2PO4 6,800 
โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต K2HPO4 8,700 
โซเดียมไนเตรต NaNO3 531 
แมกนีเซยีมซลัเฟต MgSO4.7H2O 200 
แคลเซียมซัลเฟต CaSO4.2H2O 46.24 
ไดโซเดียม อีดทีีเอ disodium EDTA 10.00 
เฟอรัสซัลเฟต FeSO4.7H2O 8.55 
บอรริคแอซิด H3BO3 1.43 
แมงกานีสซัลเฟต MnSO4.7H2O 1.02 
ซิงคซัลเฟต ZnSO4.7H2O 0.32 
โคบอลตซัลเฟต CoSO4.7H2O 0.10 
คอปเปอรซัลเฟต CuSO4.5H2O 0.08 
โซเดียมโมลิบดินัมออกไซด Na2MoO4.2H2O 0.05 

 
หมายเหต ุ กอนนาํอาหารเลีย้งเชื้อ Basal Salts Medium มาใชตองนาํไปนึ่งฆาเชื้อโรคดวย 

      เครื่อง  Autoclave  ที่อุณหภูมิ 121 °ซ  ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา   
      15 นาท ี

 
3.2  การดําเนินการทดลอง 

 
การวิจยัในครัง้นี้ดําเนนิการที่ศูนยอางองิทางหองปฏิบตัิการและพิษวิทยา สํานกัโรคจากการ

ประกอบอาชพีและสิ่งแวดลอม กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข โดยกาํหนดแผนการวิจัยให
สอดคลองกับวัตถุประสงคและขอบเขตการวิจัยดังนี ้
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3.2.1  การเลี้ยงเชือ้จุลินทรยีทีส่ามารถโตบนโทลูอีน 
       (Enrichment of Toluene grown mixed culture)  
 

(1) นําน้ําเสยีในถงัเติมอากาศของโรงบาํบัดน้าํเสียสีพ่ระยามาเปนเชื้อจุลินทรีย 
(2) เตรียมสารละลาย Basal Salts Medium (BSM) ที่มีสวนประกอบตามตารางที่ 4.1 

เพื่อใชในการเลี้ยงเชื้อ 
(3) ปรับ pH ของสารละลาย BSM ใหเปน 7 ดวย  NaOH  
(4) เติมสารละลาย BSM ปริมาณ 900 มิลลิลิตร และเติมน้ําเสยีจากถงัเติมอากาศของ

โรงบําบัดน้ําเสียสี่พระยาปรมิาณ 100 มิลลิลิตร ลงในขวดโหลแกว พรอมทั้งเติม
อากาศ และทิง้ไว 1 วัน   

(5) เลี้ยงเชื้อจุลนิทรียดวยไอระเหยของโทลูอีน (ความบริสทุธิ์รอยละ 99.5) ดังรูปที่ 3.1 
เพื่อกระตุนใหเชื้อจุลินทรียสามารถโตบนโทลูอีน ระยะเวลาในการเลี้ยงประมาณ   
2-3  เดือน (ลําดับข้ันตอนการทดลองแสดงไวดังรูปที ่3.2) 

 
 

   
 

 รูปที่ 3.1 การเลี้ยงเชื้อจุลนิทรียที่สามารถโตบนซับสเตรตชนิดโทลูอีนได  
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3.2.2  การทดสอบการเจริญเตบิโตของเชื้อจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน 
       (เชื้อจุลนิทรียจากการทดลองขัน้ตอนที่ 3.2.1) 
 

(1) เตรียมสารละลาย BSM และองคประกอบอื่น ๆ ที่ใชในการทดลอง โดยบรรจุลงใน
ขวดทดสอบขนาด 20 มิลลิลิตรจํานวน 9 ชุด ชุดละ 3 ขวดทดสอบ ตามสัดสวนที่
แตกตางกนัดังแสดงในตารางที ่3.2 

(2) นําขวดทดสอบทั้งหมดใสลงในเครื่องเขยา ตั้งความเรว็รอบที่ 200 รอบตอนาท ี ที่
อุณหภูมิหอง  เขยาจนกระทัง่ชุดทดสอบที ่5 ถึง 9 มีความขุนเกิดขึ้น 

 
                 ตารางที่ 3.2  องคประกอบทีบ่รรจุลงในชุดทดสอบจํานวน 9 ชุด ตามสดัสวนที่ตางกนั 

 
ชุดที่ BSM (ml) Toluene (mg/l) Seed (ml)  HgCl2 (mg/l) หมายเหตุ 

1 10 0 0 0 Media control 
2 10 100  0 0 Substrate control 
3 10  100 0.1 1 Nonbiotic control 
4 10 0 0.1  0 Seed control 
5 10 10 0.1  0 - 
6 10  50 0.1 0 - 
7 10 100  0.1 0 - 
8 10 300  0.1 0 - 
9 10 500  0.1 0 - 

 
(3) วัดคาความขุนที่เกิดขึ้นโดยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 550 นาโน

เมตร (Optical density ที่  550 nm ; OD550) ของชุดทดสอบทัง้หมด โดยคา OD550 
ของชุดทดสอบที่มีความเขมขนของโทลูอีนนอยควรมีคานอยกวาคา OD550 ของชุด
ทดสอบที่มีความเขมขนของโทลูอีนมาก ตัวอยางเชน ชุดทดสอบที่ 5 ควรจะมีคา 
OD550 นอยกวาชุดทดสอบที ่ 6, 7, 8 และ 9 ตามลําดับ สําหรับชุดทดสอบที่ 1 ถึง 4 
ซึ่งเปนชุดควบคุมควรจะวัดคา OD550 ไดใกลเคียง 0  แสดงวาเชื้อจุลินทรียสามารถ
เจริญเติบโตบนโทลูอีนได   จึงจะนําเชื้อจุลินทรียที่เลี้ยงไวในขวดโหลแกวตามขัน้ตอน
การทดลองที่ 3.2.1 มาทําการปน  เหวี่ยง และเก็บเซลลเพื่อการใชงานตอไป (ลําดับ
ข้ันตอนการทดลองแสดงไวดังรูปที่ 3.2) 
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3.2.3  การเก็บเซลลจุลนิทรียที่โตบนโทลูอีน  
       (เชื้อจุลนิทรียที่เลี้ยงไวจากการทดลองขั้นตอนที่ 3.2.1)  
 

(1) เก็บตัวอยางน้าํในขวดโหลแกวมาวัดความขุนโดยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรที่ความ
ยาวคลืน่ 550 นาโนเมตรจนกระทั่งไดคาความขุนเทากบั 1.0 (Optical density ที่  
550 nm ; OD550) 

(2) นําน้ําในขวดโหลแกวไปเขาเครื่องปนเหวี่ยง (Refrigerated Centrifuge) โดยตั้ง
ความเร็วรอบที่ 4,800 รอบตอนาท ีเปนเวลา 10 นาท ี

(3) เทสวนทีเ่ปนน้าํใสทิ้ง ลางเซลลดวยสารละลาย BSM 1 คร้ังและเก็บเซลลไวที่
อุณหภูมิ – 4 องศาเซลเซยีส ใน 7 % dimethylsulfoxide เพื่อนํามาใชงานตอไป 
(ลําดับข้ันตอนการทดลองแสดงไวดังรูปที ่3.2) 
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กรณีที่ขวดทดสอบยังไมมีความขุนเกิดขึ้น 

ทดสอบการเจริญเติบโตของเชือ้จุลนิทรีย 
ตามขั้นตอนที่ 3.2.2 

เก็บเซลลจุลินทรียตามขั้นตอนที่ 3.2.3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             
  รูปที่ 3.2   แผนภาพขัน้ตอนการเพิม่จํานวน การทดสอบ การเจริญเติบโต และการเกบ็เพื่อนาํ    
      มาใชงานของเชื้อจุลินทรยีชนิดที่สามารถโตบนโทลูอีน     
 

เขยา 200 รอบตอนาที ทีอุ่ณหภูมิหอง 

จนกระทั่ง   OD550 = 1 

4800  รอบตอนาที  10 นาที 

ชุดทดสอบ 9 ชุด ๆ ละ 3 ขวด บรรจุ BSM และองคประกอบอื่น ๆ ตามตารางที่ 3.1 

ชุดทดสอบที่ 5  ถึง 9  มีความขุนเกิดขึ้น และวัด OD550 ของขวดทดสอบที่ 5 
ขุนนอยกวาชุดทดสอบที่ 6, 7, 8 และ 9 ตามลําดับ 

เก็บตัวอยางน้ําในขวดโหลแกวมาวัด OD550 ดวยเครื่อง Spectrophotometer 

เก็บตัวอยางน้ําในขวดโหลแกวไปเขาเครื่องปนเหวี่ยง (Refrigerated Centrifuge) 

เทสวนที่เปนน้ําใสทิ้ง ลางเซลลดวยสารละลาย  BSM  1 ครั้ง 

เก็บเซลลที่อุณหภูมิ 4 °ซ  ใน 7 % dimethylsulfoxide 

การเตรียมเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนมาใชงาน ตามขั้นตอนที่ 3.2.4 

เล้ียงเชื้อจุลินทรียดวยไอระเหยของโทลูอีน ดังรูปที่ 3.1 

สารละลาย BSM 900 มล.  
และน้ําเสียจากถังเติมอากาศ 100 มล. ในขวดโหลแกว 
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3.2.4 การเตรยีมเซลลจลุินทรียที่โตบนโทลูอีน และโตบนเบนซิลแอลกอฮอล  
      (เซลลจลุนิทรียที่โตบนโทลูอีนแชเย็นไวจากการทดลองขัน้ตอนที่ 3.2.3)  
 

(1) ละลายเซลลจลิุนทรียที่โตบนโทลูอีนแชเยน็ไวจากการทดลองในขั้นตอนที ่ 3.2.3 และ
ลางดวยสารละลาย BSM 1 คร้ังกอนนํามาเลี้ยงเชื้อใหม 

(2) เลี้ยงเซลลจุลินทรียดวยโทลอีูนหรือเบนซิลแอลกอฮอลใหม โดยใสสารละลาย BSM 
ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ลงในขวดซีรัมขนาด 119 มิลลิลิตร จํานวน 10 ขวด ปดฝาขวด
หลวม ๆ ดวย Teflon – lined rubber septum และครอบดวยกระดาษอลูมิเนียม
ฟอยล   

(3) นําขวดซีรัมทีบ่รรจุอาหารเลี้ยงเชื้อไปนึง่ฆาเชื้อโรคดวยเครื่อง Autoclave ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที   

(4) ตั้งทิง้ไวใหเย็น และปดฝาขวดใหแนนดวย Aluminium crimp caps  
(5) ฉีดโทลูอีนหรอืเบนซิลแอลกอฮอลใหเปนความเขมขนประมาณ 50 มิลลิกรัมตอลิตร 

ลงในขวดซีรัมหลังจากนึ่งฆาเชื้อโรคแลว 
(6) นําขวดซีรัมทีฉ่ีดโทลูอีนหรอืเบนซิลแอลกอฮอลแลวใสลงในเครื่องเขยา ตั้งความเร็ว

รอบที่ 200 รอบตอนาทีตลอด 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมหิอง  
(7) ใสเซลลจุลินทรียแลวลงในขวดซีรัมความเขมขนของเซลลจุลินทรียเร่ิมตน 5 มิลลิกรัม   

ตอลิตร  
(8) นําขวดซีรัมใสลงในเครื่องเขยา ตั้งความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมหิอง 

ตลอดระยะเวลาการทดลอง ระหวางการทดลองเติมออกซิเจนบริสุทธิ์เมื่อความดนัใน
ขวดซีรัมมีคานอยกวาความดันบรรยากาศ (เพื่อใหปริมาณออกซิเจนมมีากพอที่       
จุลินทรียจะนาํ ไปใช) 

(9) วัดความเขมขนโทลูอีนในขวดทดสอบดวยเครื่อง GC-FID หรือเบนซิลแอลกอฮอล
ดวยเครื่อง HPLC ตั้งแตเร่ิมใสเซลล และเก็บตัวอยางตามชวงเวลาที่เหมาะสม 
จนกระทั่งปริมาณโทลูอีนหรอืเบนซิลแอลกอฮอลหมด พรอมทั้งวดัความขุนของน้าํ
(OD550) ดวยเครื่อง Spectrophotometer  

(10) ทําการเติมโทลูอีนหรือเบนซลิแอลกอฮอลที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรใหม จน 
กระทัง่วัดคา OD550  ไดเทากับ 1 

(11) นําไปเขาเครื่องปนเหวีย่ง (Refrigerated Centrifuge) โดยตั้งความเร็วรอบที่ 4,800  
รอบตอนาท ีเปนเวลา 10 นาท ี
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ปดฝาขวดดวย Teflon – lined rubber Septum  
และครอบดวยกระดาษอะลูมินั่มฟอยล 

เขยา 200 rpm  ตลอด 24 ชั่วโมง 

เขยา 200 รอบตอนาที ตลอดระยะเวลาการทดลอง  
วัดปริมาณโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอล  
วัด OD550 ดวยเครื่อง  Spectrophotometer 

OD550 ≥ 1 

OD550 < 1 
เขยา 200 รอบตอนาที ตลอดระยะเวลาการทดลอง  
วัดปริมาณโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอล  
วัด OD550 ดวยเครื่อง  Spectrophotometer 

(12) เทสวนทีเ่ปนน้าํใสทิ้ง และลางเซลลดวยสารละลาย BSM 1 คร้ัง นาํเซลลจุลินทรยีที่
โตบนโทลูอีน และโตบนเบนซิลแอลกอฮอลมาใชงานการทดลองตอไป (ลําดับข้ันตอน
การทดลองแสดงไวดังรูปที ่3.3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

    
รูปที่ 3.3  แผนภาพขัน้ตอนการการเตรียมเซลลจุลินทรยีที่โตบนโทลูอีน 

                                   และโตบนเบนซิลแอลกอฮอล 
 
 

ปดฝาขวดดวย Aluminum Crimp Caps 

สารละลาย BSM 50 มล. ในขวดซีรัมขนาด 119 มล. จํานวน 10 ขวด 

นึ่งฆาเชื้อโรคดวยเครื่อง Autoclave เปนเวลา 15 นาที 

ฉีดโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอลลงในขวดซีรัมหลังจากนึ่งฆาเชื้อโรคแลว 

ใสเซลลจุลินทรียที่ละลายไวจากการทดลองขั้นตอนที่ 3.2.3 ลงในขวดซีรัม 

เมื่อปริมาณโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอลหมด ฉีดโทลูอีน 
หรือเบนซิลแอลกอฮอลลงในขวดซีรัมที่ความเขมขนเดิมอีกครั้ง 

นําไปเขาเครื่องปนเหวี่ยงที่ 4,800  รอบตอนาที  10 นาที 

เทสวนที่เปนน้ําใสทิ้ง และลางเซลลดวยสารละลาย BSM 1 ครั้ง 
กอนนําเซลลจุลินทรียมาใชงานการทดลองตอไป 
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3.2.5  การทดลองหาคายลิดของแตละซับสเตรต (Growth Yield : Y) 
 

(1) เตรียมขวดซีรัมขนาด 119 มิลลิลิตรที่บรรจุสารละลาย BSM ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ที่
ผานการนึง่ฆาเชื้อ สําหรับการทดลอง 3 ซ้ํา (Triplicate) และขวดซรัีม 1 ขวดที่ฆา
เซลลจุลินทรีย ดวย HgCl2 เพื่อใชเปนชุดควบคุม (เชนเดยีวกับการทดลองในขั้นตอน
ที่ 3.2.4) 

(2) ทําการฉีดโทลอีูนลงในขวดซรัีมใหความเขมขนประมาณ 50 มิลลิกรัมตอลิตร หลงั 
จากตั้งทิ้งใหเย็นแลวและปดฝาขวดใหแนนดวย Aluminium Crimp Caps 

(3) นําขวดซีรัมทีฉ่ีดโทลูอีนแลวใสลงในเครื่องเขยา ตั้งความเร็วรอบที ่ 200 รอบตอนาที 
ตลอดระยะเวลาการทดลองที่อุณหภูมหิอง 

(4) ใสเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลอีูน ซึง่เตรียมไวจากการทดลองในขั้นตอนที่ 3.2.4 ลงใน
ขวดซีรัม ที่ความเขมขนของเซลลจุลินทรีย 3 มิลลิกรัมตอลิตร (การคาํนวณแสดงใน
ภาคผนวก ก.) 

(5) นําขวดซีรัมใสลงในเครื่องเขยา ตั้งความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาท ีตลอดระยะเวลา
การทดลองที่อุณหภูมิหอง พรอมทั้งเติมออกซิเจนบริสุทธิร์ะหวางทําการทดลอง 

(6) วัดความเขมขนของโทลูอีนในขวดซีรัมดวยเครื่อง GC-FID ตั้งแตเร่ิมใสเซลล และเกบ็
ตัวอยางตามชวงเวลาที่เหมาะสม จนกระทั่งปริมาณโทลูอีนทีว่ัดไดมีคาลดลงจนเทา 
กับศูนย พรอมทั้งวัดการเจริญเติบโตของเซลล (OD550) ดวยเครื่อง Spectrophoto- 
meter  

(7) หลังจากปริมาณโทลูอีนหมด ทําการเติมโทลูอีนที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร   
เร่ือย ๆ  จนกระทั่งวัดคา OD550  ไดเทากับ 1 

(8) นําสารละลาย BSM ที่มีเซลลเจริญเติบโตในขวดซีรัมมาวเิคราะหคาของแข็ง
แขวนลอยทัง้หมด (TSS) โดยกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

(9) นําผลการทดลองที่ไดไปเขียนกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางปริมาณโทลูอีนที่ลด 
ลงกับเวลา และกราฟ OD550 ที่เพิ่มข้ึนกับเวลา  

(10) นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหหาคายลิด (Yield) 
(11) ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 1 – 10  โดยเปลี่ยนเซลลเปนเซลลจุลนิทรียทีโ่ตบนเบน

ซิลแอลกอฮอลและซับสเตรตเปนเบนซิลแอลกอฮอล โดยวัดความเขมขนของเบนซลิ
แอลกอฮอลในขวดซีรัมดวยเครื่อง HPLC (ลําดับข้ันตอนการทดลองแสดงไวดังรูปที่ 
3.4)  
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เขยา 200 รอบตอนาที ตลอดระยะเวลาการทดลอง  
วัดปริมาณโทลูอีนดวยเครื่อง GC-FID 
วัด OD550 ดวยเครื่อง  Spectrophotometer 

OD550 ≥ 1 

OD550 < 1 เขยา 200 รอบตอนาที ตลอดระยะเวลาการทดลอง  
วัดปริมาณโทลูอีนดวยเครื่อง GC-FID 
วัด OD550 ดวยเครื่อง  Spectrophotometer 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
                

รูปที่ 3.4   แผนภาพขัน้ตอนการทดลองหาคายิลดของจลิุนทรียที่ใชโทลูอีน และ 
          เบนซิลแอลกอฮอลเปนซับเสตรต 
 

ปดฝาขวดดวย Teflon – lined rubber Septum  
และครอบดวยกระดาษอะลูมินั่มฟอยล 

เขยา 200 รอบตอนาที  ตลอด 24 ชั่วโมง 

ปดฝาขวดดวย Aluminum Crimp Caps 

นําสารละลาย BSM ที่มีเซลลเจริญเติบโตในขวดซีรัม 
มาวิเคราะหคาของแข็งแขวนลอยทั้งหมด (TSS) 

ใสเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนไวจากการทดลองขั้นตอนที่ 3.2.4 ลงในขวดซีรัม 

ฉีดโทลูอีนลงในขวดซีรัมที่นึ่งฆาเชื้อโรคแลว 

นึ่งฆาเชื้อโรคดวยเครื่อง Autoclave เปนเวลา 15 นาที 

สารละลาย BSM 50 มล. ในขวดซีรัมขนาด 119  มล.  

นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหหาคา Y (Yield) 

ทําการทดลอง 3 ซํ้า (Triplicate) 

เมื่อปริมาณโทลูอีนหมด ฉีดโทลูอีน 
ลงในขวดซีรัมที่ความเขมขนเดิมอีกครั้ง 

เปล่ียนเซลลเปนเซลลจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล และ 
วัดปริมาณของเบนซิลแอลกอฮอลดวยเครื่อง HPLC 

เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนที่ลดลงของ 
ปริมาณโทลูอีนกับเวลา และกราฟระหวาง OD550 กับเวลา 
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3.2.6   การทดลองหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรในกระบวนการรวมยอยสลาย       
          ไตรคลอโรเอทธลินีทางชวีภาพโดยจุลนิทรียที่โตบนโทลูอีน และโตบนเบนซิล  
          แอลกอฮอล 

 
(1) เตรียมขวดซีรัมขนาด 119 มิลลิลิตรทีบ่รรจุสารละลาย BSM ปริมาณ 50 

มิลลิลิตร ที่ผานการนึ่งฆาเชือ้ สําหรับการทดลอง 3 ซ้ํา (Triplicate) และขวดซีรัม 
1 ขวดที่ฆาเซลลจุลินทรีย ดวย HgCl2 เพื่อใชเปนชุดควบคุม (เชนเดียวกับการ
ทดลองในขัน้ตอนที่ 3.2.4) 

(2) ทําการฉีดโทลอีูนหรือเบนซิลแอลกอฮอล ลงในขวดซีรัมใหความเขมขนประมาณ 
50 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากตั้งทิง้ใหเยน็แลว และปดฝาขวดใหแนนดวย 
Aluminium Crimp Caps 

(3) ฉีดไตรคลอโรเอทธิลีนลงในขวดซีรัม  โดยความเขมขนเริ่มตนของไตรคลอโรเอท-
ธิลีน  ประมาณ  1.5, 3.0, 6.0 และ 10.0  มิลลิกรัมตอลิตร  

(4) นาํขวดซีรัมใสลงในเครื่องเขยา ตั้งความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาท ี ตลอดระยะ 
เวลาการทดลองที่อุณหภูมิหอง  

(5)  ใสเซลลจุลินทรียทีโ่ตบนโทลูอีนหรือโตบนเบนซิลแอลกอฮอลลงในขวดซีรัม 
พรอมชุดควบคุมโดยฆาเซลลจุลินทรียในขวดซีรัมดวย HgCl2  

(6) นําขวดซีรัมใสลงในเครื่องเขยา ตั้งความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาท ี ตลอดระยะ 
เวลาการทดลองที่อุณหภูมิหอง พรอมทั้งเติมออกซเิจนบริสุทธิ์ระหวางทําการ  
ทดลอง 

(7) วัดปริมาณไตรคลอโรเอทธิลีนในขวดซีรัมดวยเครื่อง GC-FID ( สําหรับการวัด
ปริมาณโทลูอีนวัดดวยเครื่อง GC-FID และเบนซลิแอลกอฮอลวัดดวยเครื่อง 
HPLC) ตั้งแตเร่ิมใสเซลลเกบ็ตัวอยางตามชวงเวลาที่เหมาะสมจนกระทั่งปริมาณ
ไตรคลอโรเอทธิลีนหมดหรือไมเปลี่ยนแปลง  

(8) นําผลการทดลองที่ไดไปเขียนกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางปริมาณไตรคลอ-
โรเอทธิลนีที่ลดลง กับระยะเวลาทดลอง  

(9) นําผลการทดลองที่ไดมาวิเคราะหหาคา kmax  KS  และ TC โดยใชแบบจําลอง
คอมพิวเตอร AQUASIM 2.1b (ลําดับข้ันตอนการทดลองแสดงไวดังรูปที่ 3.6) 
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3.2.7  การทดลองหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรในกระบวนการยอยสลายโทลูอีน    
         และเบนซิลแอลกอฮอลทางชวีภาพ 

 
            ทําการทดลองเชนเดียวกับการทดลองในขั้นตอนที ่3.2.6 โดยเปลี่ยนจากไตรคลอ-
โรเอทธิลีนเปนโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอล  ความเขมขนเริ่มตนประมาณ  5, 15, 30 
และ 60  มิลลิกรัมตอลิตร และใชเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอล 
สําหรับการยอยสลายโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอลทางขีวภาพ พรอมทั้งวิเคราะหหาคา 
Y จากการทดลอง และคา kmax และ KS โดยใชแบบจําลองคอมพวิเตอร  AQUASIM 2.1b 
สรุปการหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรดงัรูปที ่3.5 (ลําดับข้ันตอนการทดลองแสดงไวดัง
รูปที่ 3.6) 
 

 
 
 

 
 

 
 
   
 
 

 
   รูปที่ 3.5   แผนภาพสรุปการหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร  
 
 
 
 
 
 
 

 

เซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน 

เซลลจุลินทรียโตบนโทลูอีน เซลลจุลินทรียโตบนเบนซิลแอลกอฮอล 

กระบวนการยอย 
สลายโทลูอีน 

กระบวนการรวมยอยสลาย 
ไตรคลอโรเอทธิลีน 

กระบวนการรวมยอยสลาย 
ไตรคลอโรเอทธิลีน 

กระบวนการยอยสลาย 
เบนซิลแอลกอฮอล 

หาคา kmax  KS  และ TC หาคา kmax KS และ Y หาคา kmax  KS  และ TC หาคา kmax KS  และ  Y 
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เขยา 200 รอบตอนาที ตลอดระยะเวลาการทดลอง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
  รูปที่ 3.6   แผนภาพขัน้ตอนการทดลองหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร 

 
 

ปดฝาขวดดวย Teflon – lined rubber Septum  
และครอบดวยกระดาษอะลูมินั่มฟอยล 

เขยา 200  รอบตอนาที  ตลอด 24 ชั่วโมง 

ปดฝาขวดดวย Aluminum Crimp Caps 

นําสารละลาย BSM ที่มีเซลลเจริญเติบโตในขวดซีรัม 
มาวิเคราะหคาของแข็งแขวนลอยทั้งหมด (TSS) 

ใสเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนไวจากการทดลองขั้นตอนที่ 3.2.4 ลงในขวดซีรัม 

ฉีดไตรคลอโรเอทธิลีนลงในขวดซีรัมที่นึ่งฆาเชื้อโรคแลว 

นึ่งฆาเชื้อโรคดวยเครื่อง Autoclave เปนเวลา 15 นาที 

สําหรับการทดลองที่ 3.2.7 เปล่ียนจากไตรคลอโรเอทธิลีนเปนโทลูอีน และเบนซิลแอลกอฮอล  

ทําการทดลอง 3 ซ้ํา (Triplicate) 

วัดปริมาณไตรคลอโรเอทธิลีนและโทลูอีนดวยเครื่อง GC-FID 
(วัดเบนซิลแอลกอฮอลวัดดวยเครื่อง HPLC) 

วิเคราะหหาคา kmax  KS  และ TC โดยใชแบบจําลองคอมพิวเตอร  AQUASIM 2.1b 

เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณ 
ไตรคลอโรเอทธิลีนที่ลดลง กับระยะเวลาทดลอง 

สารละลาย BSM 50 มล. ในขวดซีรัมขนาด 119  มล.  

เปล่ียนเซลลเปนเซลลจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล  
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3.2.8 การศึกษาประยุกตใชแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM 2.1b  
 

     การศึกษาประยุกตใชแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM 2.1b ซึ่งพฒันาโดย Peter 
Reichert : Swiss Federal Institute for Environmental Science and Technology (EAWAG) 
Switzerland ในคํานวณคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร คอื kmax, Ks และ Tc ทํานายพารามิเตอรตาง ๆ ที่
ใชในการทดลอง เชน  ความเขมขนเริ่มตน และปริมาณของเซลล สมการที่ใชในการทํานายพารามิเตอร
ตาง ๆ  ไดแก 
   จากสมการ Monod  kinetics 
 
 
   ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนและโทลูอีนในสภาวะที่เปนของเหลว สามารถ
คํานวณ   ไดจากความเขมขนในสภาวะที่เปนกาซ และสมการ Herry’s law ในสภาวะสมดุลมวล ดังนี ้
 
  
   จะไดสมการสาํหรับมวลของไตรคลอโรเอทธิลีน และโทลอีูน 
    
 
   และสมการสําหรับมวลเซลลของเบนซิลแอลกฮอล 
 
 
          ดังนั้นสมการสําหรับการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนและการยอยสลายโทลูอีน  
   
 
  
 
            จะได 
 
  และสมการสําหรับการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอล 
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Xc
c

sx
X Mbr

T
1rYr

dt
dM

⋅−−⋅==

(3.9) 

(3.10) 

 โดยที ่ Hcc    =    Herry’s  law constant 
      Cg, Caq= Gas phase and Aqueous interest compound  concentration (mg/l) 
 Vl, Vg   =    Liquid and Headspace  volume (l) 
 Mc       =    The interest  compound mass (mg cells) 

       X    =    Cell concentration (mg cells/l) 
       t          =    Time (day) 
 
  จากสมการอัตราการเติบโตเซลล (Cells mass production Equation) 
 
 
  กรณีเมื่อไมมีซับสเตรตเหลือ เทอมของอัตราการเจริญเติบโต (Y⋅rs) จะมีคาเทากับ
ศูนย ดงันัน้สมการเซลลของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน คือ  
 
 
          สมการอัตราการเติบโตของโทลูอีนเซลล เมื่อไมมีไตรคลอโรเอทธิลีน คือ 
 
 
          สมการอัตราการเติบโตของเบนซิลแอลกอฮอลเซลลเมื่อไมมีไตรคลอโรเอทธิลนี คือ  
 
 
         ใสสมการที่ 3.6 ถึง 3.10 ในแบบจําลองคอมพวิเตอร AQUASIM 2.1b และหาคาตวั
แปรทางจลนพลศาสตรตาง ๆ ซึ่งคาความผิดพลาดมาตรฐาน (Standard  Error of  Estimate ; SEE) 
ของขอมูลการทดลองกับคาจากแบบจําลอง ดังสมการ 3.11 (Holman, 2001)   
 
 
  
 โดยที่         

iC  =   Experimental data 
         ∧

iC  =   Model prediction data 
         n =   Number of data points 
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  จากสมการที ่ 3.6  ถึง  3.10  สามารถเขยีนกราฟความสัมพนัธระหวางอัตราปฏิกริิยา   
กับความเขมขน  เพื่อตรวจสอบขอบเขตของอัตราปฏิกิริยาการรวมยอยสลายของ TCE และอัตรา
ปฏิกิริยาการยอยสลายของโทลูอีนหรือเบนซิลแอลกอฮอลที่มีรายงานมากอน (ตารางที่ 2.8 และ 2.9) 
ดังรูปที่ 3.7  ถงึ  3.10  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.7  ความสัมพันธระหวางอัตราปฏิกิริยาการรวมยอยสลายของ TCE โดยจลุินทรียที่โต 
  บนโทลูอีนกับความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีน 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.8     ความสัมพนัธระหวางอัตราปฏิกิริยาการยอยสลายของโทลูอีนกับความเขมขนของ     
                  โทลูอีน 
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       * กราฟ A – D เปนการปรับเปลี่ยน      
          คาตัวแปรทางจลนพลศาสตร±50% 
 
 

รูปที่ 3.9  ความสัมพนัธระหวางอัตราปฏิกริิยาการรวมยอยสลายของ TCE โดยจุลินทรียทีโ่ต 
         เบนซิลแอลกอฮอลกับความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีน    

 
 

 
 

 
 

  
                       
      * กราฟ A – D เปนการปรับเปลี่ยน                               
         คาตัวแปรทางจลนพลศาสตร ±50% 
 
 

 รูปที่ 3.10  ความสัมพันธระหวางอัตราปฏกิิริยาการยอยสลายของเบนซิลแอลกอฮอลกับ 
      ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอล 
 
 
 
 

กราฟ kmax(1/d) Ks(mg/l) 
A 0.126 0.165 
B 0.126 0.495 

Tejasen 
(2003) 0.084 0.330 

C 0.042 0.165 
D 0.042 0.495 

กราฟ kmax(1/d) Ks(mg/l) 
A 1.545 2.645 
B 1.545 7.935 

Tejasen 
(2003) 1.030 5.290 

C 0.515 2.645 
D 0.515 7.935 

 C  

 A  
 B  

 D  

 Tejasen (2003) 
( )
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  ขอบเขตของอัตราปฏิกิริยาการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีน โดยจุลินทรยีที่
โตบนโทลูอีนดังรูปที่ 3.7 สามารถเลือกใชคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร (kmax และ KS) ของ Sun และ
คณะ(1996)  และ Kelly และคณะ (2000)   เพื่อนําไปประมาณชวงความเขมขนเริม่ตนของไตรคลอโร-
เอทธิลีนที่ใชในการทดลองเทากบั 1-10 มิลลิกรัมตอลิตรและระยะเวลาการทดลอง และการเลือก
ขอบเขตอัตราปฏิกิริยาการยอยสลายโทลูอีนใชคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร (kmax และ KS) ของ 
Reardon และคณะ (2000)  และ Kelly และคณะ (2000)  ดังรูปที่  3.8  สามารถประมาณชวงความ
เขมขนเริ่มตนของโทลูอีนที่ใชในการทดลองเทากับ 1 - 40  มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับอัตราปฏิกิริยาการ
รวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลนีโดยจลุินทรียที่โตเบนซิลแอลกอฮอล และอัตราปฏิกิริยาการยอย
สลายเบนซิลแอลกอฮอล ใชคาของ Tejasen (2003)  และทําการปรับเปลี่ยนคาตวัแปรทาง
จลนพลศาสตร (kmax และ KS) โดยกําหนดคาความแปรปรวนรอยละ ±50 เนื่องจากเปนการศึกษาเพียง
อันเดียวที่มีขอมูลของคาตัวแปรเหลานี้ จะไดขอบเขตของอัตราปฏิกิริยาที่กวางที่สุดดังรูปที่ 3.9 และ 
3.10  เพื่อนาํไปประมาณความเขมขนเริ่มตนของไตรคลอโรเอทธิลนีที่ใชในการทดลองและระยะเวลา
การทดลอง    ซึ่งสามารถประมาณชวงความเขมขนเริ่มตนของไตรคลอโรเอทธิลนีเทากับ  0.5 - 4.0  
มิลลิกรัมตอลิตร และชวงความเขมขนเริม่ตนของเบนซลิแอลกอฮอลเทากบั 1 - 60  มิลลิกรัมตอลิตร  

   สําหรับงานวิจยันี้กาํหนดความเขมขนเริ่มตนของไตรคลอโรเอทธิลีนที ่ 1.5, 3.0, 6.0 
และ 10.0 มิลลิกรัมตอลิตร และความเขมขนเริ่มตนของซับสเตรตทั้งโทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอลเทา  
กับ 5, 15, 30 และ 60 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อใหครอบคลุมขอบเขตความเขมขนของงานวิจยัที่ผานมา   
    คา  Tc   Y  และ b  สามารถเลือกไดจากงานวิจัยที่ผานมาเชนกัน ดังตารางที่ 3.3  โดย
คา  Tc ของการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียที่โตโทลูอีน  ใชแตคาของ  Kelly และ
คณะ (2000)   เนื่องจาก Sun และคณะ(1996) ไมมีผลการศึกษา  และของจุลินทรียที่โตเบนซิล
แอลกอฮอลใชคาของ Tejasen (2003) เนื่องจากเปนการศึกษาเพียงอันเดียว   คา  Y  ใชคาของ  Kelly 
และคณะ (2000)  และ Reardon และคณะ (2000)   สวนการยอยสลายของเบนซิลแอลกอฮอลใชแต
คาของ  Tejasen (2003)  เนื่องจากเปนการศึกษาเพียงอันเดียวเชนกัน สําหรับคา b อางอิงจากคาของ  
Metcalf และ Eddy (2003)   
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      ตารางที ่3.3  คาตัวแปรตาง ๆ ที่ใชในแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM2.1b เพื่อประมาณคา 
                          ความเขมขนของสารตาง ๆ และระยะเวลาการทดลอง 
 

การรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน การยอยของซับสเตรต 
 ตัว 
แปร หนวย จุลินทรียที่โต 

บนโทลูอีน 
จุลินทรียที่โตบน 
เบนซิลแอลกอฮอล 

จุลินทรียที่โตบน 
โทลูอีน 

จุลินทรียที่โตบน 
เบนซิลแอลกอฮอล 

C mg/l 1.5, 3.0, 6.0, 10.0 1.5, 3.0, 6.0, 10.0 5, 15, 30, 60 5, 15, 30, 60 

X mg/l 70, 140, 280, 500 70, 140, 280, 500 50, 100, 150,200 50, 100, 200, 300 

   kmax 1/day 1.30   (a) 1.89    (b)  0.126 0.042 4.00 (a) 20.60 (c) 1.545 0.515 
Kg mg/l 6.40 (a) 1.314  (b)  0.165 0.495 2.70 (a) 13.80 (c) 2.645 7.935 
Tc mg-

TCE/mg-
cells 

            0.035          (a)             0.030      (a) - - 

Y mg-cells 
/mg-

Substrate 
- -  0.62  (a) 1.28  (d)             0.53         (a) 

b 1/day 0.10            (d) 0.10        (d) 0.10          (d) 0.10          (d) 
  
 a. Kelly et al. (2000)  ; b. Sun  et al. (1996) ; c.  Reardon et al. (2000)  d. Metcalf & Eddy (2003)  

 
  การวิเคราะหผลดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร AQUASIM 2.1b ทําใหสามารถประมาณ
ผลการทดลองคราว ๆ  ไดแก  ความเขมขนเริ่มตนของเซลล ความเขมขนเริ่มตนของไตรคลอโรเอทธิลีน   
และซับสเตรต  รวมทั้งระยะเวลาที่จุลินทรียใชในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน  ซึ่งสามารถนํา
คาเหลานี้ไปประยุกตใชในการทดลองได และเมื่อทําการทดลองแลวก็สามารถใชแบบจําลอง
คอมพิวเตอร AQUASIM  2.1b คํานวณหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร และตรวจสอบขอมูลที่ไดจาก
การทดลองจริงกับแบบจําลองโดยกระบวนการทางทฤษฎีได  
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3.3  วิธกีารวิเคราะหตัวอยาง  

 
       ตารางที ่ 3.4   วิธีการวเิคราะห  และเครื่องมือที่ใชวเิคราะหพารามิเตอรตาง ๆ 
 

พารามิเตอร วิธีที่ใชวิเคราะห เครื่องมือที่ใชวิเคราะห 
Trichloroethylene , Toluene EPA Method number 1671A 

Volatile Organic Compound by 
GC-FID 

GC-FID 

Benzyl Alcohol EPA Method number 0532 
Benzyl Alcohol compounds in 

DW by SPE & HPLC/UV 

HPLC 

Total Suspend Solids (TSS) Standard Method - 2540D 
Total Suspend Solids Dried at 

103 – 105 °c 

- 

Optical Density (OD550) - Spectrophotometer 
 
  หมายเหต ุ  OD550  คือ   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 
             

 
 



บทที่  4 
 

ผลการทดลองและการวิจารณ 
 

4.1 การเลี้ยงเชื้อจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน 
 
 งานวิจัยนี้ตองการใชเบนซิลแอลกอฮอลซึ่งเปนสารที่ไมมีพิษเปนซับสเตรตในการรวมยอย
สลายไตรคลอโรเอทธิลีนแทนโทลูอีนที่เปนสารมีพิษ  โดยทําการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียดวยโทลูอีนกอน  
แลวจึงนําเชื้อจุลินทรียนั้นมาเลี้ยงดวยเบนซิลแอลกอฮอล  
 เมื่อเร่ิมตนการทดลองไดเลี้ยงเชื้อจุลินทรียใหคุนเคยกับการใชโทลูอีนเปนซับสเตรต  
วิธีการเลี้ยงไดกลาวไวในขั้นตอนที่ 3.2.1 โดยใชหัวเชื้อจุลินทรีย (Seed) จากโรงบาํบดัน้าํเสยีสีพ่ระ
ยา ตําแหนงที่เก็บเชื้อจุลินทรียมาใช คือ น้ําเสียในถังเติมอากาศ เล้ียงโดยใหโทลูอีนเปนซับสเตรต
อยางเดียว 
 ความขุนในชวง 2 เดือนแรกของการเลี้ยงเชื้อไมมีการเปลี่ยนแปลง คาดวาเกิดจากการ
ปรับตัวของจุลินทรีย เพื่อใชโทลูอีนเปนซับสเตรต เมื่อเขาสูเดือนที่ 3 เร่ิมสังเกตเห็นการ
เจริญเติบโตบนโทลูอีน โดยสังเกตไดจากสีของน้ําที่เลี้ยงเปลี่ยนสีจากสีใสเปนสีน้ําตาลสมขุน ดัง
รูปที่ 4.1 จากนั้นจึงทําการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียตอไปจนกระทั่งวัดคา Optical Density (OD550) ได
เทากับ 1  แลวจึงนําไปใชในการทดลองตอไป 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.1 การเปลี่ยนแปลงสขีองเชื้อจุลินทรียที่โตบนโทลอีูนได 
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4.2 การทดสอบการเจริญเติบโตของเชือ้จุลินทรยีที่โตบนโทลูอีน 
 
 นําเชื้อจุลินทรียจากขั้นตอนที่ 4.1 มาทดสอบการเจริญเติบโตตามขั้นตอนที่ 3.2.2 เพื่อให
แนใจวา เชื้อจุลินทรียที่เลี้ยงไดนั้นเปนเชื้อจุลินทรียที่สามารถโตบนโทลูอีน  
 ชุดทดสอบที่ใชมีทั้งหมด 9 ชุด ๆ ละ 3  ซ้ํา โดย ชุดทดสอบที่ 1 ถึง 4 เปนชุดควบคุม ชุด
ทดสอบที่ 1 เปน Media control  ซึ่งไมมีทั้งเซลลจุลินทรียและโทลูอีน ชุดทดสอบที่ 2 เปน 
Substrate control มีโทลูอีนแตไมมีเซลลจุลินทรีย ชุดทดสอบที่ 3 เปน Nonbiotic control เปนชุด
ที่มีทั้งโทลูอีนและเซลลจุลินทรียแตทําการฆาเซลลจุลินทรียดวยเมอคิวริกคลอไรด ชุดทดสอบที่ 4 
เปน Seed control คือเปนชุดที่มีเซลลจุลินทรียแตไมมีโทลูอีน  สวนชุดทดสอบที่ 5 ถึง 9 เปนชุด
ทดสอบที่บรรจโุทลูอีนความเขมขนแตกตางกันดังนี้ 10,  50,  100,   300   และ 500 มิลลิกรัมตอ
ลิตรตามลําดับ  ดังแสดงตามตารางที่ 3.2 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.2 คา OD550 ของชุดทดสอบหลงัจากทาํการทดลอง 3 วัน 
                    (      , ขวดทดสอบที่ 1 ;      ,ขวดทดสอบที ่2 ;     ,ขวดทดสอบที่ 3)  
 
ผลการทดสอบพบวา เมื่อเริ่มทําการทดสอบคา OD550  ของชุดทดสอบทั้งหมดมีคา

ใกลเคียงกันเฉลี่ยประมาณ 0.009 ± 0.004 หลังจากทําการทดสอบ 3 วัน พบวาคา OD550  ของน้ํา
ในชุดทดสอบที่บรรจุโทลูอีนความเขมขนแตกตางกัน จะมีการเจริญเติบโตแตกตางกันตามไปดวย
ดังรูปที่ 4.2 รายละเอียดผลการทดลองแสดงในตารางที่ ก-1 ในภาคผนวก ก. โดยน้ําในชุดทดสอบ
ที่เชื้อจุลินทรียไดรับโทลูอีนเปนซับสเตรตที่ความเขมขนสูงมีคา OD550 สูงกวาเชื้อจุลินทรียที่ไดรับ
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โทลูอีนเปนซับสเตรตที่ความเขมขนต่ํา   ในขณะที่ชุดทดสอบที่ 1 – 4   ซึ่งเปนชุดควบคุม วัดคา 
OD550 ไดใกลเคียงกับคาเริ่มตน เนื่องจากชุดทดสอบทั้งสี่ขาดองคประกอบที่ทําใหเชื้อจุลินทรีย
เจริญเติบโตได ชุดทดสอบทั้งสี่จึงไมมีการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียเกิดขึ้น ดังนั้นผลที่ไดจาก
การทดสอบสามารถสรุปไดวา เชื้อจุลินทรียที่เล้ียงไดนั้นสามารถโตบนโทลูอีนได  และสามารถนํา
เชื้อจุลินทรียไปใชไดในการทดสอบขั้นตอไปได 

 
4.3 การศึกษาคายิลดของแตละซับสเตรต (Growth Yield ; Y) 
 
 คายิลด หรือคาสัมประสิทธิ์การเจริญเติบโต (Y) แสดงความสัมพันธทางปริมาณระหวาง
มวลของเซลลจุลินทรียที่ผลิตขึ้น ตอปริมาณซับสเตรตที่ถูกใชไป  สําหรับงานวิจัยในขั้นตอนนี้เปน
การศึกษาหาคายิลดของซับสเตรต 2 ชนิด ไดแก โทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอล โดยแบงการ
ทดลองออกเปน 2 ชุด ดังนี้  
 
 4.3.1   การศึกษาคายิลดของเซลลจุลนิทรียที่โตบนโทลูอีน  
 
  การทดลองชุดนี้ประกอบดวยขวดซีรัม 4 ขวด โดยมขีวดซีรัม 3 ขวดสําหรับการ
ทดลอง 3 ซ้ํา และขวดซีรัม 1 ขวดที่ฆาเซลลจุลินทรียดวยเมอคิวริกคลอไรด (HgCl2) เพื่อเปนชุด
ควบคุม (Control)  โดยใชโทลูอีนเปนซับสเตรตที่ความเขมขนเริ่มตนประมาณ 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
และความเขมขนเริ่มตนของเซลลจุลินทรียประมาณ 3 มิลลิกรัมตอลิตร  นําขวดซรัีมทั้งหมดใสลง
ในเครื่องเขยาตั้งความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองประมาณ 25 องศาเซลเซยีส 
ตลอดระยะเวลาการทดลอง ทําการเติมโทลูอีนและเกบ็ตัวอยางเรื่อย ๆ จนกระทัง่คาวัดคา OD550  
ไดเทากับ 1  
  ผลการศึกษาพบวา  เซลลจุลินทรียใชเวลาในการยอยสลายโทลูอีนในครั้งแรก
นานกวา  24  ชั่วโมง สาเหตุนาจะเปนเพราะความเขมขนของเซลลจุลินทรียมีนอย และเซลล         
จุลินทรียมีการปรับตัวใหคุนเคยกับสภาวะใหม แตเมื่อเติมโทลูอีนครั้งตอ ๆ ไป เซลลจุลินทรีย
สามารถยอยสลายโทลูอีนไดอยางรวดเร็ว  และมีแนวโนมเร็วขึ้นเรื่อย ๆ ตามปริมาณความเขมขน
ของเซลลจุลินทรียที่เพิ่มข้ึนดังรูปที่ 4.3  และรูปที่ 4.4  คา OD550 ที่เพิ่มข้ึนแสดงใหเห็นถึงการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย จนกระทั่งวัดคา OD550 มีคาประมาณ 1 จึงนําเซลลจุลินทรียในขวดซีรัม
มาวิเคราะหคาของแข็งแขวนลอย (TSS) เพื่อหาปริมาณมวลของเซลลจุลินทรียที่เกิดขึ้น 
รายละเอียดผลการทดลองแสดงในตารางที่ ข-1 และ ข-2  ในภาคผนวก ข. 
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รูปที่ 4.3 ความเขมขนของโทลูอีนที่เปลี่ยนแปลงกับระยะเวลาการทดลอง 

(□ , ขวดที่ 1 ; ◊, ขวดที่ 2 ; ∆ , ขวดที่ 3 ;  x , ขวดควบคุม ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
     รูปที่ 4.4 คา OD550 ที่เพิ่มข้ึนของเซลลจลิุนทรียที่โตบนโทลูอีนกับระยะเวลาการทดลอง           
     (□ , ขวดที่ 1 ; ◊, ขวดที่ 2 ; ∆ , ขวดที่ 3 ;  x , ขวดควบคุม ) 

 
  คา TSS ที่วัดไดมีคาเฉลี่ยเทากับ 20.68 ± 1.89 มิลลิกรัม และมวลของโทลูอีนที่
เติมทั้งหมดมีคาเฉลี่ยเทากับ 27.81 ± 1.54 มิลลิกรัม  ดังนั้นคายิลดของจุลินทรียที่ใชโทลูอีนเปน        
ซับสเตรตมีคาเฉลี่ยเทากับ  0.742  ±  0.028   มิลลิกรัมมวลเซลลตอมิลลิกรัมโทลูอีน  แสดงวา
เซลลจุลินทรีย  1  มิลลิกรัม ใชปริมาณของโทลูอีน  1.347  มิลลิกรัมในการเจริญเติบโต  ซึ่งผลการ  
ทดลองคายิลดที่ไดมีคาใกลเคียงกับคายิลดที่ศึกษาโดย McCarty และคณะ(1998)  Kelly และ
คณะ(2000)  และ  Oh และคณะ(1994)  คือ  0.77,  0.62  และ 0.64 มิลลิกรัมเซลลตอมิลลิกรัม
โทลูอีน   
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 4.3.2  การศึกษาคายิลดของเซลลจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล  
 
  การศึกษาคายิลดของเซลลจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล ทาํการทดลองเชน 
เดียวกับการทดลองการศึกษาคายิลดของเซลลจุลนิทรยีที่โตบนโทลูอีน โดยใชความเขมขนเริ่มตน
ของเบนซิลแอลกอฮอลประมาณ 50 มิลลิกรัมตอลิตร และความเขมขนเริ่มตนของเซลลจุลินทรยี
ประมาณ 3  มิลลิกรัมตอลิตรเชนกัน   

 เซลลจุลินทรียใชเวลาในการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอลคร้ังแรกนานกวา 24  
ชั่วโมง เนื่องจากความเขมขนของเซลลจุลินทรียนอย และการปรับตัวใหคุนเคยกับสภาวะใหม แต
เมื่อเติมเบนซิลแอลกอฮอลในครั้งตอ ๆ ไป เซลลจุลินทรียสามารถยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอลได
อยางรวดเร็ว  และมีแนวโนมเร็วขึ้นเรื่อย ๆ ตามปริมาณความเขมขนของเซลลจลุินทรียที่เพิ่มข้ึนดัง
รูปที่ 4.5   และรูปที่ 4.6  คา OD550 ที่เพิ่มข้ึนแสดงใหเห็นถึงการเจริญเติบโตของจุลินทรีย 
จนกระทั่งวัดคา OD550 มีคาประมาณ 1 จึงนําเซลลจุลินทรียในขวดซีรัมมาวิเคราะหคาของแข็ง
แขวนลอย (TSS) เพื่อหาปริมาณมวลของเซลลจุลินทรียที่เกิดขึ้น รายละเอียดผลการทดลองแสดง
ในตารางที่ ข-3 และ ข-4  ในภาคผนวก ข. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 4.5 ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลที่เปลี่ยนแปลงกับระยะเวลาการทดลอง 
(□ , ขวดที่ 1 ; ◊, ขวดที่ 2 ; ∆ , ขวดที่ 3 ;  x , ขวดควบคุม ) 
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รูปที่ 4.6  คา OD550 ที่เพิ่มข้ึนของเซลลจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอลกับ

ระยะเวลาการทดลอง 
(□ , ขวดที่ 1 ; ◊, ขวดที่ 2 ; ∆ , ขวดที่ 3 ;  x , ขวดควบคุม ) 

 
  คา TSS ที่วัดไดมีคาเฉลี่ยเทากับ 21.68 ± 2.47 มิลลิกรัม และมวลของเบนซิล
แอลกอฮอลที่เติมทั้งหมดมีคาเฉลี่ยเทากับ 35.96 ± 1.00 มิลลิกรัม  ดังนั้นคายิลดของจุลินทรียทีใ่ช
เบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตมีคาเฉลี่ยเทากับ  0.603  ± 0.070   มิลลิกรัมเซลลตอมิลลิกรัม
เบนซิลแอลกอฮอล  แสดงวาเซลลจุลินทรีย  1  มิลลิกรัม ใชปริมาณของเบนซิลแอลกอฮอล 1.658  
มิลลิกรัม ในการเจริญเติบโต  โดยใชปริมาณมากกวาการใชโทลูอีนเปนซับสเตรตเมื่อเทียบกับการ
เจริญเติบโตของเซลลจุลินทรีย  1 มิลลิกรัม รวมทั้งระยะเวลาในการยอยสลายนานกวาดวย 
เนื่องจากเซลลมีความคุนเคยกับการใชโทลูอีนเปนซับสเตรตมากกวาเบนซิลแอลกอฮอล  ซึ่งผล
การทดลองคายิลดที่ไดมีคาใกลเคียงกับคายิลดที่ศึกษาโดย Tejasen (2003)  คือ  0.53 มิลลิกรัม
เซลลตอมิลลิกรัมเบนซิลแอลกอฮอล 
 
4.4 การศึกษาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายของโทลูอีนและเบนซิล

แอลกอฮอลแบบใชอากาศ 
 
 งานวิจัยนี้ศึกษาหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรในกระบวนการยอยสลายแบบใชอากาศ
ของซับสเตรต  2 ชนิด ไดแก โทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอล โดยแบงการศึกษา การรายงานผล
และการวิเคราะหผล ออกเปน 3 ข้ันตอน ตามลําดับ ดังนี้ 
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4.4.1 การศึกษาการยอยสลายของโทลูอีนแบบใชอากาศ 
 

  การทดลองชุดนี้ประกอบดวยขวดซีรัม 13 ขวด โดยใชขวดซีรัม 3 ขวดตอหนึ่ง
ความเขมขนของโทลูอีน แตละขวดมีสารละลาย BSM  50 มิลลิลิตรและผานการฆาเชื้อแลว  โดย
ใชความเขมขนเริ่มตนของโทลูอีนประมาณ 5, 15, 30 และ 60 มิลลิกรัมตอลิตร และความเขมขน
เร่ิมตนของเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนประมาณ  50, 100, 150 และ 200 มิลลิกรัมตอลิตร 
สําหรับชุดควบคุม (Control) ใชขวดซีรัม 1 ขวดที่ฆาเซลลจุลินทรียดวยเมอคิวริกคลอไรด (HgCl2)
ทําการทดลองที่ความเขมขนประมาณ 60  มิลลิกรัมตอลิตร  หลังจากนั้นนําขวดซีรัมทั้งหมดใสลง
ในเครื่องเขยาตั้งความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาทีตลอดการทดลอง ที่อุณหภูมิหองประมาณ 25 
องศาเซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางจนกระทั่งความเขมขนของโทลูอีนหมด ระหวางการทดลองมี
การฉีดออกซิเจนใหมีปริมาณมากพอเพื่อใชในการยอยสลายโทลูอีน 

 ผลการศึกษาพบวา คาความเขมขนของโทลูอีนลดลงอยางรวดเร็วดังรูปที่ 4.7 
เนื่องจากใชเชื้อจุลินทรียเปนปริมาณมาก และมีความคุนเคยกับการใชโทลูอีนเปนแหลงพลังงาน 
และคารบอนในสภาวะแบบใชอากาศ   ซึ่งจุลินทรียจะสามารถยอยสลายโทลูอีนจนหมด โดยชุดท่ี
มีความเขมขนของโทลูอีนต่ําจะหมดกอนชุดทีมีความเขมขนสูง และทุกความเขมขนใชเวลาในการ
ยอยสลายทั้งหมดภายในเวลาประมาณ  12  ชั่วโมง   รายละเอียดผลการศึกษาแสดงในภาคผนวก   
ค.-1 ในภาคผนวก ค    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  รูปที ่4.7 ความสัมพันธระหวางการเปลีย่นแปลงความเขมขนของโทลูอีนกบัระยะเวลาการทดลอง  
     (□,5 มก.ตอลิตร ; ◊,15มก.ตอลิตร ; ∆ ,30 มก.ตอลิตร ;  O,60 มก.ตอลิตร ;  x ,ชุดควบคุม) 
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4.4.2 การศึกษาการยอยสลายของเบนซิลแอลกอฮอลแบบใชอากาศ 
 

  การทดลองชุดนี้ ทําการทดลองเชนเดียวกับการทดลองศึกษากระบวนการยอย
สลายของโทลูอีนแบบใชอากาศ  โดยใชความเขมขนเริ่มตนของเบนซิลแอลกอฮอลประมาณ       
5, 15, 30 และ 60 มิลลิกรัมตอลิตร และคาความเขมขนของเซลลจุลินทรียประมาณ  50, 100, 
200 และ 300 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการเก็บตัวอยางจนกระทั่งความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอล
หมดเชนกัน  

 ผลการศึกษาพบวา คาความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลลดลงอยางรวดเร็วดัง
รูปที่ 4.8 เนื่องจากใชเชื้อจุลินทรียเปนปริมาณมาก และมีความคุนเคยกับการใชเบนซิล
แอลกอฮอลเปนซับสเตรต   โดยที่ชุดที่มีความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลต่ํา จะหมดกอนชุดที่มี
ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลสูง ซึ่งจะใชเวลาในการยอยสลายใกลเคียงกับการยอยสลาย
ของโทลูอีน รายละเอียดผลการศึกษาแสดงในภาคผนวก ค.-2 ในภาคผนวก ค   
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        รูปที ่4.8 ความสัมพนัธระหวางการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลกับ             

ระยะเวลาการทดลอง 
      (□,5 มก.ตอลิตร ; ◊,15มก.ตอลิตร ; ∆ ,30 มก.ตอลิตร ;  O,60 มก.ตอลิตร ;  x ,ชุดควบคุม) 
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4.4.3 การศึกษาหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายของโทลูอีน
และเบนซิลแอลกอฮอลแบบใชอากาศโดยใชแบบจําลองคอมพิวเตอร  

 
  งานวิจัยนี้ใชแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM2.1b วิเคราะหการยอยสลาย
ของโทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอลแบบใชอากาศ  โดยนําคาความเขมขน และคายิลดของแตละ
ซับสเตรต (Y) ที่ไดจากการทดลองที่ 4.3.1 และ 4.3.2 ปอนเขาไปในแบบจําลองคอมพิวเตอรแลว
ทําการหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรที่เหมาะสม (Fitting of model) ทั้งหมด 2 ตัว คือ ตัวคงที่
อัตราการยอยสลายจําเพาะสูงสุด (maximum specific degradation rate ; kmax)  และ คาคงที่
การอิ่มตัว (half saturation contant ; Ks)  โดยใชสมการทางจลนพลศาสตร ไดแก สมการที่  3.6,  
3.7, 3.9  และ 3.10  ดังแสดงรายละเอียดในบทที่ 3  

 จากการประมาณคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรที่เหมาะสมโดยใชแบบจําลองได
ดังตารางที่ 4.1 คาเฉลี่ยของ  kmax และ  KS ของการยอยสลายโทลูอีนแบบใชอากาศ คือ 1.472 ± 
0.268  มิลลิกรัมโทลูอีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวันและ 8.236 ± 4.438 มิลลิกรัมตอลิตร สวนคา 
เฉลี่ยของ kmax และ  KS ของการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอลแบบใชอากาศ คือ 0.870 ± 0.172  
มิลลิกรัมเบนซิลแอลกอฮอลตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  และ 6.738 ± 2.212  มิลลิกรัมตอลิตร 
กราฟที่แสดงผลการทดลองและกราฟที่ไดจากแบบจําลองคอมพิวเตอรแสดงดังรูปที่ 4.9 ถึง 4.10  

 
ตารางที่ 4.1  ผลจากการประมาณคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายโทลูอีน และ
        เบนซิลแอลกอฮอลแบบใชอากาศ  โดยใชแบบจําลองคอมพวิเตอร AQUASIM2.1b 

ซับสเตรต ความเขมขนซบัสเตรต 
(mg/l) 

kmax 
(mg-Subs./mg-Cell /day) 

KS 
(mg/l) SEE 

4.800 ± 0.155 1.659  3.390  0.212 
14.742 ± 0.208 1.727  6.740  0.301 
27.312 ± 0.426 1.155  8.834  0.962 
62.316 ± 1.304 1.349  13.982  2.287 

โทลูอีน 

คาเฉลี่ย 1.472 ± 0.268 8.236 ± 4.438 - 
5.754 ± 0.133 0.915  3.422  0.066 

15.910 ± 0.216 1.077  7.749  0.134 
33.230 ± 0.674 0.823  7.921  0.982 
63.212 ± 0.812 0.667  7.861  2.036 

เบนซิล
แอลกอฮอล 

คาเฉลี่ย 0.870 ± 0.172 6.738 ± 2.212 - 
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รูปที่ 4.9  แบบจําลองคอมพิวเตอรของการยอยสลายโทลูอีนแบบใชอากาศ 
(□, ◊, ∆ , O, ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลจากการทดลอง ;        เสนกราฟประมาณ 

จากแบบจําลอง ;  x ,ชุดควบคุม ) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.10 แบบจําลองคอมพิวเตอรของการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอลแบบใชอากาศ 
(□, ◊, ∆ , O, ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลจากการทดลอง ;        เสนกราฟประมาณ 

จากแบบจําลอง ;  x ,ชุดควบคุม ) 
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      เมื่อพิจารณาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของกระบวนการยอยสลายของโทลูอีน 
และเบนซิลแอลกอฮอล จากตารางที่ 4.2 พบวา คา KS ของการยอยทั้งสองซับสเตรตมีคาแตกตาง
กันและสามารถแบงคาไดเปน  3  กลุม คือ กลุมคา KS  ต่ํา (< 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร)  กลุมคา KS 

ปานกลาง (0.1 – 1 มิลลิกรัมตอลิตร)  และกลุมคา KS  สูง ( >1 มิลลิกรัมตอลิตร)  สวนใหญมีคา 
KS  อยูในกลุมสูง  ซึ่งคาของ KS แสดงถึงความสัมพันธของความเขมขนและอัตราการยอยสลาย
ของซับสเตรต คือ  กลุมที่มีคา KS  ต่ําบงบอกวา  อัตราการยอยสลายสามารถเกิดขึ้นไดเร็วที่ความ
เขมขนต่ํา  สําหรับคาของ KS ของการทดลองนี้จัดอยูในกลุมคา KS สูง  เชนเดียวกับคาของ  Choi 
และคณะ (1992)  Mirpuri และคณะ (1997) คือ  6.0 และ 3.98  มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ใน
การยอยสลายโทลูอีน และ Tejasen (2003)  คือ  5.29 มิลลิกรัมตอลิตรในการยอยสลายเบนซิล
แอลกอฮอล  
  สวนคา kmax ของการยอยสลายซับสเตรตสามารถแบงคาไดเปน 3 กลุม คือ กลุม
คา kmax  ต่ํา (< 2.0 มิลลิกรัมซับสเตรตตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน)  กลุมคา kmax ปานกลาง (2.0 
– 10.0 มิลลิกรัมซับสเตรตตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวนั)  และกลุมคา kmax สูง (>10.0 มิลลิกรัม
ซับสเตรตตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน) สวนใหญมีคา kmax อยูในกลุมสูง สําหรับคาของ kmax ของ
การยอยสลายโทลูอีนที่ได จัดอยูในกลุมคา kmax ต่ํา เชนเดียวกับคาของ McCarty และคณะ
(1998) คือ 1.50 มิลลิกรัมโทลูอีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน ซึง่ใชจุลินทรียพนัธุผสมเหมือนกนั  
คาของ kmax ของการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอล จัดอยูในกลุมคา kmax ต่ํา และมีคาใกลเคียงกับ
คาของ Tejasen (2003) คือ 0.53 มิลลิกรัมเบนซิลแอลกอฮอลตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน   
ขณะที่คา  KS ของทั้งสองซบัสเตรตจาการทดลองนี้ใกลเคียงกนั ซึ่งแสดงถึงกลุมจลิุนทรียเดยีวกนั
ที่สามารถใชทัง้โทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรต  แตคา kmax ของการยอยสลายโทลูอีน
มีคามากกวาของการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอล อาจเนื่องจากเชื้อจุลินทรียไดโตบนโทลูอีนกอน  
จึงมีความคุนเคยในการใชโทลูอีนเปนซับสเตรตมากกวาเบนซิลแอลกอฮอล แสดงวาอัตราการยอย
สลายของโทลอีูนสูงกวาอัตราการยอยสลายของเบนซิลแอลกอฮอล  
   สําหรับคาความผิดพลาดมาตรฐาน (SEE) ของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรที่ได   
พบวา  ในความเขมขนสูงมีคาความผิดพลาดมาตรฐานสงู       แตในความเขมขนต่ํามีคาความผิด 
พลาดมาตรฐานต่ํา ความเขมขนในการทดลองมีผลตอคาความผิดพลาดมาตรฐาน    และคาความ 
ผิดพลาดมาตรฐานทั้งหมดมีคาไมเกนิรอยละ 10  ของความเขมขนเริ่มตน   สําหรบัผลกระทบของ
ตัวแปรเหลานีต้อแบบจําลองคอมพวิเตอรไดแสดงรายละเอียดในหัวขอที่ 4.6 



  

ตารางที่ 4.2  เปรียบเทียบคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของกระบวนการยอยสลายของแตละซับสเตรตที่ไดจากการประมาณ 
                                                    ดวยแบบจําลองคอมพิวเตอร  AQUASIM2.1b กับงานวิจัยทีผ่านมา 
 

Microorganism Growth 
Substrate 

Conc. 
(mg/L) 

kmax 
 (1/day) 

KS 
(mg/l) 

Y 
(mg-cells/mg-substrate) 

Reference 

Pseudomonas putida B2 Toluene 1-50 4.0 2.7 0.62 Kelly และคณะ (2000) 
Pseudomonas putida ATCC 23973 Toluene 1-30 10.49 6.0 0.37 Choi และคณะ (1992) 

Burkholderia cepacia G4 Toluene - 8.68 0.074 - Newman และคณะ (1995) 
Pseudomonas cepacia G4 Toluene - 9.27 2.30 - Landa  และคณะ (1994) 

Pseudomonas B1 Toluene 5-20 13.03 1.96 1.22 Chang และคณะ (1993) 
Pseudomonas X1 Toluene 5-20 10.84 1.88 0.99 Chang และคณะ (1993) 

Pseudomonas putida F1 Toluene 1-43 20.60 13.8 1.28 Reardon และคณะ (2000) 
Pseudomonas putida R1 Toluene 4 12.10 0.1 1.20 Pedersen และคณะ (1997) 
Pseudomonas putida 54G Toluene 1-50 10.08 3.98 0.90 Mirpuri และคณะ (1997) 
Pseudomonas putida O1 Toluene 5-70 17.28 15.07 0.64 Oh และคณะ (1994) 

Mixed culture Toluene 1-30 0.44 1.02 0.29 Chang และ Alvarez-Cohen (1995b) 
Mixed culture Toluene 7-15 1.5 1.0 0.77 McCarty และคณะ (1998) 
Mixed culture Toluene 5-60 1.47 8.24 0.74 This study 
Mixed culture Benzyl alcohol 1-60 1.06 5.29 0.53 Tejasen (2003) 
Mixed culture Benzyl alcohol 5-60 0.87 6.74 0.60 This study 

67 



 68

4.5 การศึกษาหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการรวมยอยสลายของไตรคลอโร-   
เอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอล 

 
 งานวิจัยนี้ศึกษาหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรในกระบวนการรวมไตรคลอโรเอทธิลีน
แบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอล   โดยแบงการศึกษาการ
รายงานผลและการวิเคราะหผล ออกเปน 3 ข้ันตอน ตามลําดับ ดังนี้ 
 

4.5.1 การศึกษาการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดย 
  จุลินทรียที่โตบนโทลูอีน 
 
             การทดลองชุดนี้ประกอบดวยขวดซีรัม 13 ขวด โดยใชขวดซีรัม 3 ขวดตอหนึ่ง

ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีน แตละขวดมีสารละลาย BSM  50 มิลลิลิตรและผานการฆา
เชื้อแลว  ความเขมขนเริ่มตนของไตรคลอโรเอทธิลีนประมาณ 1.5, 3.0, 6.0 และ 10.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร และความเขมขนเริ่มตนของเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนประมาณ  70, 140, 280 และ 500 
มิลลิกรัมตอลิตร สําหรับชุดควบคุม (Control) ใชขวดซีรัม 1 ขวดที่ฆาเซลลจุลินทรียดวยเมอคิวริก
คลอไรด (HgCl2) ที่ความเขมขนประมาณ 10.0 มิลลิกรัมตอลิตรนําขวดซีรัมทั้งหมดใสลงในเครื่อง
เขยาตั้งความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาทีตลอดการทดลอง ที่อุณหภูมิหองประมาณ 25 องศา
เซลเซียส  เก็บตัวอยางจนกระทั่งความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนมีคาคอนขางคงที่ระหวางการ
ทดลองฉีดออกซิเจนใหมีปริมาณมากพอเพื่อใชในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน 

 ผลการศึกษาพบวา ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนลดลงจนกระทั่งคงที่ 
ภายในระยะเวลาประมาณ 2 วัน ดังรูปที่ 4.11  รายละเอียดผลการศึกษาแสดงในภาคผนวก ง.-1  
ในภาคผนวก ง  และสามารถยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนที่ความเขมขน 1.5, 3.0,  6.0  และ 
10.0มิลลิกรัมตอลิตร ความเขมขนลดลงรอยละ 62,  58,  57 และ 55 ตามลําดับ  การที่การยอย
สลายไตรคลอโรเอทธิลีนหยุดลง จนทําใหความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนคงที่ นาจะเกิดจาก
ผลิตผล (TCE Epoxide) ของการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ซึ่งมีความเปนพิษตอจุลินทรีย 
ทําลายเอนไซมและทําใหจุลินทรียหมดประสิทธิภาพในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ซึ่งมีการ
รายงานโดย  Wackett และ Gibson (1988) นอกจากนี้  Wackett และ Householder (1989) 
และ Heald และ Jenkins (1994) พบวาพิษจาก TCE epoxide ทําใหจุลินทรีย Pseudomonas 
putida F1 ที่ใชโทลูอีนเปนซับสเตรตนั้นสามารถยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนไดลดลง  Bielefeldt 
และคณะ (1995) พบวายิ่งไตรคลอโรเอทธิลีนถูกยอยสลายไดมาก   ความสามารถในการยอย
สลายไตร-คลอโรเอทธิลีนของจุลินทรียจะลดลงและจุลินทรียจะหมดความสามารถในที่สุด  สงผล
ใหอัตราการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนลดลง  และความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนคงที่   
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รูปที่ 4.11 การรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลนีโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน 

(□,1.5 มก.ตอลิตร ; ◊,3.0 มก.ตอลิตร ; ∆ ,6.0 มก.ตอลิตร ;  O,10 มก.ตอลิตร ;  x ,ชุดควบคุม) 
 
4.5.2 การศึกษาการศึกษาการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใช
 อากาศโดยจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล 

 
  การทดลองชุดนี้ ทําการทดลองเชนเดียวกับการทดลองศึกษากระบวนการรวม
ยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล  โดยใช
ความเขมขนเริ่มตนของเบนซิลแอลกอฮอลประมาณ 1.5, 3.0, 6.0 และ 10.0 มิลลิกรัมตอลิตร 
และคาความเขมขนของเซลลจุลินทรียประมาณ  70, 140, 280 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการ
เก็บตัวอยางจนกระทั่งความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนมีคาคอนขางคงที่เชนกัน  

 ผลการศึกษาพบวา คาความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนลดลงจนกระทั่งคงที่
ภายในระยะเวลาประมาณ  2.5  วัน ซึ่งใชเวลานานกวาเชื้อจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน  ดังรูปที่ 4.12  
รายละเอียดผลการศึกษาแสดงในภาคผนวก ง.-2  ในภาคผนวก ง  และสามารถยอยสลายไตร-
คลอโรเอทธิลีนที่ความเขมขน 1.5, 3.0,  6.0  และ10.0 ความเขมขนลดลงรอยละ 56,  51,  48 
และ 45 ตามลําดับ  โดยจะสามารถยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนไดนอยกวาการใชเซลลจุลินทรีย
ที่โตบนโทลูอีน และการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนหยุดลง จนทําใหไตรคลอโรเอทธิลีนคงที่ 
นาจะเกิดจากผลิตผล (TCE Epoxide) ของการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ซึ่งมีความเปนพิษตอ       
จุลินทรียทําลายเอนไซมและทําใหจุลินทรียหมดประสิทธิภาพในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน 



 70

0

2

4

6

8

10

12

14

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Time(days)

TC
E C

on
ce

ntr
ati

on
(m

g/l
) 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.12   การรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียทีโ่ตบนเบนซิลแอลกอฮอล   

  (□,1.5 มก.ตอลิตร ; ◊,3.0 มก.ตอลิตร ; ∆ ,6.0 มก.ตอลิตร ;  O,10 มก.ตอลิตร ;  x ,ชุดควบคุม) 
 
4.5.3 การศึกษาหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรในการรวมยอยสลายไตรคลอ-
 โรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดยใชแบบจําลองคอมพิวเตอร  

 
  งานวิจยันี้ใชแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM2.1b วิเคราะหการรวมยอย
สลายไตรคลอโรเอทธิลนีแบบใชอากาศโดยจุลินทรียทีโ่ตบนโทลูอีน   และโตบนเบนซลิแอลกอฮอล   
โดยการนําขอมูลที่ไดจากการทดลองมาปอนในแบบจําลองคอมพิวเตอร และทําการหาคาตัวแปร
ทางจลนพลศาสตรที่เหมาะสมทั้งหมด 3 ตัว คือ ตัวคงที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุด 
(maximum specific degradation rate ; kmax)   คาคงที่การอิ่มตัว (half saturation contant ; Ks)  
และคา  Transformation capacity (Tc)  โดยใชสมการที่  3.6 และ 3.8  ดังแสดงในบทที่ 3  
         จากการประมาณคาตวัแปรทางจลนพลศาสตรที่เหมาะสม โดยใชแบบจําลองไดดัง
ตารางที่ 4.3  คาเฉลี่ยของ  kmax,  KS และ Tc ของจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน คือ  0.283 ± 0.0172  
มิลลิกรัมโทลอีูนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน, 10.59 ± 2.508 มิลลิกรัมตอลิตร และ 0.0410 ± 
0.0045  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลนีตอมิลลิกรัมมวลเซลล ตามลาํดับ  และของจุลินทรียที่โตบน
เบนซิลแอลกอฮอล คือ 0.0548 ± 0.0159  มิลลิกรัมโทลูอีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน 0.5938 ± 
0.3989  มิลลิกรัมตอลิตร และ 0.0337 ± 0.0042 มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวล
เซลล ตามลําดับ กราฟที่แสดงผลการทดลองและกราฟที่ไดจากแบบจําลองคอมพิวเตอรแสดงดัง
รูปที่ 4.13 กับ 4.14 
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ตารางที่ 4.3   ผลจากการประมาณคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการรวมยอยสลายไตรคลอโร
          เอทธิลีนโดยใชแบบจาํลองคอมพิวเตอร AQUASIM2.1b 

  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

      รูปที ่4.13  แบบจําลองคอมพิวเตอรของการรวมยอยสลาย TCE โดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน  
(□, ◊, ∆ , O, ความเขมขนของโทลูอีนจากการทดลอง ;        เสนกราฟประมาณจากแบบจําลอง 

; x ,ชุดควบคมุ ) 

ซับสเตรต 
ความเขมขนของ 

TCE   
(mg/l) 

kmax 
(mg-TCE/mg-

Cell /day) 

KS 
(mg/l) 

Tc 
(mg-TCE/mg-

Cell) 

SEE 

1.661 ± 0.059 0.517  9.040  0.0469 0.042 
3.148 ± 0.145 0.307 10.017  0.0364  0.101 
6.646 ± 0.199 0.137  9.017 0.0415 0.840 

12.231 ± 0.208 0.171 14.286  0.0391  1.795 
โทลูอีน 

คาเฉลี่ย 0.283±0.0172 10.59±2.508 0.0410±0.0045  - 
1.711 ±  0.020 0.0777  0.446 0.0347 0.055 
3.403 ± 0.088 0.0527  0.516 0.0353 0.151 
6.520 ± 0.109 0.0468  0.246 0.0276 0.225 

12.178 ± 0.123 0.0421  1.167 0.0373 1.294 

เบนซิล
แอลกอฮอล 

คาเฉลี่ย 0.0548±0.0159 0.5938±0.3989 0.0337±0.0042  - 
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รูปที่ 4.14   แบบจําลองคอมพิวเตอรของการรวมยอยสลาย TCE โดยจุลินทรียที่โตบนเบนซิล 
      แอลกอฮอล  (□, ◊, ∆ , O, ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลจากการทดลอง ;        
              เสนกราฟประมาณจากแบบจําลอง ;  x ,ชุดควบคุม )  
 

 เมื่อพิจารณาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการของการรวมยอยสลายไตร
คลอโรเอทธิลีนแบบใชออกซิเจนโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน และโตบนเบนซิลแอลกอฮอล 
เปรียบเทียบกับคาที่มีการศึกษามา ดังตารางที่ 4.4  พบวาสามารถแบงคา KS ไดเปน 3 กลุม
เชนกัน คือ กลุมที่มีคา KS  ต่ํา (< 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร)  กลุมปานกลาง (1.0 – 2.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตร)  และกลุมสูง ( >2.0 มิลลิกรัมตอลิตร)  สวนใหญมีคาอยูในกลุมสูง  สําหรับคา KS ของการ
ของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชออกซิเจนโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนที่ไดจาก
การศึกษานี้  จัดอยูในกลุมที่มีคา KS สูง เชนเดียวกับของ  Mccarty และคณะ (1998)  และ 
Chang และ Alvarez-Cohen (1995b)  ในจุลินทรียพันธุผสม (mixed culture)  คือ  10.0 และ 
8.64 มิลลิกรัมตอลิตร สวนของจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอลจัดอยูในกลุมที่มีคา KS ต่ําและ
มีคาใกลเคียงกับ Tejasen (2003) ในจุลินทรียพันธุผสม  คือ 0.30 มิลลิกรัมตอลิตร  

 สวนคาของ kmax ของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนสวนใหญแบงคาได
เปน 3 กลุมเชนกัน คือ กลุมคา kmax ต่ํา (< 0.1 มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล
ตอวัน)  กลุมคา kmax ปานกลาง (0.1 – 1.0 มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอ
วัน)  และกลุมคา kmax สูง ( >1.0  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน) สวน
ใหญมีคาอยูในกลุมคา kmax ปานกลาง ยกเวน Burkholderia cepacia G4  ซึ่งมีคามากกวาชวงที่
กําหนดมาก  คาของ kmax ของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนของจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนที่



 73

ไดจากการศึกษานี้  จัดอยูในกลุมที่มีคา kmax ปานกลาง  ใกลเคียงกับคาที่ศึกษาโดย  Park และ
คณะ (2002) และ Chang และ Alvarez-Cohen (1995b)  คือ  0.37 และ 0.17  มิลลิกรัมไตร-
คลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวันและจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอลจัดอยูในกลุม
คา kmax  ต่ํา ใกลเคียงกับคาที่ศึกษาโดย  Tejasen (2003)  คือ  0.084 มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีน
ตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน 
  สําหรับคา   Transformation  capacity (Tc)  แสดงถึงความสามารถในการรวม
ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนมีคาเทากับ  0.0410 ± 0.0045  มิลลิกรัม
ไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล  ใกลเคียงกับของจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล ที่มี
คาเทากับ  0.0337 ± 0.0042  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล  ประมาณไดวา
ในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน 1 มิลลิกรัม ใชเซลลจุลินทรียประมาณ 24 และ 30 มิลลิกรัม 
สําหรับการใชโทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรต ตามลําดับ แสดงวาจุลินทรียที่โตบน  
โทลูอีนมีประสิทธิภาพในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ดีกวาจุลินทรียที่โตบนเบนซิล-
แอลกอฮอล ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองหาคา Tc ของ Tejasen (2003) รายงานวา จุลินทรียที่
โตบนฟนอลแตไมโตบนโทลูอีนมีประสิทธิภาพในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนดีกวา        
จุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอลแสดงใหเห็นวาเชื้อจุลินทรียพันธุผสม (mixed culture) มี
คุณสมบัติแตกตางจากการทดลองนี้ แตจุลินทรียทั้งสองยังสามารถใชเบนซิลแอลกอฮอลแทนได
และมีประสิทธิภาพใกลเคียงกัน  ซึ่งทั้งฟนอลและโทลูอีนตางเปนสารอะโรมาติกที่นิยมใชเปน  
ซับสเตรตในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศ  

 การประมาณคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรโดยใชแบบจําลองคอมพิวเตอร 
AQUASIM2.1b พบวา คา  KS ของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชออกซิเจนโดย     
จุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอลมีคาแตกตางกันมาก สําหรับคา  
kmax ที่ลดลงเมื่อความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนสูงขึ้น  สาเหตุอาจมาจากความเปนพิษของ
ไตรคลอโรเอทธิลีนที่ความเขมขนสูง สอดคลองกับรายงานของ Futamata และคณะ (2001a, b) 
ศึกษาพบวา จุลินทรีย Pseudomonas putida P35X  ที่โตบนฟนอลสามารถรวมยอยสลายไตร-
คลอโรเอทธิลีนที่ความเขมขนต่ํา (65 มิลลิกรัมตอลติร) และมีคา kmax (0.053 มิลลิกรัมไตรคลอโร- 
เอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน) มากกวา คา kmax (0.010  มิลลิกรัมตอลิตร)  เมื่อความ
เขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนสูง ( 200 มิลลิกรัมตอลิตร)  และ Tejasen (2003) ศึกษาพบวา การ
ใชจุลินทรียพันธุผสมที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอลรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศ  
เมื่อความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนสูง (15 มิลลิกรัมตอลิตร) จะมีคา kmax (0.025 มิลลิกรัม 
ไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน) นอยกวาคา kmax (0.060  มิลลิกรัมตอลิตร) ที่
ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนต่ํา ( 2.5 มิลลิกรัมตอลิตร) ซึ่งไดใชสมการ Haldane kinetics  
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ในการอธิบายผลของคา  kmax ที่ลดลงเมื่อความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนสูงขึ้น แตสําหรับ
งานวิจัยนี้เนื่องจากไมมีขอมูลเพียงพอในการวิเคราะหผล จึงไมสามารถใชสมการ Haldane 
kinetics ได  

 สําหรับคา  TC มีคาคอนขางคงที่ ถึงแมคา  KS และ kmax  จะแตกตางกัน ซึ่ง
สอดคลองกับรายงานของ  Chang และ Alvarez-Cohen (1995b)   พบวา เมื่อเปลี่ยนแปลงความ
เขมขนเร่ิมตนของไตรคลอโรเอทธิลีนและมวลเซลลแลว ไมสงผลตอการเปลี่ยนแปลงของคา   TC 
แสดงวาคา  KS และ kmax ถึงจะมีคาแตกตางกันมาก แตเชื้อจุลินทรียทั้งสองจากการทดลองยังมี
ประสิทธิภาพในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศได และมีประสิทธิภาพ
ใกลเคียงกัน (จากคา TC) 
  สําหรับคาความผิดพลาดมาตรฐาน (SEE) ของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรที่ได   
พบวา  ในความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีนสูงมีคาความผิดพลาดมาตรฐานสูง และในความเขมขน
ไตรคลอโรเอทธิลีนต่ํามีคาความผิดพลาดมาตรฐานต่ํา แสดงวา ความเขมขนในการทดลองมผีล
ตอคาความผดิพลาดมาตรฐาน  โดยแตละความเขมขนจะมีคาความผิด พลาดมาตรฐานประมาณ
รอยละ 10 ของความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีนเริ่มตน สาํหรับผลกระทบของตัวแปรเหลานี้ตอแบบ 
จําลองคอมพวิเตอร ไดแสดงรายละเอียดในหวัขอที่ 4.6 

 ดวยคุณสมบัติของเบนซิลแอลกอฮอลที่เปนของเหลว  ไมเปนพิษ ละลายน้ําไดดี 
ไมลุกติดไฟ และยังไมมีกฏหมายควบคุมการใช จึงมีความเปนไปไดที่จะใชเบนซิลแอลกอฮอลเปน
ทางเลือกหนึ่งในการใชเปนซับสเตรตแทนโทลูอีนในการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนในงานภาคสนาม 



  ตารางที่ 4.4     เปรียบเทียบคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนที่ไดจากการประมาณ 
                                               ดวยแบบจาํลองคอมพิวเตอร  AQUASIM2.1b กับงานวิจยัที่ผานมา 
 

Microorganism Growth 
Substrate 

Conc.TCE 
(mg/L) 

kmax 
(1/day) 

KS 
(mg/l) 

Tc 
(mg-TCE/mg-Cell) 

Reference 

Pseudomonas putida B2 Toluene 0-10 1.3 6.4 0.035 Kelly และคณะ (2000)       
Burkholderia cepacia G4  Toluene - 3.50 1.577 - Newman และคณะ (1995)   

Pseudomonas cepacia G4 Toluene - 0.95 0.80 - Landa และคณะ (1994)     
Pseudomonas cepacia G4 Toluene 0.65-9.85 1.706 3.81 - Sun และคณะ (1996) 

Pseudomonas cepacia  KR1 Toluene 0.65-9.85 1.89 1.314 - Sun และคณะ (1996) 
Pseudomonas putida F1 Toluene 0.65-9.85 0.75 0.66 - Sun และคณะ (1996) 
Pseudomonas putida F1 Toluene 1.32-13.14 0.49 10.12 0.0052 Heald และ Jenkins (1994) 
Ralstonia pickettii PKO1 Toluene 0-50 0.37 9.80 - Park และคณะ (2002) 

Mixed culture Toluene 1-30 0.17 8.64 0.0073 Chang และ Alvarez-Cohen (1995b)    
Mixed culture Toluene 0.5-1.5 0.70 10 - Mccarty และคณะ (1998)            
Mixed culture Toluene 1.5-10.0 0.283  10.59  0.0410  This study 
Mixed culture Benzyl  alcohol 0.13-2.0 0.084 0.33 0.0300 Tejasen (2003) 
Mixed culture Benzyl  alcohol 1.5-10.0 0.055  0.594  0.0337  This study 
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4.6 การทดสอบความถูกตองของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร  
  
 จากการประมาณคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรในกระบวนการยอยสลายของโทลูอีนและ
เบนซิลแอลกอฮอล  และการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบน
โทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอลโดยใชแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM2.1b  พบวา การ
เปลี่ยนแปลงคาของ kmax  KS และ Tc  มีผลตอแบบจําลองแตกตางกัน  จึงจําเปนตองมีการทดสอบ
ความถูกตองของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร เพื่อใหทราบถึงผลกระทบและขอบเขตของตัวแปร
เหลานี้ตอแบบจําลองคอมพิวเตอร 
 

4.6.1 ผลกระทบของคา  kmax  และ KS  ตอการยอยสลายโทลูอีน และเบนซิล   
                 แอลกอฮอล 
 
  เมื่อพิจารณาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายของโทลูอีนและเบน
ซิลแอลกอฮอลที่ไดจากการประมาณโดยแบบจําลองคอมพิวเตอร  สามารถกําหนดขอบเขตคาตัว
แปรทางจลนพลศาสตร ใหครอบคลุมกับผลการทดลองที่ไดดังตารางที่  4.5  โดยใชคา KS    
เปลี่ยนแปลงคา kmax ดังรูปที่  4.15  และใชคา kmax  เปลี่ยนแปลงคา  KS ดังรูปที่ 4.16   
 
       ตารางที่ 4.5   ขอบเขตของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายของโทลูอีนและ
     เบนซิลแอลกอฮอล 

 

ซับสเตรต ความเขมขนซบัสเตรต 
(mg/l) 

kmax 
(mg-Substrate/mg-Cell /day) 

KS 
(mg/l) 

4.800 ± 0.155 1.4 – 1.9 2.0 – 4.5 
14.742 ± 0.208 1.5 – 2.0 5.0 – 8.5 
27.312 ± 0.426 1.0 – 1.3 6.5 – 12.0 

โทลูอีน 

62.316 ± 1.304 1.1 – 1.5 5.0 – 15.0 
5.754 ± 0.133 0.8 – 1.1 2.5 – 4.5 

15.910 ± 0.216 0.9 – 1.3 5.5 – 10.0 
33.230 ± 0.674 0.7 – 0.95 5.0 – 12.0 

เบนซิล
แอลกอฮอล 

63.212 ± 0.812 0.55 – 0.75 4.5 – 15.0 
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รูปที่ 4.15   ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงคา kmax ในการยอยสลายโทลูอีน 
(O, ความเขมขนของโทลูอีนจากการทดลอง ;         คา kmax เทากับ 1.47 ตอวัน ;          คา kmax 

เทากับ  1.50 ตอวัน ;        คา kmax เทากับ 1.10 ตอวัน ) 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.16  ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงคา KS ในการยอยสลายโทลอีูน 
(O, ความเขมขนของโทลูอีนจากการทดลอง ;         คา  KS เทากับ 8.24 มก./ล. ;          คา  KS  

เทากับ  5.0 มก./ล. ;        คา  KS เทากับ 15.0 มก./ล.) 

Time(days) 

Time(days) 
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ขอบเขตของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายของโทลูอีน และเบนซิล
แอลกอฮอลโดยใชแบบจําลองคอมพิวเตอร AQUASIM2.1b  สรุปไดวา ขอบเขตของคา  kmax ใน
การยอยสลายโทลูอีนมีคาตั้งแต 1.0 ถึง 1.9  มิลลิกรัมโทลูอีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  ในขณะ
ที่ขอบเขตของคา  KS มีคาตั้งแต 2.0 ถึง 15.0 มิลลิกรัมตอลิตร  และในการยอยสลายเบนซิล
แอลกอฮอล ขอบเขตของคา  kmax มีคาตั้งแต 0.55 ถึง 1.3  มิลลิกรัมเบนซิลแอลกอฮอลตอ
มิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  ในขณะที่ขอบเขตของคา  KS มีคาตั้งแต 2.5 ถึง 15.0 มิลลิกรัมตอลิตร  
ซึ่งขอบเขตทั้งสองนี้สามารถครอบคลุมผลการทดลองสวนมากไวได (รอยละ 80 ถึง 90 ของขอมูล) 
โดยขอบเขตของคา  kmax  จะแคบกวาขอบเขตของคา  KS มาก แสดงใหเห็นวาการเปลี่ยนแปลงคา 
kmax จะสงผลตออัตราการยอยสลายของซับสเตรตมากกวาการเปลี่ยนแปลงคา KS   ดังนั้นคา kmax 
จึงนาจะมีความถูกตองมากกวาคา KS 

 
4.6.2  ผลกระทบของคา kmax KS และ Tc ตอการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน     

            แบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอล 
 
  เมื่อพิจารณาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการการรวมยอยสลายไตรคลอโร-
เอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอลที่ได จาก
แบบจําลอง สามารถกําหนดขอบเขตคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรใหครอบคลุมกับผลการทดลอง
ที่ไดดังตารางที่  4.6  โดยใชคา KS และ Tc    เปลี่ยนแปลงคา kmax ดังรูปที่  4.17   ใชคา kmaxและ 
Tc เปลี่ยนแปลงคา  KS  ดังรูปที่ 4.18  และใชคา kmaxและ KS เปลี่ยนแปลงคา  Tc  ดังรูปที่ 4.19  
 
ตารางที่ 4.6   ขอบเขตของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน 

ซับสเตรต ความเขมขนของ 
TCE  (mg/l) 

kmax 
(mg-TCE/mg-Cell /day) 

KS 
(mg/l) 

Tc 
(mg-TCE/mg-Cell) 

1.661 ± 0.059 0.30 - 0.60 5.0 - 15.0 0.030 - 0.060 
3.148 ± 0.145 0.20 - 0.50 5.0 - 15.0 0.030 - 0.050 
6.646 ± 0.199 0.08 - 0.20 5.0 - 15.0 0.030 - 0.060 

โทลูอีน 

12.231 ± 0.208 0.10 - 0.25 5.0 - 25.0 0.030 - 0.050 
1.711 ±  0.020 0.05 - 0.12 0.10 – 1.50 0.030 - 0.045 
3.403 ± 0.088 0.04 - 0.08 0.10 – 1.50 0.030 - 0.045 
6.520 ± 0.109 0.03 - 0.08 0.05 – 1.50 0.020 - 0.035 

เบนซิล
แอลกอฮอล 

12.178 ± 0.123 0.03 - 0.06 0.10 – 5.00 0.025 - 0.050 
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รูปที่ 4.17   ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงคา kmax ในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน  
(O, ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนจากการทดลอง ;         คา  kmax เทากับ 0.28 ตอวัน ;          

คา  kmax  เทากับ  0.25 ตอวนั ;         คา  kmax เทากับ 0.10 ตอวัน) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.18   ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงคา KS ในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน  
(O, ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนจากการทดลอง ;         คา  KS  เทากับ 10.6 มก./ล.;          

คา  KS  เทากบั  5.0  มก./ล.;         คา  KS เทากับ  25.0  มก./ล.) 
 
 

Time(days) 

Time(days) 
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รูปที่ 4.19   ผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงคา  Tc  ในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน  

(O, ความเขมขนของไตรคลอโรเอทธิลีนจากการทดลอง ;          คา  Tc  เทากับ  0.034 
มก.TCE/มก.เซลล ;          คา  Tc  เทากับ  0.050  มก.TCE/มก.เซลล ;         คา  Tc เทากับ   

0.030  มก.TCE/มก.เซลล) 
 

ขอบเขตของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนแบบ
ใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอล    โดยใชแบบจําลอง
คอมพิวเตอร  AQUASIM2.1b    สรุปไดวา  ขอบเขตของคา  kmax ในการรวมยอยสลายไตรคลอโร-
เอทธิลีนโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนมีคาตั้งแต  0.08 ถึง 0.60  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอ
มิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  ในขณะที่ขอบเขตของคา  KS มีคาตั้งแต 5.0 ถึง 25.0 มิลลิกรัมตอลิตร  
สวนขอบเขตของคา  Tc มีคาตั้งแต  0.030 ถึง 0.060  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวล
เซลล  และในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล 
ขอบเขตของคา  kmax มีคาตั้งแต  0.03 ถึง 0.12  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล
ตอวัน  ในขณะที่ขอบเขตของคา  KS มีคาตั้งแต  0.05  ถึง  5.00 มิลลิกรัมตอลิตร  สวนขอบเขต
ของคา   Tc มีคาตั้งแต  0.020 ถึง 0.050  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล  ซึ่ง
ขอบเขตทั้งสามสามารถครอบคลุมผลการทดลองสวนมากไวได (รอยละ 70 ถึง 90 ของขอมลู) โดย
ขอบเขตของคา  Tc จะแคบกวาขอบเขตของคา   kmax และ KS มาก แสดงใหเห็นวาการ
เปลี่ยนแปลงคา  Tc  จะสงผลตออัตราการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศ
มากกวาการเปลี่ยนแปลงคา kmax และ KS   ดังนั้นคา Tc  จึงนาจะมีความถูกตองมากกวาคา kmax 
และ KS 

Time(days) 
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ประโยชนของคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรที่ใชในการเติบโต ปริมาณออกซิเจนที่ใชใน
ปฏิกิริยา และระยะเวลาที่  จุลินทรียใชในการยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีน ซึ่งคาตาง ๆ เหลานี้จะ
สงผลตอของวิธีการบําบัด คาใชจายในการบําบัด ระยะเวลา  และลักษณะของระบบได อยางไรก็
ตามการนําคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรเหลานี้ไปใชจะตองประยุกตใชดวยความระมัดระวังโดย
ตองทําความเขาใจหลักการและกลไกของกระบวนการรวมทั้งที่มาที่ไปของขอมูลใหดีเสียกอน หาก
สามารถวิจัยและทดลองหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรขึ้นมาเองสําหรับงานนั้น ๆ โดยเฉพาะก็
สมควรทําเปนอยางยิ่งเพราะจะทําใหงานที่ไดมีความถูกตองแมนยํา และความนาเชื่อถือมากขึ้น 
 ในการนําขอมูลนี้ไปใชออกแบบการทดลองแบบคอลัมนหรือนําขอมูลไปประยุกตใชบําบัด
การปนเปอนของไตรคลอโรเอทธิลีนในภาคสนาม  ถือไดวาขอมูลนี้เปนคาที่ตองมีการตรวจสอบ
ดวยการทดลองที่มีสภาพใกลเคียงกับการนําไปใชจริง และในการนําไปใชงานในภาคสนามจริง
คาตัวแปรทางจลนพลศาสตรเหลานี้มีโอกาสเปลี่ยนแปลงไดอีก จึงควรจะมีการติดตามตรวจผลอยู
เสมอ ๆ 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 
 จากการวิจัยในเรื่องการหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรของการรวมยอยสลายไตรคลอโร-
เอทธิลนีแบบใชอากาศโดยจลิุนทรียที่โตบนโทลูอีน หรือโตบนเบนซิลแอลกอฮอล ในครั้งนี้สามารถ
สรุปผลงานวิจยั และมีขอเสนอแนะในการที่จะทําการศึกษา และวิจัยตอไปดังนี ้
 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 
 จากการทดลองการใชโทลูอีน และเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตในการบําบัดไตรคลอ-
โรเอทธิลีน สามารถสรุปไดดังตอไปนี้ 
 

1. จุลินทรียที่โตบนโทลูอีนสามารถใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตแทนโทลูอีนในการ
บําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนได โดยมีประสิทธิภาพ (TC) ใกลเคียงกัน  

2. คายิลด (Yield) ของเซลลจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและใชโทลูอีนเปนซับสเตรต และของ
เซลลจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอลและใชเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตมีคาเทากับ 
0.742  ± 0.028   มิลลิกรัมมวลเซลลตอมิลลิกรัมโทลูอีน  และ  0.603  ± 0.070   มิลลิกรัมเซลล
ตอมิลลิกรัมเบนซิลแอลกอฮอล  ตามลําดับ  
 3. เมื่อทําการประมาณคาตัวแปรทางจลนพลศาสตร พบวา คาเฉลี่ยของ  kmax และ  KS 
ของการยอยสลายโทลูอีนแบบใชอากาศ คือ 1.435 ± 0.299  มิลลิกรัมโทลูอีนตอมิลลิกรัมมวล
เซลลตอวัน  และ 7.026 ± 2.649 มิลลิกรัมตอลิตร  และคาเฉลี่ยของ kmax และ  KS ของการยอย
สลายเบนซิลแอลกอฮอลแบบใชอากาศ คือ 0.870 ± 0.172  มิลลิกรัมเบนซิลแอลกอฮอลตอ
มิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  และ 6.738 ± 2.212  มิลลิกรัมตอลิตร และของการรวมยอยสลาย     
ไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน คาเฉลี่ยของ  kmax  และ  KS คือ  
0.283 ± 0.0172  มิลลิกรัมโทลูอีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวันและ 10.59 ± 2.508 มิลลิกรัมตอ
ลิตร และของจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล คือ 0.0548 ± 0.0159  มิลลิกรัมเบนซิล-
แอลกอฮอลตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน, 0.5938 ± 0.3989  มิลลิกรัมตอลิตร ผลการคํานวณคา 
Transformation Capacity ของการใชโทลูอีน และเบนซิลแอลกอฮอลเปนซับสเตรตในการยอย
สลายไตรคลอโรเอทธิลีนมีคาเทากับ 0.0410 ± 0.0045  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัม
มวลเซลลและ 0.0337 ± 0.0042   มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล  
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 4.  ขอบเขตของคา kmax ในการยอยสลายโทลูอีนมีคาตั้งแต 1.0 ถึง 1.9 มิลลิกรัมโทลูอีน 
ตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  ขณะที่ขอบเขตของคา  KS มีคาตั้งแต  2.0 ถึง 15.0 มิลลิกรัมตอลิตร  
และในการยอยสลายเบนซิลแอลกอฮอล ขอบเขตของคา  kmax มีคาตั้งแต 0.55 ถึง 1.3  มิลลิกรัม
เบนซิลแอลกอฮอลตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  ขณะที่ขอบเขตของคา  KS มีคาตั้งแต 2.5 ถึง 15.0 
มิลลิกรัมตอลิตร  สําหรับในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนขอบ
เขตของคา  kmax มีคาตั้งแต  0.08 ถึง 0.60  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอ
วัน  ขณะที่ขอบเขตของคา  KS มีคาตั้งแต 5.0 ถึง 25.0 มิลลิกรัมตอลิตร  สวนขอบเขตของคา  Tc 
มีคาตั้งแต  0.030 ถึง 0.060  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล  และในการรวม
ยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียที่โตบนเบนซิลแอลกอฮอล ขอบเขตของคา  kmax มีคา
ตั้งแต  0.03 ถึง 0.12  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลลตอวัน  ขณะที่ขอบเขต
ของคา  KS มีคาตั้งแต  0.05  ถึง  5.00 มิลลิกรัมตอลิตร  สวนขอบเขตของคา   Tc มีคาตั้งแต  
0.020 ถึง 0.050  มิลลิกรัมไตรคลอโรเอทธิลีนตอมิลลิกรัมมวลเซลล   

 
5.2 ความสําคัญทางดานวิศวกรรมและการนาํไปใช 
 
 จากงานวิจยันิส้ามารถนําไปประยุกตไดดังนี ้
 
 1. เบนซิลแอลกอฮอลมีสถานะเปนของเหลวที่ไมเปนพษิ ซึง่งายตอการนํามาใช ทัง้ละลาย 
น้ําไดดี ไมลุกติดไฟ และยังไมมกีฎหมายควบคุมการใช จงึมีความเปนไปไดที่จะใชเบนซิล
แอลกอฮอลเปนซับสเตรตแทนโทลูอีนในการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีนในงานภาคสนาม 
 2. คาตวัแปรทางจลนพลศาสตรของการยอยสลายของโทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอล การ
รวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลนิทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอลแบบใช
อากาศเปนขอมูลเบื้องตน และตัวแปรสําคัญในการออกแบบระบบในภาคสนาม 
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5.3  ขอเสนอแนะ 
 
 งานวิจยันี้ไดพบขอที่นาสนใจอีกหลายประการ เพื่อเปนแนวทางในการทําวิจยัตอไปดังนี ้
 
 1.  ศึกษาการหาคาตวัแปรทางจลนพลศาสตรในการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดย
จุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอล โดยใชจุลินทรียพันธุบริสุทธิ ์(pure culture) 
แทนจุลินทรียพันธุผสม (mixed culture) ในการทดลองครั้งนี้ เพื่อนาํมาเปรียบเทียบกับคาตัวแปร
ทางจลนพลศาสตรที่ได  

2.  ศึกษาการหาคาตัวแปรทางจลนพลศาสตรแบบคอลัมน  และสามารถนําขอมูลไป
ประยุกตใชบําบัดการปนเปอนของไตรคลอโรเอทธิลีนในภาคสนาม 

3.  ศึกษาความสามารถของการรวมยอยสลายไตรคลอโรเอทธิลีนโดยจุลินทรียที่โตบน  
โทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอลในระยะยาว  

4. ศึกษาการใชสมการ Haldane kinetics ในการอธิบายผลของอัตราการยอยสลายที่
ลดลงเมื่อความเขมขนสูงขึน้  

5.  ศึกษาความสามารถของจุลินทรียที่โตบนโทลูอีนและโตบนเบนซิลแอลกอฮอลในของ
การรวมยอยสลายสาร CAHs ชนิดอื่น ๆ เชน เตตระคลอโรเอทธิลีน (PCE),  1,1-ไดคลอโรเอทธิลีน 
(1,1-DCE),   ทรานส-1,2-ไดคลอโรเอทธิลีน (trans-DCE),  ซิส-1,2–ไดคลอโรเอทธิลีน (cis-DCE),  
ไวนิลคลอไรด (VC)  และ  1,1 ไดคลอโรอีเทน (1,1-DCA)  เปนตน  

6.  ศึกษาการใชแกสไซลีนหรือ BTEX ( Benzene-Toluene-Ethylbenzene-Xylene) เปน
ซับสเตรตในการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีน เนื่องจากอาจมีการรั่วไหลของแกสไซลีนและ ไตรคลอโร-
เอทธิลีนปนเปอนในน้ําใตดินพรอมกัน ทําใหเปนผลพลอยไดในการใชแกสไซลีน หรือ BTEX เปน
ซับสเตรตในการบําบัดไตรคลอโรเอทธิลีน 

7. ศึกษาการใชสารชนิดอื่นที่ไมเปนพิษมาใชเปนซบัสเตรตในการรวมยอยสลายไตรคลอ-
โรเอทธิลนีทางชีวภาพ เชน กลูโคส ฟลกุโตส แลกเตส เทอรปน เปนตน 

8. ศึกษาการใชโปรแกรม AQUASIM2.1b ในการประมาณการเคลื่อนที่ของน้ําใตดินที่ม ี      
ไตรคลอโรเอทธิลีนปนเปอนอยู เพื่อใหไดขอมูลที่สมบูรณแบบมากขึน้ สามารถนําไปใชงานในพืน้ที่
จริงไดอยางมปีระสิทธิภาพมากขึ้น 
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ภาคผนวก ก. 
ผลการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลล 

จุลินทรียทีส่ามารถโตบนโทลูอีน  
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       ตารางที่ ก-1  คา OD550 ที่เปลี่ยนแปลงในการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลล 
                         จลุินทรียที่สามารถโตบนโทลูอีน  
  

ชุดที ่ ขวดทดสอบที ่1  ขวดทดสอบที ่2 ขวดทดสอบที ่3 หมายเหต ุ
1 0.009 0.007 0.009 Media control 
2 0.011 0.012 0.004 Substrate control 
3 0.033 0.029 0.030 Nonbiotic control 
4 0.029 0.025 0.029 Seed control 
5 0.035 0.038 0.034 - 
6 0.055 0.049 0.044 - 
7 0.105 0.101 0.086 - 
8 0.263 0.206 0.228 - 
9 0.415 0.407 0.403 - 
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ภาคผนวก ข. 
ผลการศึกษาคายิลดของแตละซับสเตรต  

(Growth Yield ; Y) 
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ตารางที ่ข-1 ความเขมขนของโทลูอีนทีเ่ปลี่ยนแปลงในการศึกษาหาคายลิด 
 

ความเขมขนของโทลูอีน (มลิลิกรัมตอลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

0 55.221 56.088 50.449 52.016 
3 53.249 44.891 50.218 54.473 
12 42.468 43.437 41.494 53.869 
24 0.037 0.000 0.021 52.159 
26 0.000 0.000 0.000 55.746 
27 51.805 48.513 47.339 55.547 
35 0.752 0.000 0.000 51.751 
36 0.000 0.000 0.000 49.342 
37 44.168 52.461 51.188 49.092 
44 0.000 0.000 0.000 54.360 
45 41.772 40.877 40.281 52.103 
51 0.042 0.152 0.104 51.861 
52 0.000 0.000 0.000 50.051 
53 44.782 46.726 47.053 49.111 
59 0.000 0.000 0.000 54.570 
60 45.748 51.886 50.271 50.309 
68 0.000 0.000 0.000 48.677 
69 41.871 47.413 42.684 51.115 
76 0.000 0.000 0.000 47.238 
77 52.330 50.594 54.246 49.629 
82 0.000 0.000 0.000 48.227 
83 58.592 0.000 0.000 47.211 
90 0.000 0.000 0.000 48.018 
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ตารางที่ ข-2 คา OD550 ที่เพิ่มขึ้นจากผลการศึกษาหาคายิลดโดยใชโทลูอีนเปนซับสเตรต  
 

เวลา คา  OD550 
(ชั่วโมง) ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

0 0 0 0 0.000 
24 0.156 0.159 0.167 0.012 
35 0.293 0.367 0.346 0.015 
44 0.381 0.457 0.479 0.014 
51 0.515 0.596 0.616 0.016 
59 0.666 0.753 0.798 0.020 
68 0.834 0.868 0.876 0.016 
76 0.924 0.979 1.024 0.019 
82 0.935 1.024 1.038 0.021 
90 1.036 1.029 1.039 0.020 

 
ตารางที่ ข-3 ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลที่เปลี่ยนแปลงในการศึกษาหาคายิลด  
 

ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอล(มิลลิกรัมตอลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

0 44.287 45.501 43.288 45.678 
3 40.825 42.895 42.049 45.935 
12 42.351 44.641 24.383 46.948 
24 39.902 37.329 19.457 46.687 
26 31.236 29.568 12.056 44.331 
35 0.000 0.000 0.000 45.982 
36 16.728 30.614 28.107 42.379 
45 0.000 0.000 0.000 44.661 
47 22.421 23.753 21.682 46.858 
53 0.000 0.000 0.000 42.852 
58 14.943 15.799 18.269 43.618 
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ตารางที ่ข-3(ตอ)  ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลที่เปลี่ยนแปลงในการศึกษาหา 
      คายิลด 

ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอล (มิลลิกรัมตอลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

67 0.000 0.000 0.000 45.545 
68 36.652 32.455 39.591 47.821 
75 0.000 0.000 0.000 46.023 
76 28.520 27.176 55.836 45.778 
81 0.000 0.000 0.000 45.195 
82 41.660 42.627 58.057 46.256 
90 0.000 0.000 0.000 43.457 
91 41.181 41.360 44.318 44.169 
97 0.000 0.000 0.000 42.895 
98 43.419 45.732 44.564 41.297 

104 0.000 0.000 0.000 44.457 
105 47.283 45.127 47.301 41.478 
114 0.000 0.000 0.000 46.397 
115 40.520 37.500 38.680 42.427 
121 0.000 0.000 0.000 41.869 
122 40.749 40.380 46.873 40.765 
128 0.000 0.000 0.000 42.708 
129 46.874 47.667 43.588 40.581 
138 0.000 0.000 0.000 41.871 
139 43.414 45.266 42.458 44.407 
145 0.000 0.000 0.000 40.862 
146 50.439 50.048 32.485 39.650 
152 0.000 0.000 0.000 43.486 
153 46.434 47.209 42.532 44.638 
162 0.000 0.000 0.000 40.907 
163 44.256 42.037 42.630 42.196 
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ตารางที ่ข-3(ตอ)  ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอลที่เปลี่ยนแปลงในการศึกษาหา 
      คายิลด 

ความเขมขนของเบนซิลแอลกอฮอล (มิลลิกรัมตอลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

169 0.000 0.000 0.000 39.023 
170 51.616 54.994 50.463 41.375 
175 0.000 0.000 0.000 39.165 

 
ตารางที่ ข-4  คา OD550 ที่เพิ่มขึ้นจากผลการศึกษาหาคายิลดโดยใชเบนซิลแอลกอฮอล

เปนซับสเตรต  
เวลา  คา  OD550 

(ชั่วโมง) ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 
0 0.000 0.000 0.000 0.000 
35 0.138 0.133 0.121 0.011 
45 0.221 0.222 0.232 0.016 
53 0.275 0.262 0.256 0.014 
67 0.281 0.278 0.301 0.015 
81 0.321 0.303 0.327 0.018 
90 0.365 0.345 0.345 0.016 
97 0.392 0.378 0.383 0.017 

104 0.417 0.422 0.431 0.021 
114 0.459 0.486 0.493 0.024 
121 0.519 0.533 0.523 0.025 
128 0.561 0.621 0.609 0.022 
138 0.625 0.684 0.635 0.023 
145 0.741 0.782 0.758 0.025 
152 0.817 0.801 0.833 0.024 
162 0.852 0.857 0.887 0.025 
169 0.901 0.923 0.981 0.023 
175 1.024 0.982 1.021 0.021 
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ภาคผนวก ค. 
ผลการศึกษาการยอยสลายของโทลูอีนและเบนซิลแอลกอฮอล 

แบบใชอากาศ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที ่ค-1 ผลการศึกษาการยอยสลายของโทลูอีนแบบใชอากาศ 
 

ความเขมขนโทลูอีน  
5 มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนโทลูอีน           
15  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนโทลูอีน            
30  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนโทลูอีน                     
60  มิลลิกรัมตอลิตร เวลา

(วัน) 
ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 

เวลา
(วัน) 

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 
0.00 4.9751 4.7432 4.6806 14.5784 14.9769 14.6717 0.00 27.0565 27.8037 27.0770 62.4012 63.5449 61.0029 61.7697 
0.08 3.3249 3.1078 2.9530 8.6775 9.3079 10.0925 0.08 17.7537 18.5470 16.8828 44.0716 42.2401 40.4244 62.0506 
0.17 1.6377 1.5004 1.3708 5.8531 5.2543 5.0786 0.17 12.3588 13.3651 11.4505 31.1167 32.2138 28.5339 61.9005 
0.21 1.1506 0.8892 0.7847 2.6523 2.5740 2.1970 0.25 7.8516 8.0241 6.7652 18.7002 22.8011 20.2632 59.5119 
0.25 0.3388 0.2404 0.2109 0.9492 0.7143 0.5214 0.33 3.4151 4.0113 3.0275 9.0898 11.1286 12.1808 60.2972 
0.29 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.42 0.8477 1.1002 0.7346 4.9757 5.2462 6.3520 58.6215 
0.33 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.46 0.0000 0.0000 0.0000 1.7840 2.6811 2.0797 60.1153 
0.58 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.50 0.0000 0.0000 0.0000 0.2581 0.6014 0.3133 58.4521 
0.75 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.54 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 59.2494 

       0.58 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 60.1439 
       0.75 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 58.7051 
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ตารางที ่ค-2 ผลการศึกษาการยอยสลายของเบนซลิแอลกอฮอลแบบใชอากาศ 
 

ความเขมขนเบนซิลแอลกอฮอล  
5 มิลลิกรัมตอลิตร  

ความเขมขนเบนซิลแอลกอฮอล 
15  มิลลิกรัมตอลิตร  

ความเขมขนเบนซิลแอลกอฮอล   
30  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนเบนซิลแอลกอฮอล            
60  มิลลิกรัมตอลิตร  เวลา

(วัน) 
ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 

เวลา
(วัน) 

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 
0.00 5.6079 5.8675 5.7873 16.1565 15.8204 15.7535 0.00 32.4667 33.4803 33.7422 63.3030 62.9302 63.4028 61.8209 
0.08 3.5693 3.6237 3.3439 9.8167 10.1815 10.4659 0.08 20.1402 21.2574 20.2123 46.0064 45.7854 43.7727 62.1864 
0.17 1.9377 1.8407 1.7723 5.7969 5.6169 5.4196 0.17 11.5427 12.0921 12.7046 31.2549 33.1270 30.4713 61.0269 
0.25 0.8634 0.7926 0.6722 2.6327 2.4321 2.1424 0.25 5.4277 6.1413 6.4343 19.0435 20.0285 18.4561 63.4836 
0.33 0.2318 0.3075 0.2547 1.0624 0.9377 0.7431 0.33 1.9086 2.5271 2.3033 11.0521 13.0983 12.0177 60.4731 
0.42 0.0000 0.0000 0.0000 0.2081 0.3472 0.1813 0.42 0.5130 0.6175 0.4947 3.1783 4.4348 5.0211 64.0478 
0.50 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.50 0.0000 0.0000 0.0000 1.1164 2.0613 1.8560 60.2185 
0.58 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.58 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 62.0870 
0.67 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.67 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 62.7156 

       0.75 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 60.2140 
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ภาคผนวก ง. 
ผลการศึกษาการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศ         

โดยจุลินทรียที่โตบนโทลูอีน และโตบนเบนซิลแอลกอฮอล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที ่ง-1 ผลการศึกษาการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจลุินทรยีที่โตบนโทลูอีน 
 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
1.5  มิลลิกรัมตอลิตร  

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
3.0  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
6.0  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
10.0  มิลลิกรัมตอลิตร เวลา

(วัน) 
ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

0.00 1.7171 1.6667 1.5928 3.3046 3.1213 3.0178 6.8429 6.4656 6.6503 12.0428 12.2582 12.3929 12.0840 
0.13 1.5256 1.4594 1.3808 3.1284 2.8079 2.7846 6.4007 5.9305 6.2651 10.1584 10.8735 11.2857 11.8586 
0.25 1.1804 1.3848 1.2923 2.6837 2.4038 2.2476 5.8201 5.5465 5.1212 8.8310 9.3275 9.7327 12.2923 
0.38 1.2307 1.0010 1.1247 2.4377 2.2821 1.9701 5.2816 4.8058 4.5049 7.7293 8.4528 9.0529 11.6257 
0.50 0.9614 1.1109 0.8762 2.1161 1.7186 1.6504 4.5814 4.0169 4.8383 7.2935 8.0114 8.5018 11.2470 
0.63 0.8042 0.9313 1.0148 1.7153 1.9261 1.5282 4.0216 3.8029 4.4019 7.7021 6.8391 7.4187 11.5734 
0.75 0.8793 0.7591 0.7095 1.6419 1.4769 1.7663 4.3201 3.5074 3.8567 6.4052 5.7972 6.9280 11.0815 
0.88 0.7671 0.8537 0.6508 1.7648 1.6172 1.4087 4.0120 3.7465 3.2432 6.0311 6.4702 5.2697 10.8306 
1.00 0.8126 0.7436 0.7136 1.7442 1.4205 1.3018 3.7004 3.2634 3.0918 5.0785 5.9728 5.5694 11.1041 
1.13 0.7096 0.6512 0.5420 1.6109 1.5136 1.3205 3.0556 3.4116 2.7808 4.8453 5.8296 5.1386 11.5359 
1.25 0.7732 0.6026 0.6752 1.5063 1.3214 1.2514 3.4471 3.1639 2.8834 5.3119 5.6565 5.0124 11.0724 
1.38 0.7278 0.6198 0.5654 1.5473 1.4158 1.2825 3.1268 2.7699 2.6142 4.8203 5.2223 5.4645 11.1924 
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ตารางที ่ง-1 (ตอ) ผลการศึกษาการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธลิีนแบบใชอากาศโดยจุลนิทรียที่โตบนโทลูอีน 
 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
1.5  มิลลิกรัมตอลิตร  

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
3.0  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
6.0  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
10.0  มิลลิกรัมตอลิตร เวลา

(วัน) 
ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

1.63 0.7541 0.6229 0.5421 1.5214 1.3412 1.2531 3.3130 3.0824 2.8237 5.0878 5.5782 4.7249 10.9087 
1.88 0.6912 0.5847 0.4805 1.4784 1.3570 1.2412 2.6382 2.9072 2.4871 5.2059 5.7461 4.8147 11.1096 
2.29 0.6563 0.5213 0.4913 1.3982 1.2901 1.2538 2.9151 3.1132 2.7328 5.3162 5.5042 5.0386 10.7960 

 
ตารางที ่ง-2 ผลการศึกษาการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีนแบบใชอากาศโดยจลุินทรยีที่โตบนเบนซินแอลกอฮอล 

 
ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  

1.5  มิลลิกรัมตอลิตร  
ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  

3.0  มิลลิกรัมตอลิตร  
ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  

6.0  มิลลิกรัมตอลิตร 
ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  

10.0  มิลลิกรัมตอลิตร เวลา
(วัน) 

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 
0.000 1.6920 1.7112 1.7322 3.3203 3.4962 3.3934 6.6213 6.5130 6.4047 11.8198 12.4727 12.2404 12.2871 
0.125 1.5140 1.6092 1.6732 2.9334 3.2390 3.0902 6.1459 5.7381 5.3937 11.2420 11.6715 10.7937 12.0937 
0.250 1.4969 1.5251 1.4260 2.9572 3.1262 2.7940 5.5548 5.2168 5.0684 10.8304 9.8288 10.4822 11.8564 
0.375 1.2561 1.2390 1.1067 2.5848 2.6584 2.4353 5.1418 5.4319 4.7102 10.2913 9.2345 9.7025 11.6502 
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ตารางที ่ง-2 (ตอ) ผลการศึกษาการรวมยอยสลายของไตรคลอโรเอทธลิีนแบบใชอากาศโดยจุลนิทรียที่โตบนเบนซนิแอลกอฮอล 
 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
1.5  มิลลิกรัมตอลิตร  

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
3.0  มิลลิกรัมตอลิตร  

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
6.0  มิลลิกรัมตอลิตร 

ความเขมขนไตรคลอโรเอทธิลีน  
10.0  มิลลิกรัมตอลิตร เวลา

(วัน) 
ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3 ชุดควบคุม 

0.500 1.0096 1.1471 1.1611 2.6562 2.2810 2.5369 5.2146 4.7341 4.2683 9.2041 8.7007 8.9351 11.9305 
0.625 0.9266 0.9804 1.0834 2.3930 2.4719 2.2096 4.6342 4.3136 4.0418 9.0424 8.0238 8.6460 12.1310 
0.750 0.8684 1.0936 0.9070 1.9543 2.1342 2.3875 4.7568 4.4250 3.9809 8.2906 8.4580 7.8051 11.7346 
0.875 0.9042 1.0227 0.9610 2.2648 1.8493 1.9957 4.4022 3.8601 4.2847 8.6236 7.3517 8.1428 11.5049 
1.000 0.8386 0.8935 0.7289 2.1252 1.9590 2.0761 4.3131 4.0727 3.7346 7.6450 7.8922 7.2854 11.8691 
1.125 0.8660 0.8796 0.8114 2.0818 1.9149 1.7346 3.9476 3.7046 3.4570 7.9776 7.3603 6.6820 12.1039 
1.250 0.7673 0.8474 0.9135 1.7623 1.6560 2.0902 3.7637 3.3084 3.5178 7.2901 6.4841 6.0176 11.2093 
1.375 0.8105 0.7302 0.8856 1.9208 1.5821 1.7687 3.8514 3.1130 3.6007 6.9684 6.2136 5.8675 11.4930 
1.625 0.7239 0.7816 0.8713 1.7069 1.5034 1.8708 3.5170 2.9460 3.7521 6.5173 5.9320 5.5767 11.7494 
1.875 0.6787 0.7016 0.7847 1.5937 1.5121 1.7560 3.6022 3.2601 3.8685 6.3213 5.5348 6.0414 10.8140 
2.292 0.7166 0.7631 0.8272 1.6303 1.5395 1.7819 3.3864 3.0343 3.6178 6.4015 5.4069 5.8486 11.1637 
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ภาคผนวก จ. 
สภาวะการทํางานของเครื่อง Gas Chromatography 
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หลักการทาํงานของเครื่อง Gas Chromatography 
 

Gas Chromatography (GC) เปนเทคนิคชนิดหนึ่งที่ใชในการแยกสารผสมกันออกจาก
กันโดยสารนั้นตองสามารถเปลี่ยนเปนแกสเฟสไดที่อุณหภูมิหนึ่ง  ถาสารใดเปลี่ยนเปนแกสเฟสได
ยากก็อาจใชเทคนิคอื่น ๆ บางอยางเขาชวย เชนอาศัยปฏิกิริยาเคมีเปลี่ยนใหเปนอนุพันธอ่ืน ๆ 
หรืออาจใชหลักการแยกสลายดวยความรอน  และใหสารที่เปลี่ยนเปนแกสเฟสแลวนั้นผานเขาไป
ยังคอลัมน (column) ที่บรรจุดวยเฟสคงที่ (stationary phase) โดยการพาของเฟสเคลื่อนที่ 
(mobile phase) หรือแกสพา (carrier gas)  สารผสมเหลานั้นจะเกิดการแยกเกิดขึ้น  
องคประกอบของเครื่อง Gas Chromatography มีดังนี้ 

 
1. ถังแกสที่ใชบรรจุ แกสพา (carrier gas) เพื่อจะพาไอของสารตัวอยางผานเขาไปยัง

คอลัมน ไดแก ไนโตรเจน ฮีเลียม และอารกอน เปนตน 
2. สวนที่ใชควบคุมการไหลของแกสตาง ๆ (flow controller) ไดแก ไฮโดรเจน อากาศ 

และไนโตรเจน เปนตน 
3. สวนที่จะฉีดสารตัวอยางเขาไป (injection port) 
4. คอลัมน (column) ซึ่งเปนสวนที่สําคัญที่สุดที่ใชสําหรับแยกสาร 
5. ดีเทคเตอร (detector) เปนสวนที่ใชสําหรับตรวจวัดสารแตละชนิดที่ถูกแยกออกมา

จากคอลัมน 
6. สวนที่ใชควบคุมอุณหภูมิ (temperature controller) ใหกับคอลัมน ดีเทคเตอร 

คอนโทรลเลอร 
7. สวนที่ใชประมวลผลและขอมูลตาง ๆ ไดแก อินทิเกรเตอร เครื่องบันทึกโครมาโตร    

แกรม หรือเครื่องคอมพิวเตอร 
 
ในการวิเคราะหสารตัวอยางโดยใชเทคนิคทาง GC นั้น เมื่อเลือกสภาวะตาง ๆ ของการ

วิเคราะหและจัดสภาวะของเครื่อง GC (method) ใหเรียบรอยแลว จึงนําสารตัวอยางไปฉีดเขาที่ 
sample injector port สารจะกลายเปนไอ แลวถูกพาเขาไปในคอลัมนดวยแกสพา (carrier gas) 
อยางชา สารผสมจะถูกแยกออกเปนสวน ๆ ที่คอลัมนนี้   แลวออกไปสูดีเทคเตอร (detector) จะ
ทําใหไดสัญญาณเกิดขึ้น ซึ่งสามารถเขียนออกมาเปนโครมาโตรแกรมดวยเครื่องคอมพิวเตอร ก็จะ
ทําใหผูวิเคราะหสามารถทราบองคประกอบของสารตัวอยางได 
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สภาวะการทาํงานของเครือ่ง Gas Chromatography รุน HP6890 
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สภาวะการทาํงานของเครือ่ง Gas Chromatography รุน HP6890 (ตอ) 
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กราฟมาตรฐานของไตรคลอโรเอทธลินี 
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กราฟมาตรฐานของไตรคลอโรเอทธลินี (ตอ) 
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ตัวอยางโครมาโตแกรมของไตรคลอโรเอทธิลนี 
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กราฟมาตรฐานของโทลูอีน 
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กราฟมาตรฐานของโทลูอีน (ตอ) 
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ตัวอยางโครมาโตแกรมของโทลูอีน 
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ภาคผนวก ฉ. 
สภาวะการทํางานของเครื่อง High Performance Liquid Chromatography 
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หลักการทาํงานของเครื่อง High Performance Liquid Chromatography 
 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) เปนวิธีการหนึ่งของการแยกทาง
โครมาโตรกราฟ ที่ใชเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) เปนของเหลวพาสารละลายตัวอยางไหลผาน
เฟสอยูกับที่ (stationary phase) ที่เปนอนุภาคขนาดเล็ก ซึ่งบรรจุอัดแนนในทอ Stainless ที่
เรียกวาคอลัมน (column) ทําใหเกิดการแยกสารประกอบจากสารละลายตัวอยางเขาสูเครื่อง
ตรวจวัดสัญญาณ (detector) การไหลของเฟสเคลื่อนที่นี้ตองอาศัยแรงดันมากพอควร จึงจะ
สามารถสงผานไปทั้งระบบได สวนที่เปนหลักในการสรางแรงดันคือปม (pump) นั่นเอง ชุด
เครื่องมือ HPLC มีสวนประกอบคือ 
 

1. ภาชนะบรรจุเฟสเคลื่อนที่ (Mobile phase reservoirs) ควรเปนขวดแกวเพื่อจะไม
เกิดปฏิกิริยาทางเคมกีับเฟสเคลื่อนที ่ 

2. ระบบปม (Pumping station) ทําหนาที่สบูดันเฟสเคลื่อนที่เขาคอลัมนในอัตราเร็วที่
กําหนดไดอยางแมนยํา 

3. หนวยฉีดสารตัวอยาง (Injection unit) การฉีดสารตัวอยางนั้นตองมีความเที่ยงตรง 
และแมนยําสงู โดยมีทัง้แบบ Manual และ Auto 

4. คอลัมน (Column) ลักษณะเปนทอ Stainless บรรจุเฟสอยูกับที ่ เพื่อแยกสาร
ตัวอยางผสมออกจากกัน 

5.  เครื่องตรวจวดัสัญญาณ (Detector) ทําหนาทีว่ัดการเปลี่ยนแปลงของสารตัวอยาง 
6. เครื่องบันทกึขอมูลและประมวลผล (Recorder and data processing) ปจจุบนัการ

บันทกึขอมูล และประมวลผลตาง ๆ สามารถทําไดโดยคอมพิวเตอร ทาํใหผลการ
วิเคราะหมีความถูกตอง และเที่ยงตรงมากขึ้น   
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สภาวะการทาํงานของเครือ่ง High Performance Liquid Chromatography รุน HPLC 1100 
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   สภาวะการทํางานของเครื่อง High Performance Liquid Chromatography รุน HPLC 1100(ตอ) 
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กราฟมาตรฐานของเบนซิลแอลกอฮอล 
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กราฟมาตรฐานของเบนซิลแอลกอฮอล(ตอ) 
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ตัวอยางโครมาโตแกรมของเบนซิลแอลกอฮอล 
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ภาคผนวก ช. 
รูปเครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการวิจัย 
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รูปที่ ช-1 เครื่อง Gas Chromatography รุน HP 6890 

 
 

 
รูปที่ ช-2 เครื่อง High Performance Liquid Chromatography  รุน HPLC 1100 
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รูปที่ ช-3 ขวดซีรัมขนาด 119 มิลลิลิตร (Serum Bottle) ที่ใชในการทดลอง 

 

 
รูปที่ ช-4 ขวดไวอัล (Vial)ขนาด 15 มิลลิลิตร และอุปกรณปดฝาที่ใชสําหรับเครื่อง GC 

 
รูปที่ ช-5 ขวดไวอัล (Vial)ขนาด 2 มิลลิลติร และอุปกรณปดฝาที่ใชสําหรับเครื่อง  

      High Performance Liquid Chromatography 
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รูปที่ ช-6 ไซริง (GasTight Syringes) ขนาด 1 มิลลิลิตร ใชสําหรับการเก็บตัวอยางมาวิเคราะห 

 

 
 

รูปที่ ช-7 ไซริง (Gas Tight Syringes) ขนาด 10 ไมโครลิตร ใชสําหรับฉีดโทลูอีนลงในขวดซีรัม 
 

 
รูปที่ ช-8 ไซริง (Glass Syringes) ขนาด 20 มิลลิลิตร ใชสําหรับการเติมออกซิเจน 
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           รูปที่ ช-10 เครื่องเขยา (Shaker) ทีท่ําการเขยาขวดซีรัมตลอดเวลาการทดลอง 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ ช-11 เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer) สําหรับวดัคา OD550 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ ช-12  เครื่องนึ่งฆาเชื้อโรค (Autoclave) 



 131

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                          รูปที่ ช-13  ตูปลอดเชื้อ (Laminar Flow)      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                รูปที่ ช-14  เครื่องปนเหวีย่ง (Refrigerated Centrifuge) 
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