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บทที่ 1 

 

ความสาํคัญและท่ีมาของปัญหา 

   ในสภาพแวดล้อมตามธรรมชาติ การผุพังหรือผุกร่อนของก้อนหิน ตึก อาคาร

บ้านเรือน โบราณวัถตุโบราณสถานหรือสถาปัตยกรรมต่างๆ ท่ีทําจากวัสดุก่อสร้างท่ีเป็นหิน 

โดยเฉพาะหินตะกอนนัน้ เกิดขึน้เน่ืองจากกระบวนการทางกายภาพ เคมีและชีวภาพตามสภาพ

ภมูิอากาศท่ีเปล่ียนแปลงไป กรอปกบัลกัษณะและองค์ประกอบของเนือ้หินเป็นประเภทหินตะกอน

คาร์บอเนต (carbonate stones) เกิดจากการทบัถมของตะกอนคาร์บอเนตในท้องทะเล ทัง้จากสา

รอนินทรีย์ และซากสิ่งมีชีวิต เช่น ปะการัง และกระดองของสตัว์ทะเล ซึ่งถับถมกันภายใต้ความ

กดดนัและตกผลกึใหมเ่ป็นแร่แคลไซต์หรือแคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) จึงทําปฏิกิริยากบักรด มี

ลักษณะเนือ้แน่นละเอียดทึบ มีสีออกขาว เทา ชมพู หรือสีดําตวัอย่างเช่น หินปนู (limestones) 

โดโลสโตน (dolostones) หินอ่อน (marbles) และเป็นหินท่ีละลายนํา้ได้ อ่อนไหวต่อสภาพ

ภูมิอากาศ จึงทําให้ผพุงัได้ง่าย โดยเฉพาะในปัจจุบนัท่ีมีปัจจยัเสริมจากการเพิ่มขึน้ของมลภาวะ

ทางอากาศ เชน่ การเกิดฝนกรด สง่ผลให้เร่งการผกุร่อนเกิดเร็วย่ิงขึน้ 

   ได้มีความพยายามท่ีจะหยดุยัง้หรือชะลอการผกุร่อนพงัทลาย โดยเฉพาะในส่วน

พืน้ผิวของวัสดุก่อสร้างเหล่านี ้โดยวิธีการอนุรักษ์ (conservation) ทัง้ในรูปแบบของการปกป้อง 

(protection) โดยป้องกนันํา้ (waterproof) หรือสิ่งอ่ืนๆ ท่ีเป็นตวัการของการผุพงั (weathering 

agents) ไม่ให้สามารถเข้าถึงแกนกลาง (core) ของวสัดกุ่อสร้างได้ และการเสริมสร้างความ

แข็งแกร่ง (consolidation) โดยการปรับปรุงเพ่ือลดการผพุงัของรูพรุน (porous) ในวสัดกุ่อสร้าง

ด้วยซีเมนต์หรือวสัดสุร้างความแข็งอ่ืนๆ แตไ่ม่ว่าจะเป็นการอนรัุกษ์ด้วยวิธีใดก็ตาม วสัดท่ีุนํามาใช้

นัน้มีทัง้ท่ีทําจากสารอินทรีย์หรืออนินทรีย์ตา่งๆ เช่น อะคริลิก (acrylic) กาวเรซินอีพอกซี (epoxy 

resins) และสารละลายแบเรียมไฮดรอกไซด์ [Ba(OH)2] เป็นต้น อย่างไรก็ตาม ในปัจจุบันนี ้

วิธีการใช้วสัดตุ่างๆ เหล่านี ้ก็ยงัได้ผลไม่เป็นท่ีน่าพอใจ โดยเฉพาะการใช้วสัดชุนิดสารอินทรีย์นัน้

อาจจะไมส่ามารถเข้ากนัได้กบัวสัดพืุน้ผิวเดมิและอาจก่อให้เกิดอนัตรายตอ่พืน้ผิวของวสัดกุ่อสร้าง 

ในขณะท่ีการใช้วสัดท่ีุทําจากสารอนินทรีย์ให้ผลเป็นท่ีน่าพอใจกว่า ทัง้ในแง่ของการเป็นวสัดท่ีุใช้

ปกป้องและสร้างความแข็งแกร่ง เน่ืองจากมีคณุสมบตัิเป็นแร่ธาต ุซึ่งมีลกัษณะทางกายภาพและ

เคมีใกล้เคียงกับองค์ประกอบของวสัดุก่อสร้าง ตวัอย่างเช่น การใช้วิธีการท่ีเรียกว่า limewater 

treatment ซึ่งมีสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด์ [Ca(OH)2] เป็นส่วนประกอบ ในการสร้างความ

แข็งแร่งให้กับหินคาร์บอเนต เน่ืองจากแคลเซียมไฮดรอกไซด์สามารถตกตะกอนเป็นแคลเซียม

คาร์บอเนต (CaCO3) ได้ในสภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนได้ออกไซด์ในบรรยายกาศ แต่วิธีการนีก็้มี
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ข้อเสียคือ มีการตกตะกอนน้อย เกิดเป็นแค่ชัน้บางๆ ซึ่งไม่เพียงพอท่ีจะปกป้องและสร้างความ

แข็งแรงให้กบัวสัดกุ่อสร้าง 

   ในปัจจบุนั ได้มีการศกึษาวิจยัในการนําแบคทีเรียชนิดท่ีสามารถชกันําให้เกิดการ

ตกตะกอนคาร์บอเนต ท่ีเรียกว่า microbial carbonate precipitation (MCP) หรือ 

biocementation ซึ่งเป็นวิธีการทางชีวภาพท่ีช่วยป้องกันการผุพงัของวสัดสุิ่งก่อสร้าง และยงัเป็น

มิตรกับสิ่งแวดล้อมด้วยโดยวิธีการอนุรักษ์นี ้อาศัยการเลียนแบบวิถีทางธรรมชาติในอดีต 

เชน่เดียวกบัการเกิดขึน้ของหินตะกอนคาร์บอนเนตบนโลก       จลุินทรีย์ท่ีสามารถชกันําให้เกิดการ

ตกตะกอนคาร์บอเนต ส่วนใหญ่เป็นพวกแบคทีเรียท่ีอาศยัอยู่ในดิน (heterotrophic soil bacteria) 

โดยเฉพาะอยา่งย่ิงแบคทีเรียกลุ่มท่ีสามารถย่อยสลายสารประกอบไนโตรเจน เช่น ยเูรีย (urea) ได้ 

โดยใช้เอนไซม์ยรีูเอส (urease) ท่ีแบคทีเรียผลิตขึน้มา แล้วได้สารผลิตภณัฑ์เป็นคาร์บอเนตไอออน 

(carbonate ions) และแอมโมเนียม (ammonium, NH4
+) ทําให้เกิดสภาพแวดล้อมท่ีเป็นดา่ง ซึ่ง

ถ้าในสภาพแวดล้อมนัน้มีแคลเซียมไอออน (calcium ions) อยู่ จะทําให้เกิดการตกตะกอนของ

แคลไซต์ (CaCO3) ดงันัน้การอนรัุกษ์วสัดกุ่อสร้างด้วยวิธีนีจ้ึงขึน้อยู่กบัการเกิดตะกอนแคลเซียม

คาร์บอเนตท่ีมีลักษณะเป็นซีเมนต์บนพืน้ผิวหรือรูช่องว่างของวัสดุก่อสร้างโดยการชักนําของ

แบคทีเรีย ซึ่งทําให้เกิดการยึดติดแน่นของตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตได้ดีกว่าแบบวิธี limewater 

treatment 

  ดงันัน้ในงานวิจัยนี ้ผู้ วิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาการปกป้องและการเสริม

ความแข็งแกร่งของพืน้ผิววสัดท่ีุใช้ในการก่อสร้างโบราณวตัถโุดยอาศยัความสามารถของแบคทีเรีย

ท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอสและชกันําให้เกิดการตกตะกอนของแคลเซียมคาร์บอเนต โดยเป็นการวิจยั

แบบพฒันาเชิงทดลองให้พืน้ผิววสัดท่ีุใช้ในการก่อสร้างโบราณวตัถมีุความทนทาน มีการดดูกลืน

นํา้ต่ํา เพ่ือเป็นประโยชน์ในด้านการอนรัุกษ์และซ่อมแซมโบราณวตัถตุอ่ไปในอนาคต 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพ่ือคดัเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอสและชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนต 

2. เพ่ือศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมและปัจจยัท่ีมีผลตอ่การทํางานของเอนไซม์ยรีูเอส 

3. เพ่ือศึกษาการพัฒนาความแข็งแกร่งของวัสดุก่อสร้างในระหว่างท่ีมีการตกตะกอน

คาร์บอเนต (biomineralization) โดยแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอส 

4. เพ่ือศึกษาการปกป้องและการเสริมความแข็งแกร่งของวสัดกุ่อสร้างโดยแบคทีเรียท่ีผลิต

เอนไซม์ยรีูเอสและชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนต 
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5. เพ่ือศกึษาและพฒันารูปแบบการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอสและชกันํา

ให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตบนพืน้ผิววสัดกุ่อสร้าง 

 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

1. ทําการคดัเลือกและจําแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอสและชกันําให้เกิดการ

ตกตะกอนคาร์บอเนต โดยศึกษาเฉพาะสกุล Bacillus sp. เน่ืองจากเป็นสกุลของ

แบคทีเรียท่ีมีการสร้างเอนโดสปอร์ท่ีดํารงชีวิตอยู่ได้นาน แพร่กระจายได้ดี และทนทานตอ่

สารเคมีและสภาพแวดล้อมท่ีไมเ่หมาะสม ซึง่เหมาะสําหรับการนําไปประยกุต์ใช้ประโยชน์ 

2. ทําการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม และปัจจยัท่ีมีผลตอ่การทํางานของเอนไซม์ยูรีเอส ได้แก่ 

pH ปริมาณยเูรียและแคลเซียม 

3. ทําการศึกษาการพัฒนาความแข็งแกร่งของวัสดุก่อสร้างในระหว่างท่ีมีการตกตะกอน

คาร์บอเนต (biomineralization) โดยแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอส โดยใช้โมเดลคอลมัน์

ทราย 

4. ทําการศกึษาการปกป้องและการเสริมความแข็งแกร่งของวสัดกุ่อสร้างโดยแบคทีเรียท่ีผลิต

เอนไซม์ยรีูเอสและชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนต โดยใช้อิฐตวัอย่างท่ีทําจากวสัดุ

ท่ีใช้ในการทําอิฐบล็อกประสาน แบบท่ีใช้ดินจากพืน้ท่ีอําเภอวงัทรายพนู จงัหวดัพิจิตร มา

ใช้เป็นวสัดหุลกัในการผลิต เป็นตวัแทนของโบราณวตัถุ เน่ืองจากอิฐบล็อกประสานท่ีทํา

จากดินดงักล่าวจะมีความแข็งแกร่งของพืน้ผิวน้อย ผุกร่อนง่ายและมีรูพรุนบริเวณพืน้ผิว

ของวสัดมุากกวา่แบบท่ีใช้ดนิลกูรังเป็นวสัดหุลกั โดยใช้วิธี soaking method แล้ววดัความ

แข็งแกร่ง (consolidation test) โดยวิธีวัดนํา้หนกัท่ีหายไปของชิน้อิฐบล็อกประสาน

ตวัอย่างหลังจากผ่านคล่ืนเสียงความถ่ีสูง (sonication) (Rodriguez-Navarro et al., 

2003) 

5. ทําการศกึษาและพฒันารูปแบบการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอสและชกั

นําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตบนพืน้ผิววสัดกุ่อสร้าง โดยวิธีการพ่นและทาในรูปแบบ

ของ  fermentation  culture และศกึษาประสิทธิภาพของตวัแทนของวสัดกุ่อสร้างจากการ

ทดสอบคา่ดดูซมึนํา้ 
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บทที่  2 

 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 

แคลไซต์หรือแคลเซียมคาร์บอเนต  เป็นแร่ธาตชุนิดหนึ่งที่มีการแพร่กระจายทัว่ไปบน 

พืน้โลกพบประมาณ  4  เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัของเปลือกโลก  พบได้มากในหินตะกอน  

(sedimentary  rock)  เช่น  หินปนู  หินอ่อน  และหินทราย  ทัง้ในสภาพแวดล้อมทางทะเล  

แหล่งนํา้จืด  และบนพืน้ดิน  (Hammes  and  Verstraete,  2002,  pp.  3-7;  Klien  and  

Hurlbut,  1999, unpaged)  โดยพบว่าแบคทีเรียมีบทบาทสําคญัอย่างมากในการเกิดตะกอน

และการสะสมของแคลเซียมคาร์บอเนตในแทบทุกสภาพแวดล้อมบนโลก  นอกจากนีย้งัพบว่า  

โครงสร้างภายในเซลล์ของสิ ่งมีชีวิตพวกยูคารีโอตที่มีบทบาทสําคญัในการสร้างตะกอน

คาร์บอเนต  คือไมโตคอนเดรียหรือคลอโรพลาสต์  ซึ่งโครงสร้างเหล่านีถ้ือว่าเป็น  primitive  

endosymbiotic  bacteria  (Castanier,  et  al.,  2000a,  unpaged)  โดยปัจจยัที่มีผลต่อการ

ตกตะกอนของแคลเซียมคาร์บอเนตมี  4  อย่างคือ  1)  ปริมาณความเข้มข้นของแคลเซียม      

2)  ปริมาณความเข้มข้นของคาร์บอเนต  3)  สภาพความเป็นกรด-ด่าง  (pH)  และ  4)          

จุดศนูย์กลางที่ทําให้เกิดการตกตะกอน  (nucleation  sites)  (Hammes  and  Verstraete,  

2002,  pp.  3-7)  โดยทฤษฎีแล้วการตกตะกอนคาร์บอเนตตามธรรมชาติจะเกิดขึน้  เมื่อมี

ปริมาณความเข้มข้นของแคลเซียมและ/หรือคาร์บอเนตเพิ่มขึน้ในสารละลาย  หรือโดยการลด

ความสามารถในการละลายของแคลเซียมและ/หรือคาร์บอเนตลง  การตกตะกอนแคลไซต์อาจ

เกิดจากปัจจยัทางกายภาพอื่นๆ  เช่น  การระเหยหรือการเปลี่ยนแปลงของระดบัอุณหภูมิและ

ความดนั  หรือโดยปัจจยัทางชีวภาพผ่านกิจกรรมของจุลินทรีย์ ซึ่งเซลล์ของแบคทีเรียนัน้ถือว่า

เป็นศนูย์กลางของการเกิดแร่ธาตรุะหว่างที่มีกระบวนการเกิดขึน้ของหิน  (Ferris,  et  al.,  

1987,  pp.  225-232) และจากการศึกษาวิจยัของนกัวิทยาศาสตร์หลายท่านได้ยืนยนัและ

พบว่ามีการตกตะกอนเกิดขึน้บนผิวเซลล์ของแบคทีเรีย (Fujita, et al., 2000, pp. 305-318; 

Hammes, et al., 2003c, pp. 699-704; Warren, et al., 2001, pp. 93-115; Kile, et al., 

2000, pp. 2937–2950) เน่ืองจากไม่มีปัญหาในเร่ืองการขาดแคลน  nucleation  sites  ของ

เซลล์แบคทีเรีย  ดงันัน้จะเห็นได้ว่าสามปัจจยัแรกจะมีบทบาทสําคญัมากในการเกิดการ

ตกตะกอนคาร์บอเนตโดยจุลินทรีย์ 
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การตกตะกอนคาร์บอเนตโดยจุลินทรีย์  (Microbial  carbonate  precipitation,  MCP) 

ในช่วงย่ีสิบกว่าปีท่ีผ่านมา  การตกตะกอนคาร์บอเนตโดยจุลินทรีย์  ได้รับความสนใจ

ในการศึกษาวิจยัมากขึน้  ทัง้นีเ้น่ืองจากศกัยภาพหรือบทบาทของจลุินทรีย์ในทะล  ซึ่งอาจเป็น

ต วั ก า ร สํ า ค ญั ที ่ทํ า ใ ห้ เ ก ิด ก า ร ส ะ ส ม ข อ ง ค า ร ์บ อ น สํ า ห ร ับ ก า ร ผ ล ิต ป ร ิม า ณ ก๊า ซ

คาร์บอนไดออกไซด์เพิ่มขึน้บนโลก  โดยมีสิ่งมีชีวิตสามกลุ่มใหญ่ที่สําคญัในการชกันําให้เกิด 

MCP  ผ่านทางกระบวนเมแทบอลิซ ึมต่างๆ  ได้แก่  1)  สิ่งมีชีวิตที่สงัเคราะห์แสงได้  เช ่น  

cyanobacteria  และ  algae  ซึ่งสามารถใช้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ได้  (สมการท่ี1-3)  2)  

แบคทีเรียกลุ่ม  sulphate  reducing  bacteria  (SRB)  โดยผ่านกระบวนการ  dissimilatory  

reduction  of  sulphate  และ  3)  สิ่งมีชีวิตอีกหลายๆ  ชนิดท่ีเก่ียวข้องกับวฏัจกัรไนโตรเจน  

(Castanier,  et  al.,  1999,  pp.  9-23;  Hammes  and  Verstraete,  2002,  pp.  3-7) 

 

 CO2  +  H2O  →  (CH2O)  +  O2    (1) 

 2HCO3
-  ↔  CO2  +  CO3

2-  +  H2O   (2) 

 CO3
2-  +  H2O  ↔  HCO3

-  +  OH-    (3) 

 Ca2++  HCO3
-  +  OH-  →  CaCO3  +  2H2O  (4) 

 

นอกจากนีแ้คลไซต์ยงัสามารถตกตะกอนได้โดยสิ่งมีชีวิตพวก  heterotrophs  ท่ีมีการ

ผลิตคาร์บอเนตและไบคาร์บอเนต  และเกิดการเปล่ียนแปลงสภาพแวดล้อมให้เหมาะสมต่อการ

ตกตะกอน  (Castanier, et al., 1999, pp. 9-23)  การละลายของยิบซมั  (CaSO4.2H2O)  โดย

วิธีทางกายภาพ  (สมการท่ี  5)  ทําให้สภาพแวดล้อมมีปริมาณซลัเฟตและแคลเซียมไอออนมาก

ขึน้  ซึ่งในสภาพที่มีอินทรียวตัถุอยู่  แตป่ราศจากก๊าซออกซิเจน  จุลินทรีย์กลุ่ม  sulphate  

reducing  bacteria  จะสามารถรีดิวส์ซลัเฟตให้กลายเป็นก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด์  (H2S)  และ

ปลดปล่อยไบคาร์บอเนตออกมา  (สมการท่ี  6)  (Castanier, et al., 1999, pp. 9-23; Ehrlich, 

1998, pp. 45-60; Wright, 1999, pp. 147-157)  และเมื่อก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด์ระเหยไปจาก

สภาพแวดล้อม ก็จะส่งผลให้ค่าความเป็นกรด-ด่างเพิ่มสูงขึน้  ซึ่งเหมาะแก่การตกตะกอนของ

แคลเซียมคาร์บอเนต  (สมการท่ี  4)  (Castanier, et al., 1999, pp. 9-23) 
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 CaSO4.2H2O  →  Ca2+  +  SO4
2-  +  2H2O   (5) 

 2(CH2O)  +  SO4
2-  →  HS-  +  HCO3

-  +  CO2  +  H2O (6) 

 

การเกิด  MCP  ยงัสามารถถูกชกันําโดยสิ่งมีชีวิตท่ีเก่ียวข้องกับวฏัจกัรไนโตรเจน  โดย

ผ่านกระบวนการ  ammonification  ของกรดอะมิโน  กระบวนการ  nitrate  reduction  และ

กระบวนการไฮโดรไลซิสของยูเรีย  (urea  hydrolysis)  ซึ่งกลไกของกระบวนการไฮโดรไลซิส

ของยูเรียโดยเอนไซม์ยูรีเอส  (urease)  เป็นกลไกท่ีง่ายท่ีสดุสําหรับการอธิบายการเกิด  MCP  

เน่ืองจากทําให้เกิดการสร้างคาร์บอเนตไอออนและมีแอมโมเนียมอยู่  (สมการท่ี  7)  ซึ่งทําให้ค่า

ความเป็นกรด –ด่างเพิ่มสูงขึน้  ดงันัน้เม่ือมีแคลเซียมปรากฏอยู่  แคลไซต์จึงสามารถตกตะกอน

ได้ทนัทีภายใต้สภาวะแวดล้อมนี ้ แบคทีเรียหลายชนิดท่ีสามารถสร้างเอนไซม์ยูรีเอสได้จึงมกัถูก

นําไปประยุกต์ใช้ให้สร้างแคลไซต์  (Fujita, et al., 2000, pp. 305-318; Muynck, et al., 2008, 

pp. 875-885; Taino, et al., 1999, pp. 139-145) 

 

 CO(NH2)2  +  2H2O  →  CO3
2-  +  2NH4

+   (7) 

 

การตกตะกอนคาร์บอเนตโดยจุลินทรีย์ผ่านกระบวนการไฮโดรไลซิสของยูเรีย 

(Microbial  carbonate  precipitation  by  way  of  urea hydrolysis) 

การเกิดไฮโดรไลซิสของยูเรียเป็นปฏิกิริยาที่ควบคมุการเกิดคาร์บอเนตที่ง่ายที่ส ุด

โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อมีปริมาณความเข้มข้นของแคลเซียมสูงในช่วงเวลาอนัสัน้  ที่ผ่านมามี

ความพยายามในการนําการเกิด  MCP  ไปประยุกต์ใช้ในงานต่างๆ  ซึ่งในปัจจบุนังานส่วนใหญ่

ให้ความสนใจไปท่ีการนํา  MCP  ไปใช้ในวตัถุประสงค์เพื่อพฒันาความแข็งแกร่ง  (strength 

development) 

การเกิด MCP  ได้ถูกนําไปใช้ในการศึกษาการจบัสารรังสี  radionucleotide  ของธาต ุ 

strontium90  (90Sr2+)  ซึ่งพบว่าการตกตะกอนของ  90SrCO3  สามารถป้องกนัการแพร่กระจาย

การปนเปือ้นของ  radionucleotide  ในชัน้ใต้ผิวดินท่ีมีนํา้ใต้ดินไหลผ่านได้  (Fujita, et al., 

2000, pp. 305-318; Warren, et al., 2001, pp. 93-115)  นอกจากนีย้งัมีนกัวิจยัหลายท่านได้

ทําการเพิ่มจํานวนจุลินทรีย์ประจําถิ่นที่มีอยู่แล้ว  (indigenous microbial population)       

และส่งเสริมให้เกิด  MCP  โดยการเติมยูเรียท่ีมีความเข้มข้นสูงและแคลเซียมท่ีมีความเข้มข้น

ต่ําลงไป  เพื่อการใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ  ดงัแสดงในตาราง  1  ซึ่งจากการศึกษาตวัอย่าง

ของนํา้ใต้ดินทัง้หมดนัน้  ตรวจพบว่ามีกิจกรรมของเอนไซม์ยูรีเอส  (urease activity)  เกิดขึน้       
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ซึ่งชีใ้ห้เห็นว่า  urease  activity  เป็นปฏิกิริยาท่ีง่ายและสามารถเกิดขึน้ได้ทัว่ไปในสิ่งแวดล้อม  

(Fujita, et al., 2000, pp. 305-318; Mobley and Haudinger, 1989, pp. 85-108)            

จากความสําเร็จในการศึกษาการจบัสารรังสี  radionucleotide  ของธาต ุ  strontium90  โดย

การแทนท่ีแคลเซียมด้วย  strontium  ในผลึกของแคลเซียมคาร์บอเนตนัน้  ได้ค้นพบว่าอตัรา

การตกตะกอนแคลไซต์มีความสมัพนัธ์กับอตัราการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของยูเรีย  ซึ่งใน

เบือ้งต้นนีห้มายความได้ว่าจุลินทรีย์ส่งเสริมให้เกิดการตกตะกอนแคลไซต์ได้  เนื่องจากทําให้

การเกิดสภาวะความเป็นด่าง  (alkalinisation)  ขึน้ในสภาพแวดล้อมของการตกตะกอน  

(Fujita, et al., 2000, pp. 305-318) 

การเกิด  MCP  ได้เคยถูกนําไปใช้ในการกําจดัแคลเซียมไอออนออกจากนํา้เสียของ

โรงงานอุตสาหกรรม  ซึ่งการเกิด  MCP  ผ่านกระบวนการ  urea  hydrolysis  นัน้ดีกว่าการ

กําจดัแคลเซียมไอออน  ด้วยสารเคมีโซเดียมคาร์บอเนต  (Na2CO3)  เน่ืองจากยูเรียมีราคาถูก

และการตกตะกอนแคลไซต์อยู่บนผิวเซลล์ของแบคทีเรีย  นอกจากนีนํ้า้ท่ีมีแคลเซียมไอออนปน

อยู่จะก่อให้เกิดปัญหามากมายให้ก ับโรงงานอุตสาหกรรมได้  เนื่องจากจะทําให้เกิดการ

ตกตะกอนของ CaPO4  CaCO3  และ  CaSO4.2H2O  ในอุปกรณ์หรือเคร่ืองมือในโรงงาน  

(Hammes,  et  al.,  2003a, pp.  191-201;  Hammes,  et al.,  2003c,  pp.  699-704)  และ

จากการวิจยัพบว่า สามารถกําจดัปริมาณแคลเซียมไอออนได้สูงถึง  0.5  กรัมต่อลิตร หรือ

ประมาณ  90  เปอร์เซ็นต์ของแคลเซียมท่ีมีอยู่ในนํา้เสียท่ีใช้ทดสอบ  โดยการเติมยูเรียท่ีมีความ

เข้มข้นต่ํา  (ตาราง  1)  ในแบคทีเรียบางชนิด  กิจกรรมของเอนไซม์ยูรีเอสสามารถเพิ่มขึน้ถึง  

10  เท่าเมื่อมีปริมาณแคลเซียมเข้มข้น  30  mM  ปรากฏอยู่  ซึ่งชีใ้ห้เห็นว่าแคลเซียมสามารถ

ส่งเสริม  urease  activity  ได้  นอกจากนีย้งัมีอตัราการเกิดผลึกตะกอนที่มีรูปร่างและขนาด

ของผลึกได้แตกต่างกันในแบคทีเรียแต่ละชนิด  ซึ่งสามารถควบคมุได้โดยการควบคมุอตัราการ

เกิด  urea  hydrolysis  (Hammes,  et  al.,  2003b,  pp.  4901-4909) 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

ตาราง  1  การผลิต  CaCO3  โดยจุลินทรีย์ท่ีสร้างคาร์บอเนตจากกระบวนการ 

ไฮโดรไลซิสของยูเรีย 

 

Purpose Urea 

(mM) 

Ca 2+  

(mM) 

Urease 

activity (mM 

urea.min-1) 

References 

Sr90  sequestration 

 

333 25 0.045 (Fujita,  et  al.,  2000,  

pp.  305-318) 

Sr90  sequestration 330 0.025 0.042 (Warren,  et  al.,  2001, 

pp.  93-115) 

removal  of  Ca2+  from  

wastewater 

16 14 0.293 (Hammes,  et  al.,  

2003c,  pp.  699-704) 

removal  of  Ca2+  from  

wastewater 

8 15 0.032 (Hammes,  et  al.,  2003a  

pp.  191-201) 

stone  remediation 333 12-50 0.190 (Stocks-Fisher,  et  al.,  

1999,  pp.  1563-1571) 

stone  remediation 66 25 0.041 (Bachmeir, et  al.,  2002,  

pp.  171-181) 

portland  cement  

remediation 

333 50 n/s (Ramachandran,  et  al.,  

2001,  pp.  3-9) 

plugging  of  rock  

pores 

333 0.025 n/s (Gollapudi, et  al.,  1995,  

pp.  695-705) 

surface  treatment  for  

degraded  limestone 

167 14 n/s (Dick,  et  al.,  2006,  pp.  

357-367) 

surface  treatment  for  

concrete 

167 67.5 n/s (Muynck,  et  al.,  2008,  

pp.  875-885) 

 

หมายเหตุ:  n/s  =  not  stated 
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Gollapudi, et  al.  (1995)  ได้ศึกษาศกัยภาพของการเกิด  MCP  เพ่ือนําไปใช้ในการ

ทําให้เกิดการอุดรูช่องว่างหรือรูพรุน  (plugging)  ในดินทราย  โดยใช้แบคทีเรียหลายชนิดผสม

ก ับ ด ิน ท รา ย   แล้วบ ร รจ ุล ง ใ นก ระ บ อก   จ าก นั น้ จ ึง ผ ่า นส าร ล ะ ล าย ที ่ม ีไ ออ อ นข อ ง  

urea/calcium/carbonate  ลงไป   (ตาราง   1)   พบว ่าสามารถลดอตัราการไ หลลงไ ด้             

50  เปอร์เซ็นต์  ภายในเวลา  45  ชัว่โมง  และสามารถอุดรูช่องว่างในดินทรายจนสมบูรณ์ได้

เม่ือเวลาผ่านไป  120  ชัว่โมง  จากการทดลองชีใ้ห้เห็นว่าระดบัของการอุดรูพรุนหรือการคงให้มี

การซึมผ่านได้  (permeability)  สามารถควบคมุได้ด้วยระยะเวลาท่ีใช้ในการทดลอง  และในปี  

1999  Stocks-Fischer, et al. ได้ทําการศึกษาการอุดรูพรุนในดินทรายโดยจุลินทรีย์

เช่นเดียวกัน  พบว่าจุลินทรีย์มีบทบาทเก่ียวข้องโดยตรงกับการตกตะกอนแคลไซต์ด้วยการเป็น  

nucleation  site  โดยเกิดขึน้บนผิวเซลล์ของแบคทีเรียเอง  และเป็นตวัการสําคญัในการสร้าง

สภาพแวดล้อมท่ีเป็นด่างซึ่งเหมาะสมต่อการตกตะกอนของแคลไซต์  นอกจากนีย้งัพบว่า  เมื่อ

มีจํานวนชีวมวลสูงขึน้  อตัราการตกตะกอนแคลไซต์ต่อเซลล์จะลดลง  ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากแคล

ไซต์ท่ีเกิดขึน้ไปห่อหุ้มท่ีผิวเซลล์ของแบคทีเรียมากขึน้  จนทําให้ยูเรียซึมผ่านเข้าไปภายในเซลล์

ได้ลดลง 

สําหรับการศึกษาเพื่อวตัถุประสงค์ในด้านการก่อตวัเป็นซีเมนต์นัน้  ถือว่าการเพิ่ม

ความแข็งแกร่งระหว่างอนุภาคและคณุภาพของการตกตะกอนแคลไซต์เป็นสิ่งท่ีสําคญัมาก  ซึ่ง  

Ramachandran,  et  al. (2001)  ได้ทําการศึกษาเก่ียวกับศกัยภาพของการเกิด  MPC  โดย

ผ่านปฏิกิริยา  urea  hydrolysis  ในด้านอิทธิพลของปริมาณชีวมวลท่ีมีตอ่ความแข็งแกร่งของ

ก้อนปนูซีเมนต์พอร์ตแลนด์  (Portland cement)  โดยการใช้แบคทีเรียชนิดท่ีสร้างเอนโดสปอร์

และผลิตเอนไซม์ยูรีเอสผสมกับปนูซีเมนต์และทราย  แล้วใส่ลงในแม่พิมพ์เพื่อทําให้เป็นก้อน

สี่เหลี่ยมจตัรุัสขนาด  5  เซนติเมตร  ทิง้ไว้เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  จึงแกะออกจากแม่พิมพ์แล้ว

นําไปบ่มแช่ในสารละลายผสมของยูเรียและแคลเซียม  เป็นเวลา  28  วนั  (ตาราง  1)  ผลการ

ทดลองพบว่าไม่มีความแตกต่างกันในด้านปริมาณของแคลไซต์ท่ีตรวจพบได้ระหว่างในชดุการ

ทดลองและชุดควบคมุ  แต่พบว่า  ที่ระดบัความเข้มข้นของแบคทีเรียต่ําสุด  (7.6x103 เซลล์/

มิลลิลิตร)  ความแข็งแกร่งของก้อนปนูซีเมนต์ในชุดการทดลองเพิ่มขึน้  24  เปอร์เซ็นต์  และ

เม่ือใช้ระดบัความเข้มข้นของแบคทีเรียสูงสุด  (7.6x107 เซลล์/มิลลิลิตร)  พบว่าไม่ได้ช่วยทําให้

ความแข็งแกร่งของก้อนปนูซีเมนต์เพิ่มมากขึน้  จากการทดลองนีชี้ใ้ห้เห็นว่าอตัราการสร้างแคล

ไซต์อย่างช้าๆ  ช่วยเพิ่มความแข็งแกร่งได้ดีกว่าอตัราที่เกิดขึน้เร็ว  แต่การทดลองนีก้็ยงัไม่



10 

 

สามารถสรุปได้อย่างสมบูรณ์เน่ืองจากขาดการตรวจวดัความแตกต่างของปริมาณแคลไซต์ท่ี

สะสมทัง้ก่อนและหลงัทําการทดลอง 

จากผลการทดลองต่างๆ  โดยนกัวิจยัหลายๆ  ท่านท่ีกล่าวมาข้างต้นนัน้  จะพบว่าอยู่

บนพืน้ฐานของความคิดท่ีว่าจุลินทรีย์สามารถช่วยส่งเสริมการตกตะกอนแคลไซต์โดยผ่านทาง

กระบวนการเมแทบอลิซึมที่ทําให้สภาพแวดล้อมมีความเป็นด่าง  (alkalinity)  เกิดขึน้

(Castanier,  et  al.,  2000a,  unpaged;  Ehrlich,  1998,  pp.  45-60;  Fujita,  et  al.,  

2000,  pp.  305-318)  จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของยูเรียทําให้เกิดคาร์บอเนตไอออนในอตัรา  

1:1    โมลาร์  (ดงัสมการที่  7)  ดงันัน้ถ้ามีความเข้มข้นของยูเรียสูง  ปริมาณความเข้นของ

คาร์บอเนตก็ควรจะเพิ่มสูงมากขึน้ด้วย  ซึ่งคาร์บอเนตไอออนนัน้ถือเป็นปัจจยัที่สําคญัในการ

ตกตะกอนแคลไซต์  ดงันัน้กระบวนการไฮโดรไลซิสของยูเรียจึงถือได้ว่าเป็นกระบวนการท่ี

สําคญัย่ิงสําหรับการท่ีจะทําให้เกิด  MCP  ในอตัราสูง  เพราะไม่เพียงแตทํ่าให้เกิดสภาพความ

เป็นด่าง  แต่ยงัทําให้เกิดคาร์บอเนตไอออนได้อย่างรวดเร็วอีกด้วย 

 

การเกิด  MCP  เพ่ือสร้างความแข็งแรงของวัสดุท่ีมีรูพรุน 

นอกเหนือจากการเกิด  MCP  โดยกระบวนการไฮโดรไลซิสของยูเรียแล้วยงัมีนกัวิจยัท่ี

ทําการศึกษาโดยผ่านกระบวนการอ่ืนๆ  เพื่อวตัถุประสงค์ในการสร้างความแข็งแรงให้ก้อนหิน  

เช่น  Tiano,  et  al.  (1999)  ทําการศึกษาการตกตะกอนแคลไซต์โดยวิธีชีวภาพบนตวัอย่าง

หินปนู  (limestone)  เพื่อการป้องกัน  (preservation)  การผุพงัของอนสุาวรีย์ท่ีทําจากหินปนู

และศึกษาผลกระทบท่ีมีต่อปริมาตรของรูพรุน  ความแข็งแกร่งทนทาน  และสีของวสัด ุ โดยนํา

ชิน้ตวัอย่างหินปนูแช่ในสารละลายแบคทีเรียที่มีอาหารเลีย้งเชือ้ทุกๆ  24  ชัว่โมง   พบว่า

ปริมาตรของรูพรุน  (โดยดจูากปริมาณของนํา้ท่ีสามารถซึมเข้าไปในก้อนหินปนู)  ลดลงถึง  60  

เปอร์เซ ็นต์หลงัจากทําการทดลอง  โดยครึ่งหนึ ่งของเปอร์เซ ็นต์ที่ลดลงนี เ้นื ่องจากมีการ

ตกตะกอนของแคลไซต์และอีกคร่ึงหนึ่งเนื่องมาจากมีการเจริญของกลุ่มจุลินทรีย์ที่ไม่ได้สร้าง

แคลไซต์อุดขวางรูอยู่ นอกเหนือจากการตกตะกอนแคลไซต์ในรูพรุนของก้อนหิน  ยงัพบว่าไม่มี

ความแตกต่างอย่างมีนยัสําคญัในด้านความแข็งแกร่ง  และไม่มีการเปล่ียนแปลงในด้านของสี

ของวสัดใุนบริเวณที่มีการตกตะกอน และพบมีการเจริญของเชือ้ราปนเปือ้นบนพืน้ผิวของ

ตวัอย่าง  นอกจากการทดลองของ  Tiano, et al. (1999)  แล้วได้มีการทดลองและประยุกต์ใช้

การเกิด  MCP  เพื่อสร้างแคลไซต์ในอนสุาวรีย์หินและมีการจดสิทธิบตัรอีก  2  วิธีด้วยกัน  วิธี

แรกเก่ียวกับการป้องกันพืน้ผิวของหินโดยวิธีการสเปรย์แบคทีเรียและสารอาหาร  จากนัน้ตาม

ด้วยการให้สารละลายอาหารอย่างเดียว  ซึ่งผู้ ที่คิดค้นวิธีการนีร้ายงานว่ามีตะกอนแคลไซต์
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เกิดขึน้และหนา  2-3  ไมโครเมตร  (Castanier, et al., 2000a, unpaged)  ต่อมา  Rodriguez-

Navarro, et  al. (2003)  ได้ศึกษาเพิ่มเติมพบว่า  มีความลึกของการเกิด  cementation  ถึง

ประมาณ  500  ไมโครเมตร  เมื่อใช้วิธีการแช่ชิน้หินปนูตวัอย่างในแบคทีเรียและสารอาหาร  

และเน่ืองจากการเกิด  cementation  โดยวิธีนีจ้ะค่อนข้างบางและอยู่ที่พืน้ผิวของหิน  ดงันัน้

การประยุกต์ใช้ด้วยวิธีนีจ้ึงเหมาะสําหรับการป้องกันมากกว่าการทําเพื่อซ่อมแซมวสัดแุละไม่

เหมาะสําหรับการเสริมความแข็งแกร่งให้กับวสัดท่ีุไม่แข็งแรง 

สําหรับวิธีการที่สอง ทําโดยมีวตัถุประสงค์เพื่ออุดรูหรือรอยแตกของหิน ซึ่งเกี่ยวกับ

การสร้างปนูชีวภาพ  (biological  mortar)  ที่ประกอบด้วยผงหินปนูบดละเอียดและเซลล์

แบคทีเรียหลงัจากท่ีผ่านการเพาะเลีย้งในอาหารและกําจดัอาหารออกแล้ว  (bacterial  paste  

หรือ  pelleted  bacterial  cells) ซึ่งสามารถนํามาบรรจุลงในรอยแตกหรือรูของพืน้ผิวหิน  โดย

วิธีการนีจ้ะมีการผสมสารกําจดัเชือ้ราลงไปเพ่ือป้องกันการเจริญของเชือ้ราปนเปือ้นด้วย 

 

Calcite  In- situ  Precipitation  System  (CIPS) 

นอกเหนือจากผลงานวิจยัที่ได้มีการเผยแพร่ทางวารสารวิชาการแล้ว ยงัมีการนําไป

ประยุกต์ใช้ด้วยวิธีท่ีเรียกว่า  Calcite  in-situ  Precipitation  System  (CIPS)  ซึ่งถูกพฒันา

โดยบริษัท  Calcite  Technology  Pty  Ltd.  (Perth,  Australia)  วิธี  CIPS  เป็นการทําให้เกิด

การตกตะกอนแคลไซต์ภายในช่องว่างของวสัด  ุ ตวัอย่างเช่น  ดินทราย  ซึ่งจะทําให้เกิดการ

เชื่อมความแข็งแกร่งกนัภายในช่องว่างของวสัด  ุ และเป็นการทําในพืน้ที่ที่ต้องการดแูลรักษา  

โดยไม่ต้องมีการเคลื่อนย้ายออก  และผลที่ได้จากวิธีนีม้ีลกัษณะคณุสมบตัิเชิงกลของวสัดุ

เทียบเท่ากับการเกิดตะกอนขนาดกลางอย่างแคลเซียมคาร์บอเนตโดยทางธรรมชาติ  (natural  

calcarenite)  (Ismail,  et  al.,  2002,  pp.  313-324) 

 

ปัจจัยสาํคัญท่ีมีผลต่อการเกิด  cementation 

ดงัท่ีได้กล่าวมาข้างต้นแล้วว่า  การตกตะกอนของแคลเซียมคาร์บอเนตโดยแบคทีเรีย  

สามารถเกิดขึน้โดยมีผิวเซลล์ของแบคทีเรียเป็นจุดศนูย์กลางในการตกตะกอน  โดยมีปัจจยั

สําคญัท่ีเก่ียวข้อง  3  ประการ  คือ  1)  ปริมาณความเข้มข้นของแคลเซียม  2)  ปริมาณความ

เข้มข้นของคาร์บอเนต  และ  3)  ความเป็นกรด-ด่างของสภาวะแวดล้อมที่ซึ่งมีผลต่อชนิดของ

คาร์บอเนต  (carbonate  speciation)  และการละลายของแคลเซียมคาร์บอเนต  (Hammes  

and  Verstraete,  2002,  pp.  3-7)  ซึ่งในการตกตะกอนท่ีเกิดขึน้ได้นัน้  ไอออนชนิดต่างๆ  

ต้องอยู่ในสภาพท่ีอิ่มตวัมากๆ  (supersaturation)  ทัง้นีเ้น่ืองจากคา่การละลายของผลิตภณัฑ์
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แคลไซต์ท่ีเกิดขึน้ (Ksp) มีค่าต่ํามาก  (3.33X10-9 โมลต่อลิตร  ที่อุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส)  

(Sawada, 1998, pp. 39-68) การตกตะกอนสามารถเกิดขึน้ได้ง่ายโดยการผสมไอออนท่ี

ละลายได้ของแคลเซียมและคาร์บอเนต  ที่ระดบัความเข้มข้นปานกลาง  โดยผลึกท่ีเกิดขึน้จะมี

ขนาดเล็กและมีลกัษณะเป็นผงแต่ยงัมีความเป็นซีเมนต์ต่ํา 

ความแตกต่างระหว่างปริมาณความเข้มข้นอิ่มตวั  (saturation)  และปริมาณความ

เข้มข้นท่ีอ่ิมตวัย่ิงยวด (supersaturation) เป็นปัจจยัท่ีสําคญัอีกประการหนึ่งท่ีควบคมุอตัราของ

การตกตะกอน  (Bodek, et al., 1988, unpaged) โดยทัว่ไปแล้ว เมื่อปริมาณความเข้มข้นท่ี

อ่ิมตวัมากมีปริมาณไอออนสูง อตัราการตกตะกอนก็จะเกิดขึน้เร็ว และผลึกท่ีเกิดขึน้จะมีขนาด

เล็ก  ดงัตวัอย่างเช่นในการผสมกันของแคลเซียมและคาร์บอเนตโดยอาศยัปฏิกิริยาเคมี  และ

เม่ือมีความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดจากปริมาณความเข้มข้นท่ีอิ่มตวัมากเกิดขึน้  และระดบั

ของความไม่สมดลุ (degree of disequilibrium) ยงัอยู่ในระดบัที่ต่ํา เมื่อเปรียบเทียบกันใน

ตวัอย่างของสารเคมี จะส่งผลให้เกิดการสร้างผลึกท่ีมีขนาดใหญ่ขึน้เมื่อปล่อยให้เวลาผ่านไป

รวมทัง้มีความเป็นซีเมนต์สูงขึน้ด้วย 

ระดบัความอิ่มตวัมากของคาร์บอเนตไอออนสามารถทําให้เกิดขึน้ได้โดยการควบคมุ

ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ซึ ่งสดัส่วนของปริมาณคาร์บอเนตทัง้หมดที่ปรากฏอยู่ในรูปของ  

CO3
2-  ในสารละลายตลอดเวลานัน้ขึน้อยู่กับ pH ถ้า pH  มีค่าต่ํากว่า 8 ความเข้มข้นของ

คาร์บอเนตจะต่ํามาก (ภาพ 1)  ซึ่งหมายความว่า  ถ้าต้องการให้ผลึกมีขนาดใหญ่ขึน้จะต้องลด

ค่า  pH  ลงและในทางกลบักันถ้าต้องการให้ผลึกมีขนาดเล็กลงจะต้องเพิ่มค่า  pH  ให้สูงขึน้ 

สําหรับการศึกษาวิจยัในครัง้นีม้ีจ ุดมุ่งหมายที่จะใช้หลกัการเกิด MCP และการ

ประยุกต์ใช้ในลกัษณะแบบ  CIPS  ซึ่งจะทําให้จุลินทรีย์สามารถช่วยเสริมสร้างความแข็งแกร่ง

ให้กับหินประดบั  เช่น  อิฐบล็อกประสานชนิดที่มีความแข็งแกร่งของพืน้ผิวน้อย  ผกุร่อนง่ายและ

มีรูพรุนในเนือ้วัสดมุาก  ซึ ่งในการที่จะทําให้ระดบัการเกิด cementation  มีเพิ่มมากขึน้จึง

จําเป็นต้องมีการสร้างแคลไซต์ในปริมาณท่ีมากด้วย ดงันัน้กลุ่มจุลินทรีย์ท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอสได้

จึงต้องมีคณุสมบตัิท่ีทนตอ่ยูเรีย  แคลเซียม  แอมโมเนียม  และไนเทรตหรือคลอไรด์  (ขึน้อยู่กับ

ชนิดของเกลือแคลเซียมท่ีใช้)  ได้สูงด้วย 
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ภาพ  1  Chemical  speciation  ของ  H2CO3  (),  HCO3
-  () 

                           และ  CO3
2-  ()  ท่ี  25oC  

 

ท่ีมา:  Calculated  from  Atkins,  2002, unpaged 

 

แหล่งของจุลินทรีย์ท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอส 

ในปัจจุบนัความต้องการเอนไซม์ยูรีเอสในทางการค้ายงัมีไม่มากนกั  โดยมีผู้ผลิตราย

ใหญ่  เช่น  บริษัท  Roche  กอปรกบัส่วนใหญ่ถูกนําไปใช้ในการวินิจฉัยโรคและการทําเซรามิค

ด้วยเทคโนโลยีระดบัสูงเท่านัน้  (Gauckler  and  Baader,  1999,  pp.  1-25;  Roche,  2001, 

unpaged)  ดงันัน้เอนไซม์นีจ้ึงมีราคาแพงมากและมีความบริสุทธ์ิมากเกินความต้องการสําหรับ

การนําไปใช้ทําปนูชีวภาพ  เป็นที่ทราบดีว่าจุลินทรีย์หลายชนิดมีความสามารถในการสร้าง

เอนไซม์ยูรีเอสได้  เช่น  มีการศึกษาพบว่าเอนไซม์นีเ้ป็นคณุสมบตัิเฉพาะของแบคทีเรียท่ีก่อโรค

ได้  (Lee  and  Calhoun,  1997,  pp.  3991-3996;  Mobley,  et  al.,  1995,  pp.  85-108;  

Provorov  and  Vorobyov,  2000,  pp.  105-119)  และพบในวฏัจกัรไนโตรเจนของดินท่ีมี

การทําเกษตรกรรม  (Nielsen,  et  al.,  1998,  pp.  147-157;  Sloan  and  Anderson,  

1995,  pp.  2425-2447) โดยทัว่ไป  กลไกควบคมุการสงัเคราะห์หรือการแสดงออกของเอนไซม์

ยูรีเอส  (Mode  of  regulation  and  expression)  ในจุลินทรีย์มีอยู่  4  กลไก  คือ 
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1.  Constitutive:  การแสดงออกของกิจกรรมของเอนไซม์  ท่ีสามารถเกิดขึน้ได้โดยไม่

ขึน้อยู่กับสภาวะแวดล้อมภายนอก 

2.  Inducible:  การแสดงออกของกิจกรรมของเอนไซม์  ท่ีสามารถถูกชกันําให้เกิดขึน้

ได้  โดยการมีโมเลกุลของตวัชกันํา  (inducer molecule)  เช่น  ยูเรีย  หรือสภาวะแวดล้อมอ่ืนๆ 

3.  Repressible:  การแสดงออกของกิจกรรมของเอนไซม์  ท่ีถูกควบคมุหรือถูกกดไว้  

โดยการมีแอมโมเนียหรือ  ammonia  precursors  อยู่  รวมทัง้ยเูรียเองด้วย  การสงัเคราะห์

เอนไซม์แบบนีส้ามารถถูก  de-repressed  หรือทําให้กิจกรรมของเอนไซม์เพิ่มขึน้ได้ในสภาวะท่ี

มีการจํากัดไนโตรเจน 

4.  Developmental:  การแสดงออกของกิจกรรมของเอนไซม์  ท่ีสามารถเกิดขึน้ได้ใน

บางช่วงของการเจริญ  เช่น  swarming  และ  non-swarming  ซึ่งจะมีการแสดงออกของ

เอนไซม์ยูรีเอสเปล่ียนแปลงไป  (Falkinham  III  and  Hoffman,  1984,  pp.  1037-1040) 

ด งั นั น้ จ ุล ิน ท ร ีย ์ที ่เ ป็ น แ ห ล ่ง ข อ ง เ อ น ไ ซ ม ์ย ูร ี เ อ ส สํา ห ร ับ ทํา ซ ีเ ม น ต ์ช ีว ภ า พ  

(biocementation)  จึงต้องทนต่อความเข้มข้นสูงๆ  ของยูเรียและแคลเซียมได้  นอกจากนี ้

จุลินทรีย์จะต้องมีกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีสูงและสร้างเอนไซม์ได้อย่างต่อเนื่องหรือสามารถชกันํา

ให้เกิดการสร้างเอนไซม์ได้ 

แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ยูรีเอสสามารถแบ่งออกได้เป็น  2  กลุ่มที่แตกต่างกัน  ตาม

ปฏิกิริยาการเปลี่ยนยูเรียไปเป็นแอมโมเนียม  คือ  กลุ่มท่ีกิจกรรมของเอนไซม์ไม่ถูกยบัยัง้โดย

แอมโมเนียม  (ตาราง  2)  และ  กลุ่มที่กิจกรรมของเอนไซม์ถกูยบัยัง้โดยแอมโมเนียม  เช่น  

Pseudomonas aeruginosa, Alcaligenes eutrophus, Bacillus megaterium  (Kaltwasser,  

et  al.,  1972, pp.  178-196)  และ  Klebsiella aerogenes  (Friedrich  and  Magasanik,  

1977,  pp.  313-322)  ใน  K. aerogenes  พบว่าแอมโมเนียมที่เกิดขึน้ภายในเซลล์จะชกันํา

ให้เกิดการสร้าง  glutamine  ซึ ่งจะช ่วยป้องกันการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของย ูเรีย  

(Murlrooney,  et  al.,  2001,  pp.  280-282) การท่ีปริมาณความเข้มข้นท่ีสูงของยูเรียซึ่งถูก

ย่อย  (hydrolysed)  ในขณะท่ีเกิดกระบวนการ  biocementation  จะเป็นประโยชน์อย่างมาก

เฉพาะในกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีกิจกรรมของเอนไซม์ไม่ถูกยบัยัง้โดยแอมโมเนียมเท่านัน้ 

เช่นเดียวกับความต้องการแบคทีเรียท่ีสามารถเกิด  biocementation  ได้  จุลินทรีย์   

ท่ีนํามาใช้ต้องปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม  และในกรณีที่ถูกนําไปใช้ในสิ่งแวดล้อม  จุลินทรีย์นัน้

ต้องไม่ก่อโรค  ไม่มีการตดัต่อทางพนัธุกรรม  และต้องไม่มีการส่งผ่านสารหรือคณุสมบตัิใดๆ  

เช่น  การดือ้ยา  ที่จะไปเพิ่มการก่อโรคหรือความรุนแรงในการเกิดโรคของจุลินทรีย์ที่อยู่ใน
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สิ่งแวดล้อม  ซึ่งเมื่อพิจารณาจากทัง้ความสามารถในการเกิด  biocementation  และข้อจํากัด

ต่างๆทางสิ่งแวดล้อมแล้วจะพบว่า  แบคทีเรียโดยเฉพาะในกลุ่มของ  Bacillus  sp.  (ตาราง  2)  

มีศกัยภาพและเหมาะสมต่อการนํามาใช้ประโยชน์ ได้แก่  Sporosarcina pasteurii 

 

ตาราง  2  กลุ่มของจุลินทรีย์ท่ีกิจกรรมของเอนไซม์ยูรีเอสไม่ถูกยับยัง้โดยแอมโมเนียม 

 

Microorganisms High  

activity 

Not 

repressed 

by  NH4
+ 

Not  Pathogenic  or 

Genetically 

modified 

Sporosarcina pasteurii 

(Bacillus pasteurii) 

   

Proteus vulgaris Unknown  Moderated 

Proteus mirabilis Unknown  X 

Helicobacter pylori   X 

Ureplasmas  (Mocillicutes)   X 

 

Sporosarcina pasteurii  (Bacillus pasteurii) (Yoon,  et  al.,  2001,  pp.  1079-

1086)  เป็นแบคทีเรียที่เจริญได้ดีในสภาพแวดล้อมที่เป็นด่าง  (alkaliphilic  bacteria)  

สามารถพบได้ทัว่ไปในดินและ  นํา้เสีย  (Sneath,  1986, unpaged)  แบคทีเรีย  S. pasteurii  

มีกลไกการสร้าง  ATP  ที่มีลกัษณะเฉพาะ  คือเกิดขึน้ควบคู่ไปกับการไฮโดรไลซิสของยูเรีย  

โดยการสร้าง  ATP  นัน้จะถูกควบคมุด้วย  proton  motive  force  (p)  ซึ่งเป็นผลรวมของ  

transmembrane  pH  gradient  (pH)  และ  charge  gradient  หรือ  membrane  

potential  (ψ): 

 

(p)  =  (pH)  +  (ψ) 

 

ส่วนสิ่งมีชีวิตที่เจริญในสภาพแวดล้อมที่เป็นกลาง  (neutrophilic  organisms)  จะ

สร้าง  ATP  จากความแตกต่างของโปรตอน  (proton  gradient)  ซึ่งเกิดขึน้เน่ืองจากมีการป๊ัม

โปรตอนออกนอกเซลล์โดยผ่านกระบวนการ  electron  transport  chain  และจากความ
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เข้มข้นของโปรตอนท่ีแตกต่างกันนี ้ (high  outside / low  inside)  จะทําให้เกิดการผลกั

โปรตอนกลบัคืนเข้าไปในเซลล์โดยผ่านทาง  ATP-synthase  ส่งผลให้เกิดการสร้าง  ATP  

ขึน้มา  (Prescott,  et  al.,  1993, unpaged)  ในสภาพแวดล้อมสําหรับจุลินทรีย์ท่ีชอบเจริญ

ในสภาพแวดล้อมที่เป็นด่างหรือมี  pH  สูง  จะมีปริมาณโปรตอนภายนอกเซลล์ต่ํา  และมีค่า  

pH  ภายในเซลล์ต่ําก็จะมีปริมาณโปรตอนภายในเซลล์สูง  (low  outside/high  inside)  ส่งผล

ให้เกิด  reversed  pH  ซึ่งทําให้โปรตอนเคล่ือนย้ายจากภายในเซลล์ออกสู่นอกเซลล์  ซึ่ง

ตรงกันข้ามกับทิศทางการสร้าง  ATP  ตามปกติ  ดงันัน้จึงทําให้จุลินทรีย์ประเภท  alkaliphiles  

มีการปรับตวัได้  2  แนวทางท่ีจะเพิ่มปริมาณ  proton  motive  force  และขบัโปรตอนเข้าสู่

ภายในเซลล์เพื่อสร้าง ATP  โดยการ  1)  ทําให้สภาพแวดล้อมของไซโตรพลาสซึมเป็นด่าง  

(alkalinisation  of  the  cytoplasm)  ส่งผลให้ลดค่า  pH  ลง  แต่วิธีนีจ้ะเกิดขึน้ได้ในช่วง  

pH  แคบๆ  เท่านัน้ และ  2)  ทําให้เกิดการไหลออก (efflux)  ของแคทไอออนตวัอื่นๆ  

นอกเหนือจากโปรตอน  ซึ่งส่งผลให้ค่า  ψ  เพิ่มสูงขึน้  ซึ่งถ้าค่า   ψ  มีมากเพียงพอ  

proton  motive  force  ก็จะมีแรงมากพอท่ีจะขบัโปรตอนเข้าสู่ภายในเซลล์ได้  โดยจะเป็นการ

ต้านหรือสวนทางกับ  proton  gradient  ซึ่งในกรณีของเชือ้  S. pasteurii  นัน้  ชนิดของไอออน

ท่ีถูกนําเข้า  เพ่ือเพิ่มค่า  ψ  จะขึน้อยู่กับลกัษณะการเจริญของเชือ้  สําหรับเซลล์ท่ีเจริญในท่ี

มีความเข้มข้นของยูเรียต่ํา  (ประมาณ  15  มิลลิโมลาร์)  ไอออนท่ีสามารถเคล่ือนออกจากเซลล์  

เพื่อเพิ่มค่า  ψ  ได้แก่  K+,  Na+  หรือ  NH4
+  ส่วนเซลล์ท่ีเจริญในที่มีความเข้มข้นของยูเรีย

สูง  (300  มิลลิโมลาร์)  จะไม่สามารถใช้  K+  หรือ  Na+  เคล่ือนออกจากเซลล์ เพื่อเพิ่มค่า  

ψ  ได้  จะมีเพียง  NH4
+  เท่านัน้ที่สามารถสร้าง  ATP  ได้  (Jahns,  1996,  pp.  403-409)  

(ภาพ  2)  ทัง้นีเ้ป็นเพราะว่าจุลินทรีย์ชนิดนีมี้ระดบัของกิจกรรมเอนไซม์ยูรีเอสท่ีสูง เพียงแค่เมื่อ

มียูเรียอยู่ในอาหารช่วงเร่ิมต้นของการเพาะเลีย้งเชือ้  ก็สามารถที่จะย่อยยูเรียให้กลายเป็น  

NH4
+   และ  CO3

2-  ได้ในช่วง  2-3  ชัว่โมงแรก  และหลงัจากท่ีปริมาณยูเรียในอาหารเลีย้งเชือ้

ลดลง  NH3   ก็จะถูกนําเข้าสู่เซลล์โดยผ่านทางการแพร่ทางเย่ือหุ้มเซลล์ 
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ภาพ  2  Coupling  of  urea  hydrolysis  และ  ATP  generation   

ของ  S. pasteurii   

 

ท่ีมา:  Jahns, 1996, pp. 403-409 
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นอกจากนีย้งัเป็นท่ีน่าสนใจเป็นอย่างยิ่งว่า  ค่า  pH  9.25  ซึ่งเป็น  pH  ที่เหมาะสม

สําหรับการเจริญของเชือ้  S. pasteurii  นัน้ยงัมีค่าเท่ากับครึ่งหนึ ่งของค่า  dissociation  

constant  (pKa)  ของสมดลุเคมี  NH3/NH4
+  ท่ีซึ่ง  NH3  และ  NH4

+  มีสดัส่วนปริมาณท่ี

เท่ากัน  (50  :  50)  ดงัแสดงในภาพ  3 

 

 
 

ภาพ  3  Chemical  speciation  ของ  Ammonia  (NH3)  ()  และ  ammonium 

                (NH4
+)  ()  ท่ี  pH  ต่างๆ 

 

ท่ีมา:  Victoria S. W., 2004, unpaged 

 

สําหรับเชือ้  Proteus vulgaris  นัน้เป็นแบคทีเรียท่ีอาศยัอยู่ในดิน  โดยปกติแล้วจะทํา

หน้าที่ย่อยสลายสารอินทรีย์  ซึ่งบทบาทหลกัของเอนไซม์ยูรีเอสในแบคทีเรียชนิดนีก้็เพื่อหา

แหล่งของแอมโมเนียที่สามารถถูกนํามาใช้ภายในเซลล์เพื่อการเจริญของเซลล์หรือสร้างมวล

ชีวภาพโดยผ่านวิถีทาง  glutamine  synthase-glutamate  synthase  (GS- GOGAT)  หรือ

โดยปฏิกิริยาของ  glutamate  dehydrogenase  (GDH)  (Tyler,  1978,  pp.  1127-1162) 
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บทที่  3 

 

วิธีดาํเนินการวิจัย 

 

การศกึษาการอนรัุกษ์วสัดกุ่อสร้างท่ีเป็นหินโดยอาศยัความสามารถของแบคทีเรียท่ีผลิต

เอนไซม์ยูรีเอสและชกันําให้เกิดการตกตะกอนของแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิววสัด ุ  เพ่ือเป็น

ประโยชน์ในด้านการอนรัุกษ์โบราณสถาน  โบราณวตัถตุอ่ไป  มีขัน้ตอนในการดําเนินการวิจยัเป็น  

3  สว่นคือ 

ส่วนท่ี  1  ขัน้ตอนการคัดแยกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอสและชักนําให้เกิดการ

ตกตะกอนคาร์บอเนต 

1.1 การสํารวจพืน้ท่ีและเก็บตวัอยา่งแบคทีเรีย 

1.2 การคดัแยกเชือ้แบคทีเรียผลิตเอนไซม์ยรีูเอสและชกันําให้เกิดการตกตะกอน 

คาร์บอนเนต 

1.3 การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ยรีูเอส  (urease  activity) 

1.4 การศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมและปัจจยัท่ีมีผลตอ่การทํางานของเอนไซม์ยรีูเอส   

โดยการศกึษา  Urease  activity  ของเชือ้ท่ีคดัแยกได้ 

1.5 การศกึษาปริมาณตะกอนคาร์บอเนตชีวภาพ 

1.6 การจําแนกชนิดแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอส 

ส่วนท่ี  2  ขัน้ตอนการศึกษาการชกันําให้เกิดการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตโดย

แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอส 

2.1 การศกึษาการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวเม็ดทราย 

2.2 การศกึษาการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวอิฐตวัอยา่ง 

ส่วนท่ี  3  ขัน้ตอนการศึกษาและพัฒนารูปแบบการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียท่ีผลิต

เอนไซม์ยรีูเอสและชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตกบัพืน้ผิววสัดกุ่อสร้าง 

3.1 การเตรียมอิฐตวัอยา่งซึง่ใช้เป็นตวัแทนของพืน้ผิววสัดกุ่อสร้าง 

3.2 การศกึษารูปแบบการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียโดยวิธีการพน่และทา 

3.3 การศกึษาประสิทธิภาพของตวัแทนของพืน้ผิววสัดกุ่อสร้างจากการทดสอบคา่ดดู

ซมึนํา้ 
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เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง 

1. เคร่ืองมือสําหรับการทดลอง 

1.1 เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง  ย่ีห้อ  Pharmacia  LKB   

รุ่น  Novaspace  II 

1.2 ตู้บม่เชือ้พร้อมเคร่ืองเขยา่แบบหมนุวน  ย่ีห้อ  NBS  รุ่น  innova  4340 

1.3 เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ดา่ง  ย่ีห้อ  EUTECH  รุ่น  510 

1.4 เคร่ืองชัง่ทศนิยม  4  ตําแหนง่  ย่ีห้อ Satorius  รุ่น  innova  ED2245 

1.5 เคร่ืองชัง่ทศนิยม  2  ตําแหนง่  ย่ีห้อ Satorius รุ่น  S3100 

1.6 ตู้อบอณุหภมูิสงู  ย่ีห้อ  Contherm  รุ่น  Digital  series  260  M 

1.7 หม้อนึง่ความดนัไอนํา้  ย่ีห้อ  TOMY  รุ่น  ES315 

1.8 ตู้บม่เชือ้  ย่ีห้อ  Contherm  รุ่น  M190P 

1.9 กล้องจลุทรรศน์ ย่ีห้อ  OLYMPUS  รุ่น  CX21 

1.10 กล้องจลุทรรศน์ แบบสเตอริโอ ย่ีห้อ  Nikon  รุ่น  MSZ-1B 

1.11 อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมูิ  ย่ีห้อ  Heto  รุ่น  11DT -1 

1.12 ตู้ปลอดเชือ้สําหรับเข่ียเชือ้  ย่ีห้อ  Holten  รุ่น  HBB  2472 

1.13 เคร่ืองผสมสารแบบหมนุวน  ย่ีห้อ  VORTEX  รุ่น  GENIE -2 

1.14 เคร่ืองป่ันเหว่ียงควบคมุอณุหภมูิ  ย่ีห้อ  BECKMAN  รุ่น  J2 - MC 

1.15 อา่งนํา้กําเนิดคล่ืนเสียงความถ่ีสงู  ย่ีห้อ  Branson  รุ่น  254 

1.16 กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด   

(Scanning electron  microscope)  ย่ีห้อ  Zeiss รุ่น  Leo1455VP 

2. อปุกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง 

2.1 จานเพาะเชือ้ 

2.2 หว่งเข่ียเชือ้และเข็มเข่ียเชือ้ 

2.3 ปิเปตและไมโครปิเปต 

2.4 เสียม  พลัว่มือ  ถงุพลาสตกิ  และกลอ่งโฟม 

2.5 ไม้พนัสําลี 

2.6 หลอดทดลองขนาด  16X150  และ  13X100  มิลลิเมตร 

2.7 แทง่แก้วเกล่ียเชือ้ 

2.8 กระบอกตวงขนาด  250,  500,  และ  1,000  มิลลิลิตร 

2.9 ฟลาสก์ขนาด  250  และ  500  มิลลิลิตร 
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2.10 บีกเกอร์ขนาด  250,  500  และ  1,000  มิลลิลิตร 

2.11 กระบอกฉีดยาพลาสตกิขนาด  50  มิลลิลิตร 

2.12 บวิเรตต์  ขนาด  50 มิลลิลิตร 

2.13 กระจกสไลด์  กระจกสไลด์หลมุ  และกระจกปิดสไลด์ 

2.14 ขวดวดัปริมาตร  ขนาด  100,  250,  500,  และ  1,000  มิลลิลิตร 

 

 

อาหารเลีย้งเชือ้แบคทีเรียและสารเคมี 

1. อาหารเลีย้งเชือ้  Nutrient  agar  ย่ีห้อ  Merck 

2. อาหารเลีย้งเชือ้  Nutrient  broth  ย่ีห้อ  Merck 

3. อาหารเลีย้งเชือ้  Urea  CaCl2  agar 

4. อาหารเลีย้งเชือ้  Urea  CaCl2  broth 

5. อาหารเลีย้งเชือ้  Urea agar  ย่ีห้อ  HIMEDIA 

6. ชดุสีย้อมแกรม 

7. นํา้ยาทดสอบคาตาเลส  (Catalase  test) 

8. 0.85%  sterile  saline 

 

 

วิธีดาํเนินการวิจัย 

1. ขัน้ตอนการคดัแยกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอสและชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนต 

1.1 การสํารวจพืน้ท่ีและเก็บตวัอยา่งแบคทีเรีย 

1.1.1 การสํารวจพืน้ท่ีและเก็บตวัอย่างแบคทีเรียจากดินโดยเก็บจากพืน้ท่ี

เกษตรกรรมท่ีมีการใช้ปุ๋ ยยูเรียอย่างสม่ําเสมอ  และดินกากตะกอนแห้งของระบบบําบดันํา้เสีย

โรงพยาบาล  อําเภอเมือง  จงัหวดัพิษณุโลก  ซึ่งใช้วิธีเก็บตวัอย่างดินแบบ  Composite sample  

โดยการเก็บตวัอย่างดินแบบสุ่มอย่างทั่วถึงตลอดบริเวณจํานวน  16  จุดย่อยตามขัน้ตอนดงันี ้    

ทําความสะอาดผิวดินบริเวณท่ีกําหนดโดยใช้พลัว่มือขุดดินเป็นรูปตวัวี  (V)  ให้มีระดบัความลึก  

ไม่เกิน  6  นิว้  และใช้เสียมแซะด้านหนึ่งของตวัวีให้มีความหนาประมาณ  1  นิว้  กดเสียมให้ลึก

จนถึงก้นหลุม  งัดดินขึน้  แบ่งดินด้านข้างทัง้สองของเสียมออก  แล้วนําดินส่วนท่ีเหลือใส่ถัง

พลาสติก  กระทําเช่นนีจ้นครบทกุจุดท่ีกําหนด  โดยมีปริมาณดินเท่ากันทุกจุด  จากนัน้ทําการ

คลุกเคล้าดินท่ีได้จากทุกจุด  แล้วเทดินกองลงบนแผ่นพลาสติกแล้วทําให้ดินกองพูนตรงกลาง   
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แบง่ดนิออกเป็นส่ีสว่น  โดยทําเคร่ืองหมายบวกบนกองดิน  แล้วแบง่ดินออกมาหนึ่งส่วน  ประมาณ  

1  กิโลกรัม  สามส่วนท่ีเหลือให้ทิง้ไว้ในพืน้ท่ีแปลงเดิม  ดินท่ีแบ่งมานีใ้ห้บรรจุลงในถุงพลาสติก  

แล้วนําใสก่ลอ่งโฟมเพ่ือมายงัห้องปฏิบตักิารตอ่ไป 

1.1.2 การสํารวจพืน้ท่ีและเก็บตัวอย่างแบคทีเรียจากพืน้ผิวสถูปเจดีย์      

โดยเก็บจากสถูปเจดีย์วัดโบราณในเขตอําเภอเมืองพิษณุโลก  และใช้วิธีการเก็บตวัอย่างแบบ  

swab  method  โดยใช้ไม้พนัสําลีท่ีผา่นการฆ่าเชือ้แล้วชบุ  0.85%  sterile  saline  แตะข้างหลอด

ให้นํา้ไหลออกจากสําลี  จากนัน้ใช้ไม้พันสําลีเช็ดบริเวณพืน้ผิวสถูปเจดีย์ให้มีพืน้ท่ีประมาณ          

4  ตารางนิว้  ต่อหนึ่งจุด  แล้วนําไม้พันสําลีท่ีเช็ดพืน้ผิวแล้วมาใส่ในหลอดเดิมพร้อมกับปิด         

ฝาหลอด  ทําเช่นนีท้ัง้หมดจํานวน  16  จุด  หลังจากนัน้นํามาแช่ในกระติกนํา้แข็งเพ่ือมายัง

ห้องปฏิบตักิารตอ่ไป 

1.2 การคดัแยกเชือ้แบคทีเรียผลิตเอนไซม์ยรีูเอสและชกันําให้เกิดการตกตะกอน

คาร์บอนเนต 

1.2.1 นําดินจากพืน้ท่ีเกษตรกรรม  ดินกากตะกอนแห้งของระบบบําบัด     

นํา้เสียโรงพยาบาล  และจากพืน้ผิวสถปูเจดีย์แล้วนําตวัอย่างจากทัง้สามแหล่งมาทําการเจือจาง  

(serial  dilution)  และบ่มในอ่างนํา้ร้อนท่ีอุณหภูมิ  80  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  15  นาที       

เพ่ือคดัแยกเฉพาะแบคทีเรียกลุ่ม  endospore -forming  bacteria  จากนัน้ทําการ  spread  plate  

ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้  urea-CaCl2  agar  (Hammes,  et  al.,  2003b,  pp.  4901-4909)  นําไป

บม่ในตู้ควบคมุอณุหภมูิท่ี 30  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  2-5  วนั  โดยสงัเกตผลการตกตะกอนของ

แคลเซียมคาร์บอเนตในอาหารเลีย้งเชือ้ทกุวนั  ทําการแยกเชือ้แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอสและ

ชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตได้ให้บริสุทธ์ิโดยวิธีการ  streak  plate  ลงบนอาหาร  

nutrient  agar  plate  จากนัน้ถ่ายเชือ้ลงในอาหารวุ้นเอียง  nutrient  agar  slant  เพ่ือใช้ในการ

ทดสอบยืนยนักิจกรรมของเอนไซม์ยรีูเอสตอ่ไป 

1.2.2 การทดสอบยืนยนักิจกรรมของเอนไซม์ยูรีเอส  ทําโดยเพาะเลีย้งเชือ้

บนอาหาร  urea  agar  โดยสงัเกตจากอาหารเปล่ียนสีจากสีเหลืองส้มเป็นสีชมพ ู จากนัน้ทําการ

เก็บรักษาเชือ้ท่ีคดัแยกได้ไว้ในอาหาร  10%  glycerol  medium  เพ่ือใช้สําหรับการทดลองขัน้

ตอ่ไป 
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1.3 การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ยรีูเอส  (urease  activity) 

1.3.1 การเตรียมหวัเชือ้แบคทีเรีย  ทําโดยการถ่ายเชือ้  1  ลปู  ลงในฟลาสก์

ท่ีมีอาหาร  nutrient  broth  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  บ่มในตู้ เขย่าควบคุมอุณหภูมิท่ี  30        

องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอ่นาที  เป็นเวลา  16-18  ชัว่โมง 

1.3.2 การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ยูรีเอส  ทําโดยการถ่ายหัวเชือ้         

10  มิลลิลิตร  ลงในฟลาสก์ท่ีมีอาหาร nutrient broth ปริมาตร  90  มิลลิลิตร  ท่ีมียเูรียอยู่ด้วย  20  

กรัม/ลิตร  บ่มในตู้ เขย่าควบคมุอุณหภูมิท่ี  30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอ่นาที  เป็น

เวลา  16  ชัว่โมง  เม่ือครบกําหนดเวลา  นํานํา้หมกั  (fermentation broth)  ไปป่ันเหว่ียงแยกเอา

เซลล์แบคทีเรียออก  ท่ีความเร็วรอบ  10,750 x g  ท่ีอณุหภมูิ  4  องศาเซลเซียสเป็นเวลา  30  นาที  

นําสว่นของสารละลายใสไปทําการวดั  urease  activity 

1.3.3 การวดั  urease  activity  โดยวิธี  Nessler  assay  method  

(Greenberg, Clesceri, and Eaton  1992, unpaged)  นําส่วนของสารละลายใสจากข้อ  1.3.2  

มาเติมนํา้ยา  Nessler  reagent  ในอตัราส่วนสารละลายใสตอ่นํา้ยา  Nessler  reagent  25:1  

จากนัน้บ่มท่ีอณุหภูมิ  25  องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที  แล้วนําไปวดัค่าดดูกลืนแสงด้วย

เคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง  ใช้ความยาวคล่ืนท่ี  425  นาโนเมตร  ซึ่งใช้สารละลาย  NH4Cl  

เข้มข้น  50-250  ไมโครโมลาร์  เป็นสารละลายมาตรฐาน  โดยกําหนดให้กิจกรรมของเอนไซม์       

ยรีูเอส  1  unit  เท่ากบั  ปริมาณเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาให้เกิดแอมโมเนีย  1  ไมโครโมล  ในเวลา    

1  นาที  ทําการคดัเลือกเชือ้ท่ีให้คา่  urease  activity  สงูไว้สําหรับการทดลองตอ่ไป 

1.4 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมและปัจจัยท่ีมีผลต่อการทํางานของเอนไซม์      

ยรีูเอส  โดยการศกึษา  urease  activity  ของเชือ้ท่ีคดัแยกได้ 

1.4.1 การเตรียมหวัเชือ้แบคทีเรีย  ทําโดยการถ่ายเชือ้  1  ลปู  ลงฟลาสก์ท่ีมี

อาหาร  nutrient  broth  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  บ่มในตู้ เขย่าควบคุมอุณหภูมิท่ี 30             

องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอ่นาที  เป็นเวลา  16-18  ชัว่โมง 

1.4.2 ความเป็นกรดดา่ง  (pH 7,  pH 8  และ  pH 9)  เร่ิมจากทําการถ่าย 

หวัเชือ้  10  มิลลิลิตร  ลงฟลาสก์ท่ีมีอาหาร  nutrient  broth  3  กรัม  ซึ่งถกูละลายใน  สารละลาย  

phosphate  buffer  ความเข้มข้น  100  มิลลิโมลาร์  (สําหรับ  pH 7  และ  pH 8)  และสารละลาย  

Tris-HCl buffer  ความเข้มข้น  100  มิลลิโมลาร์  (สําหรับ  pH 9)  โดยใช้สารละลายยเูรียความ

เข้มข้น  50  มิลลิโมลาร์  แล้วบม่ในตู้ เขย่าควบคมุอณุหภูมิท่ี  30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  

รอบตอ่นาที  เป็นเวลา  16  ชัว่โมง  เม่ือครบกําหนดเวลานํานํา้หมกั  (fermentation broth) ไปป่ัน
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เหว่ียงแยกเอาเซลล์แบคทีเรียออก  ท่ีความเร็วรอบ  10,750 x g  ท่ีอณุหภูมิ  4  องศาเซลเซียสเป็น

เวลา  30  นาที  นําสว่นของสารละลายใสไปทําการวดั  urease  activity 

1.4.3 ความเข้มข้นของยูเรีย  (โดยใช้สารละลายยูเรียท่ีระดบัความเข้มข้น

ตา่งๆกัน  คือ  25,  50,  100,  200,  300 และ  400  มิลลิโมลาร์)  เร่ิมจากทําการถ่ายหวัเชือ้       

10  มิลลิลิตร  ลงฟลาสก์ท่ีมีอาหาร nutrient broth  3  กรัม  ละลายในบฟัเฟอร์และระดบั  pH  ท่ี

เหมาะสม จากข้อ  1.4.2  แล้วบม่ในตู้ เขย่าควบคมุอณุหภูมิท่ี  30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  

รอบตอ่นาที  เป็นเวลา  16  ชัว่โมง  เม่ือครบกําหนดเวลา  นํานํา้หมกั  (fermentation  broth)  ไป

ป่ันเหว่ียงแยกเอาเซลล์แบคทีเรียออก  ท่ีความเร็วรอบ  10,750 x g  ท่ีอณุหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา  30  นาที  นําสว่นของสารละลายใสไปทําการวดั  urease  activity 

1.4.4 ความเข้มข้นของแคลเซียม  (โดยใช้สารละลาย  CaCl2  ท่ีระดบัความ

เข้มข้น  15,  30  และ  60  มิลลิโมลาร์)  เร่ิมจากทําการถ่ายหวัเชือ้  10  มิลลิลิตร  ลงฟลาสก์ท่ีมี

อาหาร  nutrient broth  3  กรัม  ละลายในบฟัเฟอร์และระดบั  pH  ท่ีเหมาะสม  จากข้อ  1.4.2  

และมีความเข้มข้นยเูรียท่ีเหมาะสมจากข้อ  1.4.3  แล้วบม่ในตู้ เขย่าควบคมุอณุหภูมิท่ี  30  องศา

เซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  16  ชัว่โมง  เม่ือครบกําหนดเวลา  นํานํา้หมกั  

(fermentation broth)  ไปป่ันเหว่ียงแยกเอาเซลล์แบคทีเรียออก  ท่ีความเร็วรอบ  10,750 x g  ท่ี

อณุหภมูิ  4  องศาเซลเซียสเป็นเวลา  30  นาที  นําส่วนของสารละลายใสไปทําการวดัคา่  urease  

activity 

1.5 การศกึษาปริมาณตะกอนคาร์บอเนตชีวภาพ 

1.5.1 ในชดุการทดลองท่ีมี  CaCl2  และชดุควบคมุท่ีไม่มี  CaCl2  ในอาหาร

เลีย้งเชือ้ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  โดยมีระดบั  pH  ความเข้มข้นของยเูรียและความเข้มข้นของ  

CaCl2  ท่ีเหมาะสม  บม่ในตู้ เขย่าควบคมุอณุหภูมิท่ี  30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอ่

นาที  เป็นเวลา  16  ชัว่โมง  เม่ือครบกําหนดเวลานํานํา้หมกัไปป่ันเหว่ียงแยกเอาเซลล์แบคทีเรีย

ออกท่ีความเร็วรอบ  10,750 x g  ท่ีอณุหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  30  นาที  นําส่วนของ

เซลล์  (ชดุควบคมุ)  และตะกอนร่วมกบัเซลล์  (ชดุทดลอง)  อบให้แห้งท่ี  37  องศาเซลเซียส  และ

ชัง่นํา้หนกัทุกวนัจนกระทัง่นํา้หนักไม่เปล่ียนแปลง  แล้วใช้นํา้หนกัค่าสุดท้ายเป็นค่านํา้หนักแห้ง

ของตะกอนคาร์บอเนต 

 

 

 



25 

 

1.5.2 การคํานวณหานํา้หนกัแห้งของตะกอนคาร์บอเนตจากสตูร 

 

WCa  =  (Ws  -  Wc)  /  100 

 

WCa  คือ  นํา้หนกัแห้งของตะกอนคาร์บอเนตตอ่อาหารเลีย้งเชือ้  1  มิลลิลิตร 

Ws  คือ  นํา้หนกัแห้งของชดุทดลอง 

Wc  คือ  นํา้หนกัแห้งของชดุควบคมุ 

1.6 การจําแนกชนิดแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอสทําโดยการย้อมสีแกรม  

(Gram’s stain)  ทดสอบการเคล่ือนท่ีโดยวิธีการ  Hanging  drop  การทดสอบทางชีวเคมีเบือ้งต้น  

ได้แก่  catalase test,  oxidase,  indole  และ  Voges–Proskauer  test  จากนัน้ส่งจําแนกชนิด

แบคทีเรียโดยการหาลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ  16S  rDNA  (Full sequence : ~ 1,400 bp)      

ณ  ศนูย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหง่ชาต ิ

2. ขัน้ตอนการศึกษาการชักนําให้เกิดการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตโดยแบคทีเรียท่ีผลิต

เอนไซม์ยรีูเอส 

1.7 การศกึษาการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวเม็ดทราย  (Stocks-

Fischer,  et  al.,  1999,  pp.  1563-1571) 

1.7.1 การเตรียมตวัอยา่งเชือ้  โดยการถ่ายเชือ้  1  ลปู  ลงฟลาสก์ท่ีมีอาหาร  

nutrient  broth  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  บ่มในตู้ เขย่าควบคมุอุณหภูมิท่ี   30  องศาเซลเซียส  

ความเร็ว  200  รอบตอ่นาที  เป็นเวลา  16-18  ชัว่โมง  ทําการเก็บเก่ียวเซลล์โดยนํานํา้หมกัมาป่ัน

เหว่ียงท่ี  10,750 x g  เป็นเวลา  15 นาที  นําเซลล์ท่ีได้มาทําเป็นเซลล์แขวนลอย  (suspension)  

ในอาหาร  urea-CaCl2  broth  สําหรับชดุการทดลองท่ี  1  และ  urea  broth  สําหรับชดุการ

ทดลองท่ี  2  ปริมาตร  15  มิลลิลิตร  เพ่ือรอการผสมกบัทราย 

1.7.2 การเตรียมตวัอย่างทราย  ทําโดยการร่อนทรายด้วยตะแกรงขนาดรู

250  ไมโครเมตร  และ  500  ไมโครเมตร  โดยคัดเ ลือกเอาทรายท่ี มีขนาดระหว่าง                     

250  ไมโครเมตร  ถึง  500  ไมโครเมตร  มาใช้ในการทดลอง  ทําการแช่ทรายด้วยกรดไฮโดรคลอ

ริก         1  นอร์มอล  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  เพ่ือขจดั  CaCO3  และล้างด้วยนํา้กลัน่จนได้คา่  pH  

ของนํา้ล้างเทา่กบั  7  นําไปอบแห้งท่ี  105  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  2-3  ชัว่โมง  เม่ือทรายแห้งดี

แล้ว ทําการชั่งทราย  70  กรัมจากนัน้นํามาทําปราศจากเชือ้  โดยใช้หม้อนึ่งความดันไอนํา้ท่ี

อณุหภูมิ    121  องศาเซลเซียส  ความดนั  15  ปอนด์ตอ่ตารางนิว้  เป็นเวลา  15  นาที  จากนัน้
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นําตวัอย่างทรายบางส่วนไปศึกษาทางกายภาพภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  

(Scanning  electron  microscope)  ย่ีห้อ  Zeiss  รุ่น  Leo1455VP 

1.7.3 การทดลองการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวเม็ดทราย

โดยนําเชือ้ท่ีทําเป็นเซลล์แขวนลอยในอาหาร  urea-CaCl2  broth  ปริมาตร  15  มิลลิลิตร  มา

ผสมกับทรายท่ีผ่านการเตรียมแล้ว  นําส่วนผสมท่ีมีลักษณะคล้ายโคลนทรายไปบรรจุลงใน

กระบอกฉีดยาพลาสตกิปราศจากเชือ้ขนาด  50  มิลลิลิตร  ทําเช่นเดียวกนัในชดุควบคมุท่ีไม่มีเชือ้

แบคทีเรียซึ่งใช้อาหาร  urea-CaCl2  broth  เพียงอย่างเดียว  นําคอลมัน์ทัง้สามมาตัง้ไว้ในแนวดิ่ง  

(ภาพ  4)     บ่มท่ีอุณหภูมิห้องและทําการให้อาหารชนิดเดียวกันกับการผสมครัง้แรกทุกวัน  

จนกระทัง่ไมส่ามารถให้ได้อีก  โดยสงัเกตจากการท่ีไมมี่อาหารไหลออกมาจากคอลมัน์  จึงหยดุการ

ทดลอง  แล้วนําคอลมัน์ทรายท่ีได้ไปอบให้แห้งท่ี  80  องศาเซลเซียส  เพ่ือนําไปหาอตัราการเกิด

ตะกอน  CaCO3  โดยวิธี  EDTA  Titrimetric  Method  (APHA,  1980)  และนําตวัอย่างทราย

บางสว่น    ไปศกึษาทางกายภาพภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

1.7.4 การหาอัตราการเกิดตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตโดยวิธี  EDTA  

Titrimetric  Method  โดยชัง่ทรายจํานวน 10 กรัม  ใส่ลงในบีกเกอร์ขนาด  250  มิลลิลิตรแล้ว

คอ่ยๆเติมกรด  HCl  ความเข้มข้น  50  เปอร์เซ็นต์  อย่างช้าๆปริมาตร  20  มิลลิลิตร  เพ่ือละลาย

แคลเซียมคาร์บอเนตออกจากเม็ดทราย  ปล่อยทิง้ไว้เป็นเวลา  5  นาที  จากนัน้ทําการเติมนํา้กลัน่           

300  มิลลิลิตร  เพ่ือละลายสารละลายแคลเซียมคาร์บอเนตในครัง้แรก  ทําการกรองเอาเม็ดทราย

ออก  นําสารละลายแคลเซียมคาร์บอเนต  300  มิลลิลิตรไปต้มประมาณ  5  นาทีเพ่ือไล่ก๊าซ  CO2  

แล้วตัง้ทิง้ไว้ให้เย็น  ปรับให้มี  pH  ให้ได้  7  ด้วยสารละลาย  NaOH  ความเข้มข้น  1  นอร์มอล  

จากนัน้ปรับปริมาตรสารละลายด้วยนํา้กลัน่ในขวดวดัปริมาตรขนาด  1000  มิลลิลิตร  ทําการดดู

สารละลายท่ีปรับปริมาตรแล้ว  50  มิลลิลิตร  ลงในขวดปริมาตรทรงกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร  

แล้วเติมสารละลาย  NaOH  ความเข้มข้น  1  นอร์มอล  1-2  มิลลิลิตร  เติมผงเมอร์เรกไซด์     

อินดิเคเตอร์  เขย่าให้เข้ากัน  จากนัน้นําไปไตเตรทกับสารละลายมาตรฐาน  EDTA  เข้มข้น      

0.01  โมลาร์  ทําการไตเตรทจากสีชมพู  (สีเร่ิมต้น)  จนกระทัง่สารละลายเปล่ียนเป็นสีม่วง  

(จดุสิน้สดุ)  การคํานวณ  โดยการอ่านปริมาตร  EDTA  (หน่วยเป็นมิลลิลิตร)  นํามาคณูด้วย  20  

จะได้คา่มิลลิกรัมแคลเซียมคาร์บอเนตตอ่สิบกรัมของทรายตวัอยา่ง 

1.7.5 การศึกษาทางกายภาพบนพืน้ผิวเม็ดทรายภายใต้กล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  โดยนําเม็ดทรายท่ีได้จากการเตรียมตวัอย่างทรายข้อ  2.1.2  และการ

ทดลองการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวเม็ดทรายข้อ  2.1.3  ติดบน  Stub  ซึ่งมี
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คาร์บอนเทปเป็นวสัดุยึดติดระหว่าง  Stub  กับเม็ดทราย  พยายามติดให้เม็ดทรายเรียงตวัใน

ลักษณะชัน้เดียวไม่เกาะกลุ่มกันภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ  แล้วนําไปอบให้แห้งใน

ตู้ควบคมุอณุหภูมิท่ี  80  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  จากนัน้ทําการฉาบผิว  (Coating)  

ด้วยเคร่ืองฉาบผิวตวัอย่าง  (Sputter coater)  ย่ีห้อ  Palaron Range  รุ่น  SC7620  โดย

กําหนดคา่กระแสไฟฟ้า  25  มิลลิแอมป์  ท่ีความดนับรรยากาศ  0.05  มิลลิบาร์  ระยะห่างระหว่าง

ตวัอย่างกับแผ่นทอง  50  มิลลิเมตร  เป็นระยะเวลา  150-200  วินาที  จากนัน้นําตวัอย่างท่ีได้ไป

วิเคราะห์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  โดยทําการวิเคราะห์ตวัอย่างท่ีศูนย์

ปฏิบตักิารวิทยาศาสตร์  คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลยันเรศวร 

 

 

 
 

ภาพ  4  ลักษณะการจัดโมเดลคอลัมน์ทรายตามแนวดิ่ง 
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1.8 การศกึษาการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวอิฐ  (ดดัแปลงจาก  

Rodriguez-Navarro,  et al.,  2003,  pp.  2182-2193) 

1.8.1 การเตรียมตวัอย่างอิฐ  โดยทําการผสมทราย  เนือ้ดิน  ปนูซีเมนต์และ

นํา้  ในอตัราส่วน  5:2:1:1  ตามลําดบั  แล้วนํามาอดัลงในแม่พิมพ์เพ่ือให้ได้อิฐตวัอย่างสองขนาด  

คือขนาดเล็ก  (0.5x1x1เซนติเมตร)  และขนาดใหญ่  (0.5x4.5x2.5 เซนติเมตร)  จากนัน้บม่ชิน้อิฐ

โดยใช้ผ้าเปียกห่อไว้  เป็นเวลา  7  วนั  โดยท่ีชิน้อิฐตวัอย่างขนาดเล็กจะเป็นตวัแทนในแง่สภาวะ   

ท่ีเหมาะสม  คือมีอัตราส่วนของพืน้ท่ีผิวต่อปริมาตรสูงในการชักนําให้เกิดการตกตะกอน

คาร์บอเนต  และชิน้อิฐตวัอย่างขนาดใหญ่จะเป็นตวัแทนท่ีใกล้เคียงกับสภาวะจริง  ท่ีมีอตัราส่วน

ของพืน้ท่ีผิว ต่อปริมาตรต่ํากว่า  แล้วทําชิน้อิฐตวัอย่างให้ปราศจากเชือ้โดยการอบด้วยหม้อนึ่ง

ความดนัไอนํา้   ท่ีความร้อนท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  ความดนั  15  ปอนด์ต่อตารางนิว้  

เป็นเวลา  15  นาที  จํานวน  2  ครัง้  โดยแตล่ะครัง้เว้นระยะห่างกนัเป็นเวลา  24  ชัว่โมง  จากนัน้

นําตวัอยา่งอิฐบางสว่นไปศกึษาทางกายภาพภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

1.8.2 การทดสอบการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวอิฐตวัอย่าง

โดยการถ่ายเชือ้แบคทีเรีย  1  ลปู  ลงฟลาสก์ท่ีมีอาหาร  nutrient broth  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  

บม่ในตู้ เขยา่ควบคมุอณุหภมูิท่ี  30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอ่นาที  เป็นเวลา  16-18  

ชัว่โมง  จากนัน้ทําการถ่ายเชือ้  10%  (v/v)  ลงฟลาสก์ขนาด  250  มิลลิลิตร  ท่ีมีอาหาร  urea-

CaCl2  broth  ปริมาตร  90  มิลลิลิตร  และในหลอดทดลองขนาด  24x150  มิลลิเมตร  ท่ีมีอาหาร

เหลวดงักล่าวปริมาตร  5  มิลลิลิตร  นําชิน้อิฐตวัอย่างขนาดใหญ่ท่ีชัง่นํา้หนกัไว้แล้วใส่ลงในขวด  

จํานวน  1  ชิน้ตอ่ขวด  จํานวน  5  ขวดตอ่ชุดการทดลองท่ีจะทําการเก็บตวัอย่าง  สําหรับชิน้อิฐ

ตวัอยา่งขนาดเล็กท่ีชัง่นํา้หนกัไว้แล้วใสล่งในหลอด  จํานวน  1  ชิน้ตอ่หลอด  จํานวน  5  หลอดตอ่

ชุดการทดลองท่ีจะทําการเก็บตัวอย่าง  โดยทําควบคู่ไปกับชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่มีเชือ้

แบคทีเรีย  จากนัน้นําหลอดทดสอบไปบ่มในตู้ เขย่าควบคุมอุณหภูมิ  ท่ี  30  องศาเซลเซียส  

ความเร็ว  200  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  30  วนั  ส่วนฟลาสก์นําไปบ่มในตู้ควบคมุอุณหภูมิท่ี  30  

องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  30  วนั  ทําการเก็บตวัอยา่งชิน้อิฐทัง้  2  ขนาด  เม่ือครบกําหนดเวลาบม่  

5,  10,  15,  20  และ  30  วนั  ทําการล้างชิน้อิฐด้วย  นํา้กลัน่จํานวน  3  ครัง้  แล้วนําไปอบให้แห้ง

ในตู้ควบคุมอุณหภูมิท่ี  80  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา   24  ชั่วโมง  นําไปชั่งเพ่ือหาเปอร์เซ็นต์

นํา้หนักของชิน้อิฐตวัอย่างท่ีเพิ่มขึน้  จากนัน้นําไปศึกษาทางกายภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด 
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1.8.3 การทดสอบความแข็งแกร่ง  (consolidation)  โดยใช้คล่ืนเสียงความถ่ี

สงู  (sonication)  จากอ่างนํา้กําเนิดคล่ืนเสียงความถ่ีสงู  Branson  รุ่น  5210  โดยใช้ความถ่ี     

50  kHz  กระทําตอ่ชิน้อิฐตวัอย่างเป็นเวลา  5  นาที  จากนัน้นําไปอบให้แห้งในตู้ควบคมุอณุหภูมิ 

ท่ี  80  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  และชัง่เพ่ือหาเปอร์เซ็นต์นํา้หนกัของชิน้อิฐตวัอย่างท่ี

ลดลง  ทําเช่นนีจ้นกระทัง่ครบ  5  ครัง้  จากนัน้นําไปศึกษาทางกายภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด 

1.8.4 การศึกษาทางกายภาพบนพืน้ผิวอิฐตวัอย่างภายใต้กล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด  โดยนําอิฐตวัอยา่งท่ีได้จากการเตรียมในข้อ  2.2.1  จากการทดสอบการ

ตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวในข้อ  2.2.2  และจากการทดสอบความแข็งแกร่งในข้อ  

2.2.3  มาทําการกะเทาะเพ่ือให้ส่วนของพืน้ผิวหลุดล่อนออก  จากนัน้นําส่วนของพืน้ผิวท่ีมีขนาด

ประมาณ  0.5-1.0  มิลลิเมตร   มาติดบน  Stub  ซึ่งมีคาร์บอนเทปเป็นวสัดยุึดติด  พยายามหงาย

ให้ส่วนของพืน้ผิวขึน้และเรียงตัวในลักษณะชัน้เดียวไม่เกาะกลุ่มกันภายใต้กล้องจุลทรรศน์

แบบสเตอริโอ  แล้วนําไปอบให้แห้งในตู้ควบคุมอุณหภูมิท่ี  80  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  48  

ชัว่โมง  จากนัน้ทําการฉาบผิว  (Coating)  ด้วยเคร่ืองฉาบผิวตวัอย่าง  (Sputter coater)  โดย

กําหนดคา่กระแสไฟฟ้า  25  มิลลิแอมป์  ท่ีความดนับรรยากาศ  0.05  มิลลิบาร์  ระยะห่างระหว่าง

ตวัอย่างกับแผ่นทอง  50  มิลลิเมตร  เป็นระยะเวลา  150-200  วินาที  จากนัน้นําตวัอย่างท่ีได้ไป

วิเคราะห์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  โดยทําการวิเคราะห์ตวัอย่างท่ีศูนย์

ปฏิบตักิารวิทยาศาสตร์  คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลยันเรศวร 

3. ขัน้ตอนการศกึษาและพฒันารูปแบบการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอสและชกั

นําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตกบัหินประดบั 

3.1 การเตรียมอิฐตวัอย่างซึ่งใช้เป็นตวัแทนของหินประดบั  โดยทําการผสม

ทรายเนือ้ดิน  ปนูซีเมนต์และนํา้  ในอตัราส่วน  5:2:1:1  ตามลําดบั  แล้วนํามาอดัลงในแม่พิมพ์

เพ่ือให้ได้อิฐตวัอยา่งขนาด  6x12x6  เซนตเิมตร  ทําการชัง่นํา้หนกัเปียกของตวัอย่างอิฐท่ีได้เพ่ือใช้

เป็นข้อมลูในการชัง่สว่นผสมสําหรับอดัลงในแมพ่ิมพ์ครัง้ในตอ่ไป  จากนัน้บม่ชิน้อิฐโดยใช้ผ้าเปียก

ห่อไว้  เป็นเวลา  7  วัน  แล้วอบแห้งท่ี  60  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  15  วัน  หลังจากนัน้ชั่ง

นํา้หนกัทกุวนัจนนํา้หนกัไม่เปล่ียนแปลงแล้วทําการคดัเลือกอิฐท่ีมีนํา้หนกัใกล้เคียงกนัเน่ืองจากมี

ปริมาณเนือ้อิฐท่ีถูกแรงอัดสม่ําเสมอ  นําอิฐไปทาด้วยสารเคลือบใสประเภทกันนํา้  (Water  

repellent)  ทัง้ห้าด้านแล้วปล่อยให้แห้งท่ีอณุหภูมิห้องและทําการทาซํา้เช่นนีอี้กจํานวนสองครัง้  

จากนัน้นําไปอบให้แห้งท่ีอณุหภมูิ  60  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  15  วนั  และทําการชัง่นํา้หนกัทกุ
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วันจนกระทั่งนํา้หนักไม่เปล่ียนแปลงแล้วทําการบนัทึกนํา้หนกัสุดท้าย  ซึ่งเป็นนํา้หนกัก่อนการ

ทดสอบประสิทธิภาพการป้องกันนํา้  การทดสอบประสิทธิภาพการป้องกันนํา้ของสารเคลือบใส  

ทําโดยใช้ด้านท่ีทาสารเคลือบใสแชล่งในนํา้กลัน่ให้ลกึ  1  เซนตเิมตร  เป็นเวลา  20  นาที  แล้ววาง

ในลกัษณะเดิมลงบนกระดาษกรองท่ีซ้อนกนัหนา  1  เซนติเมตร  เป็นเวลา  15  วินาที  เพ่ือซบันํา้

ส่วนเกินออก  จากนัน้ทําการชัง่นํา้หนกัอีกครัง้  เพ่ือนําไปคํานวณหาคา่เปอร์เซ็นต์การดดูกลืนนํา้  

แล้วนําไปอบให้แห้งท่ีอณุหภมูิ  60  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  15  วนั  และทําการชัง่นํา้หนกัทกุวนั

จนกระทัง่นํา้หนกัไมเ่ปล่ียนแปลงแล้วทําการบนัทกึนํา้หนกัเป็นนํา้หนกัก่อนการทดลอง  จากนัน้นํา

อิฐจํานวนสิบสองก้อนมาเรียงซ้อนกัน  (ภาพ  5)  โดยเรียงให้ด้านท่ีไม่ได้ทาสารเคลือบใสออก

ในทางเดียวกนัทกุก้อนเพ่ือใช้เป็นด้านของการทดลองตอ่ไป 

 

 
 

ภาพ  5  การเรียงอิฐตัวอย่างจาํนวนสิบสองก้อน 
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3.2  การศกึษารูปแบบการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียโดยวิธีการพน่และทา 

3.2.1 วิธีดําเนินการทดลองในรูปแบบการพ่น  โดยทําการเตรียมหัวเชือ้

แบคทีเรียด้วยการถ่ายเชือ้  1  ลปู  ลงฟลาสก์ท่ีมีอาหาร  nutrient  broth  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  

บ่มในตู้ เขย่าควบคมุอุณหภูมิท่ี  30  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  72  

ชัว่โมง  จากนัน้ถ่ายหวัเชือ้แบคทีเรีย  50%  (v/v)  ลงฟลาสก์ขนาด  250  มิลลิลิตร  ท่ีมีอาหาร  

urea-CaCl2  broth  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  (สว่นหนึง่ของหวัเชือ้แบคทีเรีย  นําไปตรวจสอบการมี

ชีวิตโดยวิธี  Drop  plate  เพ่ือหาคา่  CFU  ตอ่มิลลิลิตร)  จากนัน้นํามาฉีดพ่นให้เป็นละอองด้วย

อปุกรณ์ฉีดพ่น ขนาดบรรจ ุ 650  มิลลิลิตร  ลงบนด้านของอิฐท่ีไม่ได้ทาสารเคลือบใส โดยการกด

ด้ามฉีดให้สดุหนึง่ครัง้ตอ่หนึ่งก้อน ให้มีระยะห่างจากอิฐตวัอย่างประมาณ  10  เซนติเมตร  ฉีดพ่น

ตัง้แต่ก้อนท่ี  1  ถึงก้อนท่ี  12  เรียงตามลําดับ  แล้วกลับมาฉีดพ่นวนใหม่อีกครัง้  ทําเช่นนี ้

จนกระทั่งของเหลวท่ีเหลือไม่สามารถฉีดพ่นในรอบต่อไปได้อีก  จากนัน้ทําการวัดปริมาตร

ของเหลวท่ีเหลือเพ่ือคํานวณปริมาณเชือ้ท่ีใช้ไป  กําหนดการฉีดพ่นทกุวนั  ช่วงเวลา  8.00  น.  ถึง  

9.00  น.  หนึง่ครัง้  และในช่วงเวลา  17.00  น.  ถึง  18.00  น.  หนึ่งครัง้  ตัง้แตว่นัแรกถึงวนัท่ี  15  

ของการทดลอง  หลงัจากนัน้ฉีดพน่หนึง่ครัง้ในชว่งเวลา  17.00  น.  ถึง 18.00  น.  เพียงอย่างเดียว

ตัง้แตว่นัท่ี  16  ถึงวนัท่ี  30  และเก็บผลในวนัท่ี  31  ของการทดลอง  ทําการทดลองเช่นเดียวกนันี ้

กบัชดุควบคมุท่ีฉีดพ่นด้วยอาหาร  urea-CaCl2  broth  100  มิลลิลิตร  และชดุควบคมุท่ีฉีดพ่น

ด้วยนํา้กลัน่ปราศจากเชือ้  100  มิลลิลิตร  หลงัจากทําการทดลองสิน้สดุลงในทกุๆวนั  ให้ทําการ

คลุมชุดอิฐการทดลองทุกชุดด้วยถุงพลาสติกเพ่ือป้องกันการสูญเสียความชืน้  แล้วคลุมทบัด้วย

ฉนวนกนัความร้อนเพ่ือป้องกนัความร้อนจากแสงแดดอีกหนึง่ชัน้  (ภาพ  6  และ  7) 

3.2.2 วิธีดําเนินการทดลองในรูปแบบการทา  โดยดําเนินการทดลอง

เชน่เดียวกนักบัวิธีการพน่  เพียงแตเ่ปล่ียนเป็นการทาโดยใช้แปรงทาสีปราศจากเชือ้ขนาด  1  นิว้ 

3.2.3 ทําการตรวจสอบการมีชีวิตของเชือ้จุลินทรีย์ท่ีนํามาทดลอง  โดยก่อน

ทําการฉีดพ่นหรือทาในช่วงเวลา  17.00  น.  ถึง  18.00  น.  ของทุกวนั  นําไม้พนัสําลีปราศจาก

เชือ้ชุบ  0.85%  sterile  saline  ป้ายลงบนพืน้ผิวของอิฐท่ีทําการฉีดพ่นพืน้ท่ี  1  ตารางนิว้  

จากนัน้นําไปป้ายลงบนจานอาหาร  urea  agar  บม่ท่ีอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา               

16-18  ชั่วโมง  สังเกตจากอาหารเปล่ียนสีจากสีเหลืองส้มเป็นสีชมพู  แล้วทําการย้อมสีแกรม

แบคทีเรียท่ีสามารถเจริญบนอาหารได้ 
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ภาพ  6  การคลุมชุดอิฐตัวอย่างจาํนวนสิบสองก้อน  ด้วยถุงพลาสตกิ 

 

 
 

ภาพ  7  การคลุมชุดอิฐตัวอย่างจาํนวนสิบสองก้อน  ด้วยฉนวนกันความร้อน 

 

3.3 การศกึษาประสิทธิภาพของตวัแทนของหินประดบัจากการทดสอบหาคา่ดดูซึม

นํา้  ทําโดยนําอิฐตวัอย่างมาอบให้แห้งท่ี  60  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  15  วนั  หลงัจากนัน้ทํา

การชั่งนํา้หนกัทุกวนัจนนํา้หนกัไม่เปล่ียนแปลง  นําอิฐตวัอย่างท่ีได้  ไปทําการแช่ในนํา้กลั่นโดย

คว่ําด้านท่ีไม่ได้ทาสารเคลือบใสลงให้ลึก  1  เซนติเมตร  เป็นเวลา  20  นาที  แล้ววางในลกัษณะ



33 

 

เดิมลงบนกระดาษกรองท่ีซ้อนกันหนา  1  เซนติเมตร  เป็นเวลา  15  วินาที  เพ่ือซบันํา้ส่วนเกิน

ออก  (ภาพ  8  และ  9)  จากนัน้ทําการชัง่นํา้หนกัอีกครัง้  แล้วนําไปคํานวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การ

ดดูซมึนํา้ตอ่ไป 

 

 
 

ภาพ  8  อิฐตัวอย่างท่ีถูกทาํการแช่ในนํา้กล่ัน 

 

 
 

ภาพ  9  การซับนํา้ส่วนเกินออก 
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การวิเคราะห์ข้อมูล 

 ข้อมลูผลการวิจยัทําการหาคา่เฉล่ียกบัคา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน และทําการวิเคราะห์ข้อมูล

ทางสถิตติา่งๆ ท่ีเก่ียวข้องเพ่ือใช้การแปลผลข้อมลู 
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บทที่  4 

 

ผลการวิจัย 

 

การคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ยูรีเอสและชักนําให้เกิดการ

ตกตะกอนคาร์บอเนต 

ผลการศึกษาหลังจากนําไปบ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา      

2-5  วัน  โดยสังเกตผลการตกตะกอนของแคลเซียมคาร์บอเนตในอาหารเลีย้งเชือ้ทุกวัน          

(ภาพ  10)  จํานวนของเชือ้แบคทีเรียท่ีสามารถชกันําให้เกิดตะกอนคาร์บอเนต  พบว่าในดินจาก

พืน้ท่ีเกษตรกรรม,  ดินกากตะกอนแห้งของระบบบําบดันํา้เสียโรงพยาบาล  และจากพืน้ผิวสถูป

เจดีย์   มีจํานวนแบคทีเรียเท่ากับ  33,  24  และ  39  ไอโซเลท  ตามลําดบั  (ตาราง  3)  และเม่ือ

ทําการทดสอบยืนยนักิจกรรมของเอนไซม์ยรีูเอส  ซึ่งทําโดยเพาะเลีย้งเชือ้บนอาหาร  urea  agar   

โดยสงัเกตจากอาหารเปล่ียนสีจากสีเหลืองส้ม  เป็นสีชมพ ู (ภาพ  11)  พบจํานวนแบคทีเรีย  9,  4  

และ  6  ไอโซเลท  ตามลําดบั  (ตาราง  4)  โดยมีจํานวนแบคทีเรียท่ีให้ค่า Urease activity 

มากกว่า  0.15  unit/ml  เท่ากับ  3,  2  และ  1  ไอโซเลท  ตามลําดบั  (ตาราง  4)  จากผล

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมและปัจจัยท่ีมีผลต่อการทํางานของเอนไซม์ยูรีเอสในแบคทีเรีย         

ไอโซเลท  G2,  G9,  G27,  P30,  S12,  S14  พบว่าแบคทีเรียส่วนใหญ่  ให้ผลการทํางานของ

เอนไซม์ยูรีเอสดีท่ีสุด  (ตาราง  5)  ท่ีระดบั  pH  7  ความเข้มข้นของยูเรียท่ีระดบั  50  ถึง          

100  mM  (ตาราง 6)  และความเข้มข้นของ  CaCl2  ท่ีระดบั  30  mM  (ตาราง  7)  หลงัจากบม่

เป็นเวลา  16  ชัว่โมง  ท่ีอณุหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  โดยทัง้นีแ้บคทีเรียไอโซเลท  G27  มีการ

ทํางานของเอนไซม์ยูรีเอสสูงสุดในสภาวะต่างๆ  ท่ีเหมาะสม  ซึ่งให้นํา้หนักแห้งของตะกอน

คาร์บอเนตสูงท่ีสุด  3.1  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของอาหารเลีย้งเชือ้  (ภาพ  12  และ  13)  และมี

อตัราการเกิดตะกอนเทา่กบั  0.19  มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตรของอาหารเลีย้งเชือ้ตอ่ชัว่โมง  เม่ือทําการ

จําแนกสายพนัธุ์แบคทีเรียเบือ้งต้น  ไอโซเลท  G27  เป็นแบคทีเรียแกรมบวก  รูปร่างท่อนกระจาย

ตวัเป็นเซลล์เด่ียวๆ  สร้างเอนโดสปอร์รูปร่างวงรีรูปไข่อยู่ปลายเซลล์ด้านใดด้านหนึ่ง   (ภาพ  14)  

สามารถเคล่ือนท่ีได้อย่างแท้จริง  catalase  test  ให้ผลบวก  oxidase  test  ให้ผลบวก  Indole 

test  ให้ผลลบ  และ  Voges-Proskauer  (VP)  test  ให้ผลลบ  หลงัจากการหาลําดบันิวคลีโอไทด์

บริเวณ  16S rDNA  (Full sequence: ~ 1,400 bp)  ณ  ศนูย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ

แหง่ชาต ิ พบวา่เชือ้แบคทีเรีย  G27  คือเชือ้  Sporosarcina koreensis  โดยในงานศกึษาวิจยันีใ้ห้

ช่ือวา่  Sporosarcina koreensis G27  (ตาราง  8) 
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ภาพ  10  แสดงการตกตะกอนของแคลเซียมคาร์บอเนตบนอาหาร  urea-CaCl2  agar 

 

 

 
 

ภาพ 11  การทดสอบยืนยันกิจกรรมของเอนไซม์ยูรีเอส  บนอาหาร  urea  agar 
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ตาราง  3  จํานวนเชือ้แบคทีเรียท่ีสามารถชักนําให้เกิดตะกอนคาร์บอเนตบนอาหาร  

urea-CaCl2  agar 

 

แหลง่เก็บตวัอยา่ง จํานวนไอโซเลทของแบคทีเรียท่ีชกันําให้เกิดการ

ตกตะกอนคาร์บอเนต 

ดนิพืน้ท่ีเกษตรกรรม 33 

ดนิกากตะกอนแห้งของระบบบําบดันํา้เสีย 24 

พืน้ผิวสถปูเจดีย์ 39 

 

ตาราง  4  จํานวนเชือ้แบคทีเรียจากการทดสอบยืนยันกิจกรรมของเอนไซม์ยูรีเอส     

และ  Urease  activity 

 

แหลง่เก็บตวัอยา่ง 
แบคทีเรียท่ีสามารถสร้าง

เอนไซม์ยรีูเอส 

Urease activity มากกว่า 

0.15 unit/ml 

ดนิพืน้ท่ีเกษตรกรรม 
G2,  G3,  G5,  G8,  G9,  

G10,  G23,  G24,  G27 
G2,  G9,  G27 

ดนิกากตะกอนแห้งของระบบ 

บําบดันํา้เสีย 
S11,  S12,  S13,  S14 S12,  S14 

พืน้ผิวสถปูเจดีย์ 
P17,  P18,  P29,  P30,  

P31,  P37 
P30 

 

ตาราง  5  ผลของระดับ  pH  เร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้  nutrient  broth  ต่อการทาํงาน

ของเอนไซม์ยูรีเอสของแบคทีเรีย  (n  =  3) 

 

ระดบั  

pH 

Urease activity  (unit/ml) 

G2 G9 G27 S12 S14 P30 

7 0.14  ±  0.01 0.21  ±  0.01 0.25  ±  0.01 0.14  ±  0.02 0.21  ±  0.01 0.25  ±  0.01 

8 0.13  ±  0.01 0.12  ±  0.01 0.17  ±  0.01 0.16  ±  0.02 0.20  ±  0.01 0.17  ±  0.03 

9 0.05  ±  0.01 0.04  ±  0.00 0.11  ±  0.00 0.04  ±  0.01 0.07  ±  0.01 0.07  ±  0.00 
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ตาราง  6  ผลของความเข้มข้นของยูเรียต่อการทาํงานของเอนไซม์ยูรีเอสของแบคทีเรีย  

ท่ีเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้  nutrient  broth  pH7  (n  =  3) 

 

ความเข้มข้นของ

ยเูรีย  (mM) 

Urease activity  (unit/ml) 

G9 G27 P30 S14 

25 0.14  ±  0.01 0.14  ±  0.01 0.28  ±  0.02 0.20  ±  0.03 

50 0.15  ±  0.01 0.15  ±  0.04 0.29  ±  0.03 0.22  ±  0.01 

100 0.14  ±  0.01 0.16  ±  0.01 0.27  ±  0.01 0.21  ±  0.01 

200 0.13  ±  0.02 0.15  ±  0.01 0.27  ±  0.01 0.21  ±  0.00 

300 0.13  ±  0.02 0.15  ±  0.02 0.22  ±  0.02 0.20  ±  0.01 

400 0.13  ±  0.02 0.14  ±  0.02 0.20  ±  0.02 0.19  ±  0.01 

 

ตาราง  7  ผลของความเข้มข้นของแคลเซียมคลอไรด์ต่อการทํางานของเอนไซม์            

ยูรีเอสของแบคทีเรีย  ท่ีเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้  nutrient  broth  pH7  และ

ยูเรียความเข้มข้น  50  มิลลิโมลาร์  (n  =  3) 

 

ความเข้มข้นของ 

แคลเซียมคลอไรด์  (mM) 

Urease activity  (unit/ml) 

G9 G27 P30 S14 

15  0.17  ±  0.02 0.18  ±  0.02 0.13  ±  0.01 0.12  ±  0.01 

30 0.18  ±  0.04 0.20  ±  0.02 0.17  ±  0.04 0.16  ±  0.02 

60 0.09  ±  0.02 0.13  ±  0.02 0.11  ±  0.01 0.11  ±  0.01 
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ภาพ  12  นํา้หนักแห้งของตะกอนคาร์บอเนตท่ีเกิดจากการชักนําของแบคทีเรีย            

ในสภาวะของอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีระดับ pH  เร่ิมต้นท่ี  7  ยูเรีย  50  มิลลิโมลาร์

และ  CaCl2  30  มิลลิโมลาร์ 

 

 
 

ภาพ  13  ปริมาณตะกอนคาร์บอเนตชีวภาพของแบคทีเรียไอโซเลท  G27 

 

หมายเหตุ:  A  คือชุดควบคมุท่ีไม่มี  CaCl2  เลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ปริมาตร  100  มิลลิลิตร       

B  คือชดุทดลองท่ีมี  CaCl2  เลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ปริมาตร  100  มิลลิลิตร 
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ภาพ  14  การตดิสีแกรมและลักษณะเอนโดสปอร์ของแบคทีเรียไอโซเลท  G27 

 

 

ตาราง  8  ผลการเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความเหมือน  16S rDNA  ของไอโซเลท  G27  

กับแบคทีเรียชนิดอ่ืน 

 

 แบคทีเรีย 1 2 3 

1 Sporosarcina koreensis 100.0 98.2 99.3 

2 Sporosarcina saromensis 98.2 100.0 98.5 

3 ไอโซเลท G27 99.3 98.5 100.0 

 

หมายเหตุ:  พบวา่ไอโซเลท  G27  มี  16S rDNA  ใกล้เคียงกบัแบคทีเรีย                

Sporosarcina koreensis  ถึง  99.3  เปอร์เซ็นต์ 
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การศึกษาการชักนําให้เกิดการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตโดยแบคทีเรีย    

ท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอส  Sporosarcina koreensis G27 

จากการศึกษาการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวเม็ดทราย  ด้วยวิธีคอลมัน์

ทราย  พบว่าชุดทดลองท่ีมีอาหารเหลว  urea-CaCl2  broth  มีอตัราการเกิดตะกอนแคลเซียม

คาร์บอเนตสงูสดุเทา่กบั  0.08  มิลลิกรัมตอ่กรัมของทรายตอ่วนั  (ตาราง  9)  และเม่ือทําการศกึษา

ทางกายภาพภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  พบว่าในส่วนของชดุทดลองท่ีมีเชือ้  

S. koreensis G27  ซึ่งถกูเลีย้งด้วยอาหาร urea-CaCl2 broth  มีเชือ้แบคทีเรีย S. koreensis G27  

เจริญปกคลมุบริเวณพืน้ผิวเม็ดทรายเป็นปริมาณมากซึง่ถกูเคลือบด้วยแคลเซียมคาร์บอเนต  (ภาพ  

16ข)  และพบได้ปริมาณน้อยในชดุทดลองท่ีมีเชือ้แบคทีเรีย S. koreensis G27  ซึ่งถกูเลีย้งด้วย

อาหาร urea broth (ภาพ 16ก) ในส่วนของชุดควบคุมซึ่งใช้อาหาร urea-CaCl2 broth โดย

ปราศจากเชือ้ S. koreensis G27 พบว่ามีแบคทีเรียชนิดอ่ืนเจริญและสามารถชกันําให้เกิดตะกอน

แคลเซียมคาร์บอเนตได้แตมี่ปริมาณน้อยกว่าในชดุทดลองท่ีมีเชือ้ S. koreensis G27 และถกูเลีย้ง

ด้วยอาหาร urea-CaCl2 broth (ภาพ 15ข) เม่ือเปรียบเทียบกับพืน้ผิวเม็ดทรายก่อนการนําไป

ทดลอง  (ภาพ  15ก) 

 

ตาราง  9  อัตราการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวเม็ดทรายโดยแบคทีเรีย   

S. koreensis G27  (n  =  5) 

 

สภาวะการทดลอง 
อตัราการเกิดตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนต

(มิลลิกรัม/กรัมของทราย/วนั) 

ชดุควบคมุ  Urea-CaCl2  broth 0.03±0.01 

ชดุทดลอง  S. koreensis  +  Urea-CaCl2  broth 0.08±0.01 

ชดุทดลอง  S. koreensis  +  Urea broth 0.01±0.01 
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15ก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15ข 

 

ภาพ  15  ลักษณะพืน้ผิวเม็ดทรายก่อนการทดลองและในชุดควบคุม 

 

หมายเหตุ:  ภายใต้กําลงัขยาย  1600  เทา่  (15ก)  พืน้ผิวเม็ดทรายท่ีปราศจากเชือ้ก่อนการ  

นําไปทดลอง  (15ข)  ชดุควบคมุท่ีไมมี่แบคทีเรีย  S.  koreensis G27  ซึง่ใช้อาหาร  

urea-CaCl2  broth  แตย่งัสามารถพบแบคทีเรียชนิดอ่ืนเจริญปนเปือ้นได้  (ลกูศร1) 

 

 

 

1 
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16ก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

16ข 

 

ภาพ  16  ลักษณะพืน้ผิวเม็ดทรายในชุดทดลอง   

 

หมายเหตุ:  ภายใต้กําลงัขยาย  1600  เท่า  (16ก)  ชดุทดลองซึ่งใช้เชือ้แบคทีเรีย  S.  koreensis 

G27  เลีย้งในอาหาร  urea  broth  และพบแบคทีเรีย  S.  koreensis G27             

ในปริมาณน้อย  (ลกูศร2)  (16ข)  ชดุทดลองซึ่งใช้เชือ้แบคทีเรีย  S. koreensis  G27  

เลีย้งในอาหาร  urea-CaCl2  broth  และพบบริเวณการเช่ือมตอ่กนัระหว่างอนภุาค

เม็ดทรายด้วยตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีชกันําโดยแบคทีเรีย  S.  koreensis G27  

(ลกูศร3) 

2 

3 
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จากผลการทดสอบการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวอิฐ  โดยการ

วิเคราะห์เปอร์เซ็นต์นํา้หนักของชิน้อิฐตัวอย่างท่ีเพิ่มขึน้พบว่าชิน้อิฐทัง้สองขนาดมีเปอร์เซ็นต์

นํา้หนกัเพิ่มขึน้  โดยชิน้อิฐตวัอย่างขนาดเล็กมีเปอร์เซ็นต์นํา้หนกัเพิ่มขึน้เม่ือระยะเวลาในการบ่ม

เพิ่มขึน้และสูงสุดเม่ือบ่มเป็นเวลา  20  วัน  จากนัน้จะมีค่าต่ําลงมากเม่ือบ่มเป็นเวลา  30  วัน     

ดงัภาพ  17  ส่วนชิน้อิฐตวัอย่างขนาดใหญ่  มีเปอร์เซ็นต์นํา้หนกัท่ีเพิ่มขึน้ในอตัราคงท่ีและมีค่า

ลดลงเล็กน้อยเม่ือบ่มเป็นเวลา  30  วนั  (ภาพ  18)  เม่ือทําการศึกษาทางกายภาพโดยใช้กล้อง

จลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  พบว่าในชดุทดลองมีเชือ้แบคทีเรียท่ีถกูเคลือบด้วยตะกอน

แคลเซียมคาร์บอเนตเจริญอยู่  และยงัพบตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีเกิดใหม่ซึ่งมีลกัษณะเป็น

เกล็ดทบัถมกนัเป็นชัน้  หรือมีลกัษณะเป็นก้อนทบัถมกนัค่อนข้างหลวมบริเวณพืน้ผิวของตวัอย่าง

ชิน้อิฐขนาดเล็ก  (ภาพ  20ก)  และพบตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีเกิดใหม่ทบัถมกันหนาแน่น

บริเวณพืน้ผิวของตวัอย่างชิน้อิฐขนาดใหญ่และปรากฏรอยแตกของตะกอนท่ีเกิดใหม่ทบัถมกนับน

พืน้ผิวตวัอย่างอิฐ  (ภาพ  20ข)  ในชดุควบคมุพบตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีเกิดใหม่ทบัถมอยู่

เป็นปริมาณน้อยและยงัสามารถเห็นองค์ประกอบของพืน้ผิวอิฐได้  (ภาพ  19ข)  เม่ือเปรียบเทียบ

กบัพืน้ผิวชิน้อิฐตวัอย่างก่อนการนําไปทดลอง  (ภาพ  19ก)  จากผลการศกึษานีบ้อกถึงศกัยภาพ

ของจลุินทรีย์ในการนําไปใช้อนรัุกษ์พืน้ผิววสัดท่ีุมีรูพรุนได้ตอ่ไป 
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ภาพ  17  นํา้หนักท่ีเพิ่มขึน้จากการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวอิฐตัวอย่าง 

              ขนาดเล็ก  (n=5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ  18  นํา้หนักท่ีเพิ่มขึน้จากการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวอิฐตัวอย่าง 

              ขนาดใหญ่  (n=5) 
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ภาพ  19  ลักษณะพืน้ผิวชิน้อิฐตัวอย่างก่อนนําไปทดลองและในชุดควบคุม 

 

หมายเหตุ:  ภายใต้กําลงัขยาย  2000  เท่า  (19ก)  พืน้ผิวชิน้อิฐตวัอย่างท่ีปราศจากเชือ้ก่อน

นําไปทดลอง  (19ข)  ชดุควบคมุไม่มีเชือ้แบคทีเรีย  S. koreensis   G27  และพบ

องค์ประกอบของพืน้ผิวอิฐเดมิปรากฏให้เห็น  (ลกูศร1) 

 

 

 

1 
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ภาพ  20  ลักษณะพืน้ผิวชิน้อิฐตัวอย่างในชุดทดลอง 

 

หมายเหตุ:  ภายใต้กําลงัขยาย  2000  เทา่(20ก)  ชดุทดลองชิน้อิฐตวัอย่างขนาดเล็ก  พบตะกอน

แคลเซียมคาร์บอเนตท่ีเกิดใหม่ซึ่งมีลักษณะเป็นเกล็ดทบัถมกัน  (ลูกศร2)  ตะกอน

แคลเซียมคาร์บอเนตท่ีเกิดใหม่ซึ่งมีลกัษณะเป็นก้อนทบัถมกนั(ลกูศร3)  และตะกอน

แคลเซียมคาร์บอเนตท่ีเคลือบผิวเซลล์แบคทีเรีย  (ลกูศร4และ5)  (20ข)  ชดุทดลอง

ชิน้อิฐตวัอย่างขนาดใหญ่พบรอยแตกของตะกอนท่ีเกิดใหม่ซึ่งทับถมกันบนพืน้ผิว  

(ลกูศร6) 

5 
6 

3 

2 

4 
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จากผลการทดสอบความแข็งแกร่ง โดยการวดันํา้หนกัท่ีหายไปของชิน้อิฐตวัอย่าง

หลงัจากผ่านการ  sonication  โดยเปอร์เซ็นต์นํา้หนกัท่ีหายไปมีคา่แปรผกผนัลกัษณะกบัความ

แข็งแกร่ง  พบวา่ชดุทดลองชิน้อิฐตวัอยา่งขนาดเล็กมีเปอร์เซ็นต์นํา้หนกัหายไปน้อยท่ีสดุในช่วงของ

การบม่เป็นเวลา  10  และ  15  วนั  (ภาพ  21)  ส่วนของอิฐตวัอย่างขนาดใหญ่พบว่ามีเปอร์เซ็นต์

นํา้หนกัหายไปน้อยกวา่ชดุควบคมุในทกุช่วงระยะเวลาการบม่  คือ  5,  10,  15,  20  และ  30  วนั

ตามลําดับ  และมีเปอร์เซ็นต์นํา้หนักหายไปน้อยท่ีสุดในช่วงของการบ่มเป็นเวลา  30  วัน        

(ภาพ  22)  เม่ือทําการศึกษาทางกายภาพโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  

หลงัจากผ่านการ  sonication  พบว่าชิน้อิฐตวัอย่างขนาดเล็กปรากฏแบคทีเรียท่ีถูกเคลือบด้วย

ตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนต ตะกอนใหม่ท่ีมีลกัษณะเป็นเกล็ดและเป็นก้อน มีปริมาณน้อย  และ

ปรากฏลกัษณะพืน้ผิวเดิมของชิน้อิฐตวัอย่างให้เห็น  (ภาพ  23ข)  และปรากฏลกัษณะพืน้ผิวเดิม

ของชิน้อิฐตวัอย่างชัดเจนมากขึน้ในชุดควบคมุ  (ภาพ  23ก)  สําหรับชิน้อิฐตวัอย่างขนาดใหญ่  

พบว่ามีการเกาะตัวเช่ือมกันและทับถมกันของตะกอนท่ีเคลือบอยู่บนเซลล์แบคทีเรีย  มีปลอก

ตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตลกัษณะคล้ายรังไหมอยู่ในสภาพท่ีแตกเสียหาย และปรากฏรอยแยก

ของตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีทับถมกัน  (ภาพ  24ก)  ในชุดควบคุมพบตะกอนแคลเซียม

คาร์บอเนตมีลกัษณะเป็นก้อนกลมกระจายตวัอยูบ่นพืน้ผิวอิฐตวัอยา่ง  (ภาพ  24ข) 
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ภาพ  21  นํา้หนักท่ีหายไปของชิน้อิฐตัวอย่างขนาดเล็กหลังจากผ่านการ  Sonication 

                  (n  =  5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ  22  นํา้หนักท่ีหายไปของชิน้อิฐตัวอย่างขนาดใหญ่หลังจากผ่านการ  Sonication 

                 (n  =  5) 
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ภาพ  23  ลักษณะพืน้ผิวชิน้อิฐตัวอย่างขนาดเล็กจากการทดสอบความแข็งแกร่ง 

 

หมายเหตุ:  ภายใต้กําลงัขยาย  2000  เท่า  (23ก)  ชดุควบคมุชิน้อิฐตวัอย่างขนาดเล็กซึ่งปรากฏ

ลกัษณะพืน้ผิวเดิมของชิน้อิฐตวัอย่างให้เห็นอย่างชดัเจน  และมีรอยหลุมท่ีเกิดจาก

การหลดุของเม็ดดินท่ีเป็นองค์ประกอบท่ีผิวอิฐ  (ลกูศร1)  (23ข)  ชดุทดลองชิน้อิฐ

ตวัอย่างขนาดเล็ก  ตะกอนลักษณะเป็นเกล็ดแคลเซียมคาร์บอเนต  (ลูกศร2)  

ตะกอนลกัษณะก้อนแคลเซียมคาร์บอเนต  (ลูกศร3)  ลกัษณะพืน้ผิวเดิมของชิน้อิฐ

ตวัอยา่ง  (ลกูศร4) 

 

2 
3 

4 
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ภาพ  24  ลักษณะพืน้ผิวชิน้อิฐตัวอย่างขนาดใหญ่จากการทดสอบความแข็งแกร่ง 

 

หมายเหตุ:  ภายใต้กําลงัขยาย 2000 เท่า  (24ก)  ชดุทดลองชิน้อิฐตวัอย่างขนาดใหญ่  ตะกอน

แคลเซียมคาร์บอเนตเคลือบบนผิวเซลล์ซึ่งแตกและเซลล์หลุดออกไปแล้ว  (ลูกศร5)  

รอยแยกของตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตใหม่ซึ่งมีขนาดใหญ่  (ลกูศร6)  (24ข)  ชดุ

ควบคมุชิน้อิฐตวัอย่างขนาดใหญ่  ตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีมีลกัษณะก้อนกลม  

(ลกูศร7) 

5 

6
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การศึกษาและพัฒนารูปแบบการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอส 

Sporosarcina koreensis  G27  ในการชักนําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตกับหิน

ประดับ 

ผลการศึกษาและพัฒนารูปแบบการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอส 

Sporosarcina koreensis G27  ชักนําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตกับหินประดับ               

(อิฐตวัอย่างขนาด  6x12x6  เซนติเมตร)  ในชดุควบคมุท่ีใช้นํา้กลัน่ปราศจากเชือ้  100  มิลลิลิตร  

เป็นของเหลวในการฉีดพน่หรือทา  พบวา่ด้านท่ีไมไ่ด้ทาสารเคลือบใสพืน้ผิวโดยรวมมีคราบตะกอน

สีขาวปรากฏอยู่ปริมาณน้อยมาก  เม่ือตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอกําลังขยาย    

10  เท่า  พบว่ามีตะกอนสีขาวนัน้ติดอยู่ตามผนงัรูพรุนหรือตามผนงัหลุมบางมาก  (ภาพ 26  และ  

ภาพ 27)  และชดุควบคมุท่ีใช้อาหาร  urea-CaCl2  broth  100  มิลลิลิตร  พบว่าพืน้ผิวโดยรวมมี

คราบตะกอนสีขาวปรากฎอยู่ปริมาณมากขึน้  เม่ือตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ

พบวา่มีตะกอนสีขาวตดิอยูต่ามผนงัรูพรุนหรือตามผนงัหลมุเช่นเดียวกนัแตพ่บปริมาณมากกว่าชดุ

ควบคมุข้างต้น  (ภาพ 28  และ 29)  ในส่วนของชุดทดลองท่ีใช้หวัเชือ้แบคทีเรียปริมาตร  50  

มิลลิลิตร  ผสมกบัอาหาร  urea-CaCl2  broth  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  พบว่าพืน้ผิวโดยรวมมี

คราบตะกอนสีขาวปรากฎอยู่ปริมาณมากท่ีสดุ  เม่ือตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ

พบว่าตะกอนสีขาวนัน้จบัตวักนัหนาติดอยู่ตามผนงัรูพรุนหรือตามผนงัหลมุเช่นเดียวกนั  และพบ

ในปริมาณมากกว่าชดุควบคมุทัง้สอง  (ภาพ 30  และ  ภาพ 31)  เม่ือเทียบกบัพืน้ผิวโดยรวมและ

จากกล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอของชิน้อิฐตวัอย่างด้านท่ีไม่ได้ทาสารเคลือบใสก่อนนํามาทําการ

ทดลอง  (ภาพ 25)  จากการตรวจสอบการมีชีวิตของแบคทีเรียโดยวิธี  Drop  plate  เพ่ือหาค่า  

CFU      ต่อมิลลิลิตรของหัวเชือ้แบคทีเรียหลังจากบ่มในตู้ เขย่าควบคุมอุณหภูมิท่ี  30  องศา

เซลเซียส  ความเร็ว  200  รอบตอ่นาที  เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  พบว่ามีจํานวนเชือ้  2.0x107  CFU

ตอ่มิลลิลิตร  คา่เปอร์เซ็นต์ความชืน้และอณุหภมูิโดยเฉล่ียระหวา่งวนั  ภายใต้ถงุพลาสติกและแผ่น

ฉนวนกนัความร้อนท่ีใช้คลมุอิฐตวัอยา่ง  ในตลอดการทดลองนีพ้บว่ามีคา่เท่ากบั  77.4  เปอร์เซ็นต์

และ  29.3  องศาเซลเซียส  ตามลําดบั  เม่ือทดสอบการมีชีวิตของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ 

ยูรีเอสท่ีพืน้ผิวอิฐตัวอย่างด้านไม่ได้ทาสารเคลือบใส  ในชุดควบคุมท่ีใช้อาหาร  urea-CaCl2  

broth  100  มิลลิลิตร  และชดุทดลองท่ีใช้หวัเชือ้แบคทีเรียปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ผสมกบัอาหาร     

urea-CaCl2  broth  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  เป็นของเหลวในการฉีดพ่นหรือทานัน้  พบว่ามี

แบคทีเรียท่ีมีชีวิตและสามารถผลิตเอนไซม์ยูรีเอสได้  โดยสงัเกตจากอาหารเลีย้งเชือ้  urea agar  

เปล่ียนจากสีเหลืองส้มเป็นสีชมพูหลงัจากบ่มเป็นเวลา  16-18  ชัว่โมง  (ตาราง 10)  และเม่ือทํา

การย้อมสีแกรมแบคทีเรียซึ่งพบบนอาหารเลีย้งเชือ้  urea agar  ท่ีมาจากชุดทดลอง  พบว่ามี
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แบคทีเรียท่ีมีลกัษณะรูปร่างท่อนและการติดสีแกรมบวก  สามารถเคล่ือนท่ีได้อย่างแท้จริง  และ

สามารถผลิตเอนไซม์คาตาเลสได้  ซึ่งมีลักษณะสัณฐานของเซลล์คล้ายกับแบคทีเรีย  S. 

koreensis  G27   (ภาพ 33)  เม่ือเทียบกับหวัเชือ้แบคทีเรีย S. koreensis  G27  ก่อนนํามา

ทดลองซึ่งบม่เป็นเวลา  72  ชัว่โมง  (ภาพ 32)  และยงัสามารถพบแบคทีเรียแกรมบวกชนิดอ่ืนได้

อีก 

จากการศึกษาประสิทธิภาพของตวัแทนของหินประดบัโดยการทดสอบหาค่าการดดูซึม

นํา้ของอิฐตวัอย่าง  พบว่าเม่ือค่าดูดซึมนํา้เพิ่มขึน้  ทําให้พืน้ผิวอิฐตัวอย่างมีโอกาสในการผุพัง

เพิ่มขึน้  ทัง้นีเ้น่ืองจากประสิทธิภาพการป้องกันนํา้ในการเข้าถึงแกนกลางของอิฐตวัอย่างลดลง  

โดยทัง้ชุดทดลองและชุดควบคมุมีเปอร์เซ็นต์นํา้หนกัเพิ่มขึน้หลงัจากทําการแช่นํา้  ทัง้ในรูปแบบ

การฉีดพ่นและทา  พบว่ามีการดูดซึมนํา้เกิดขึน้ท่ีพืน้ผิวอิฐตวัอย่างท่ีไม่ได้ทาสารเคลือบใส  โดย

ทัง้นีใ้นชุดการทดลองท่ีใช้หวัเชือ้แบคทีเรียปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ผสมกับอาหาร  urea-CaCl2  

broth  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  เป็นของเหลวในการฉีดพ่นหรือทานัน้  พบว่าด้านท่ีไม่ได้ทาสาร

เคลือบใสมีคา่เปอร์เซ็นต์การดดูซึมนํา้น้อยท่ีสดุคือ  1.51  และ  1.68  เปอร์เซ็นต์  ตามลําดบั  เม่ือ

เทียบกบัชดุควบคมุ  และจากการทดสอบประสิทธิภาพการป้องกนันํา้ของสารเคลือบใสพบว่าสาร

เคลือบใสมีประสิทธิภาพในการป้องกนันํา้ซึมเข้าสู่เนือ้อิฐตวัอย่างเป็นอย่างดีโดยให้คา่เปอร์เซ็นต์

การดดูซมึนํา้  0.00  เปอร์เซ็นต์  ภายใต้สภาวะของการทดลองเดียวกนั  (ตาราง 11) 
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25ก 

 

 
 

25ข 

 

ภาพ  25  ลักษณะพืน้ผิวอิฐตัวอย่างขนาด  6x12x6  เซนตเิมตร  ก่อนนํามาทดลอง 

 

หมายเหตุ:  (25ก)  พืน้ผิวโดยรวม  (25ข)  พืน้ผิวภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ  

กําลงัขยาย  10  เทา่ 
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26ก 

 

 
 

26ข 

 

ภาพ  26  ลักษณะพืน้ผิวอิฐตัวอย่างขนาด  6x12x6  เซนตเิมตร  ของชุดควบคุมท่ีฉีดพ่น 

               โดยนํา้กล่ันปราศจากเชือ้ 

 

หมายเหตุ:  (26ก)  พืน้ผิวโดยรวม  (26ข)  พืน้ผิวภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ  

กําลงัขยาย  10  เทา่ 
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27ก 

 

 
 

27ข 

 

ภาพ  27  ลักษณะพืน้ผิวอิฐตัวอย่างขนาด  6x12x6  เซนตเิมตร  ของชุดควบคุมท่ีทาโดย 

               นํา้กล่ันปราศจากเชือ้ 

 

หมายเหตุ:  (27ก)  พืน้ผิวโดยรวม  (27ข)  พืน้ผิวภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ  

กําลงัขยาย  10  เทา่ 
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28ก 

 

 
 

28ข 

 

ภาพ  28  ลักษณะพืน้ผิวอิฐตัวอย่างขนาด  6x12x6  เซนติเมตร  ของชุดควบคุมท่ีฉีดพ่น

โดย  urea-CaCl2  broth 

 

หมายเหตุ:  (28ก)  พืน้ผิวโดยรวม  (28ข)  พืน้ผิวภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ  

กําลงัขยาย  10  เทา่ 



58 

 

 
 

29ก 

 

 
 

29ข 

 

ภาพ  29  ลักษณะพืน้ผิวอิฐตัวอย่างขนาด  6x12x6  เซนติเมตร  ของชุดควบคุมท่ีทาโดย  

urea-CaCl2  broth 

 

หมายเหตุ:  (29ก)  พืน้ผิวโดยรวม  (29ข)  พืน้ผิวภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ  

กําลงัขยาย  10  เทา่ 
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30ก 

 

 
 

30ข 

 

ภาพ  30  ลักษณะพืน้ผิวอิฐตัวอย่างขนาด  6x12x6  เซนติเมตร  ของชุดทดลองท่ีฉีดพ่น

โดยหัวเชือ้แบคทีเรียผสมกับ  urea-CaCl2  broth 

 

หมายเหตุ:  (30ก)  พืน้ผิวโดยรวม  (30ข)  พืน้ผิวภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ  

กําลงัขยาย  10  เทา่ 
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31ก 

 

 
 

31ข 

 

ภาพ  31  ลักษณะพืน้ผิวอิฐตัวอย่างขนาด  6x12x6  เซนติเมตร  ของชุดทดลองท่ีทาโดย

หัวเชือ้แบคทีเรียผสมกับ  urea-CaCl2  broth 

 

หมายเหตุ:  (31ก)  พืน้ผิวโดยรวม  (31ข)  พืน้ผิวภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ  

กําลงัขยาย  10  เทา่ 
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ตาราง  10  การมีชีวิตของเชือ้ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ยูรีเอสบนพืน้ผิวอิฐตัวอย่าง 

 

ชดุการทดลอง 
การเปล่ียนสีของอาหารเลีย้งเชือ้   urea  agar 

จากสีเหลืองส้มเป็นสีชมพ ู    

SW - 

SU + 

SUG + 

PW - 

PU + 

PUG + 

 

หมายเหตุ: SW  คือชดุควบคมุท่ีใช้นํา้กลัน่ปราศจากเชือ้  100  มิลลิลิตร  เป็นของเหลวในการฉีด

พน่   

 SU  คือชดุควบคมุท่ีใช้อาหาร  urea-CaCl2  broth  100  มิลลิลิตร  เป็นของเหลวใน

การฉีดพน่   

 SUG  คือชุดทดลองท่ีใช้หัวเชือ้แบคทีเรียปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ผสมกับอาหาร  

urea-CaCl2  broth  ปริมาตร  50  มิลลิลิตรเป็นของเหลวในการฉีดพน่   

 PW  คือชดุควบคมุท่ีใช้นํา้กลัน่ปราศจากเชือ้ 100  มิลลิลิตร เป็นของเหลวในการทา   

 PU  คือชดุควบคมุท่ีใช้อาหาร urea-CaCl2 broth 100 มิลลิลิตร เป็นของเหลวในการ

ทา   

 PUG  คือชุดทดลองท่ีใช้หัวเชือ้แบคทีเรียปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ผสมกับอาหาร  

urea-CaCl2  broth  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  เป็นของเหลวในการทา 
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ภาพ  32  การติดสีแกรมของหัวเชือ้แบคทีเรีย S. koreensis G27  อายุ  72  ช่ัวโมง  ก่อน

นํามาใช้ทดลอง  ซึ่งสามารถเหน็เอ็นโดสปอร์ท่ีหลุดออกมาจากเซลล์ 

 

 
 

ภาพ  33  การตดิสีแกรมของแบคทีเรียบน  urea agar  จากชุดทดลอง 

 

หมายเหตุ:  ตดิสีแกรมบวก  รูปร่างทอ่นสามารถสร้างเอนโดสปอร์ได้  ซึง่มีลกัษณะทางสณัฐาน

คล้ายกบัแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอส  S. koreensis G27 
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ตาราง  11  ค่าเฉล่ียของเปอร์เซ็นต์การดูดซึมนํา้ของพืน้ผิวอิฐตัวอย่างด้านท่ีไม่ได้ทาสาร

เคลือบใส  (n = 12) 

 

ชดุการทดลอง เปอร์เซ็นต์การดดูซมึนํา้ 

ด้านทาสารเคลือบใส 0.00  ±  0.00 

SW 3.11  ±  0.67 

SU 2.08  ±  0.59 

SUG  1.51  ±  0.68 * 

PW 3.18  ±  0.50 

PU 2.13  ±  0.58 

PUG   1.68  ±  0.55 * 

 

หมายเหตุ:  SW  คือชดุควบคมุท่ีใช้นํา้กลัน่ปราศจากเชือ้ 100  มิลลิลิตร เป็นของเหลวในการฉีด

พน่   

 SU  คือชดุควบคมุท่ีใช้อาหาร urea-CaCl2  broth 100 มิลลิลิตร เป็นของเหลวในการ

ฉีดพน่   

 SUG  คือชดุทดลองท่ีใช้หวัเชือ้แบคทีเรียปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมกบัอาหาร  urea-

CaCl2  broth  ปริมาตร  50  มิลลิลิตรเป็นของเหลวในการฉีดพน่   

 PW  คือชดุควบคมุท่ีใช้นํา้กลัน่ปราศจากเชือ้  100  มิลลิลิตร เป็นของเหลวในการทา   

 PU  คือชดุควบคมุท่ีใช้อาหาร  urea-CaCl2 broth 100 มิลลิลิตร เป็นของเหลวในการ

ทา   

 PUG  คือชุดทดลองท่ีใช้หัวเชือ้แบคทีเรียปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ผสมกับอาหาร  

urea-CaCl2  broth  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  เป็นของเหลวในการทา 

 ns = มีความแตกตา่งอย่างไม่มีนยัสําคญั เม่ือเปรียบเทียบระหว่างวิธีการฉีดพ่นและ

การทา 

     * มีนยัสําคญัท่ีระดบั 0.05 เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ 

 

 

 

 

ns 
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บทที่  5 

 

บทสรุป 

 

สรุปผลการวิจัย 

 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ยูรีเอสและการชักนําให้เกิดการ

ตกตะกอนคาร์บอเนต 

จากการศึกษาสามารถคัดแยกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอสและชักนําให้เกิดการ

ตกตะกอนของแคลเซียมคาร์บอเนตได้  โดยพบว่าไอโซเลท  G27  ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวก 

รูปร่างท่อน  สร้างเอนโดสปอร์ได้  สามารถเคล่ือนท่ีได้  และสามารถผลิตเอนไซม์คาตาเลสได้      

ให้ประสิทธิภาพกิจกรรมของเอนไซม์ยูรีเอสดีท่ีสุดท่ี  pH  เร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้เท่ากับ  7  

และมีระดบัความเข้มข้นของยเูรียท่ีเหมาะสม  50-100  มิลลิโมลาร์  และ  CaCl2  30  มิลลิโมลาร์  

และสามารถชกันําให้เกิดตะกอนคาร์บอเนตได้นํา้หนกั  3.1  มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตรของอาหารเลีย้ง

เชือ้  โดยมีอตัราการสร้างตะกอนเท่ากบั  0.19  มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตรของอาหารเลีย้งเชือ้ตอ่ชัว่โมง 

และจากผลการทดลองดงักลา่วจะได้นําไปศกึษาเพ่ือการใช้ประโยชน์ตอ่ไป 

 การศึกษาการชักนําให้เกิดการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตโดยแบคทีเรีย      

ท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอส  Sporosarcina koreensis  G27 

แบคทีเรีย  S. koreensis  G27  สามารถชกันําให้เกิดการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนต

บนพืน้ผิวหินอิฐตวัอย่างได้อย่างมีประสิทธิภาพ  โดยมีอตัราการเกิดตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนต

บนพืน้ผิวเม็ดทรายสูงถึง  0.08  มิลลิกรัมต่อกรัมของทรายต่อวนั  และสามารถชกันําให้เกิดการ

ตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวอิฐตัวอย่าง  โดยมีเปอร์เซ็นต์นํา้หนักของตะกอน

แคลเซียมคาร์บอเนตใหม่เพิ่มขึน้  ทําให้เกิดความแข็งแกร่งซึ่งสามารถลดการผุกร่อนจากการ

ทําลายโดยวิธีจําลองด้วยการใช้คล่ืนเสียงความถ่ีสงู 

 

 

 

 

 



65 

 

 การศึกษาและพัฒนารูปแบบการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอส 

Sporosarcina koreensis  G27  ในการชักนําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตบนพืน้ผิว

วัสดุก่อสร้าง 

จากการศกึษาและพฒันารูปแบบการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอสและ

ชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตบนพืน้ผิววสัดกุ่อสร้าง  ซึ่งใช้อิฐตวัอย่างเป็นตวัแทน  พบว่า

แบคทีเรีย  S. koreensis  G27  สามารถชกันําให้เกิดการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิว

อิฐตวัอย่างได้อย่างมีประสิทธิภาพ  โดยตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตจบัตวักนัหนาติดอยู่ตามผนงั 

รูพรุนหรือตามผนงัหลมุ  เป็นเหตใุห้สามารถลดโอกาสการผุพงัของอิฐตวัอย่างได้  โดยลดการดดู

ซึมนํา้ซึ่งเป็นสาเหตหุลกัในการผุพงัของอิฐตวัอย่าง  ทัง้ในรูปแบบของการใช้ประโยชน์โดยวิธีการ

ฉีดพ่นและวิธีการทาด้วยของเหลวท่ีได้จากการใช้หัวเชือ้แบคทีเรียปริมาตร  50  มิลลิลิตร  

(2.0x107 CFUต่อมิลลิลิตรของอาหารเลีย้งเชือ้)  ผสมกบัอาหาร  urea-CaCl2  broth  ปริมาตร    

50  มิลลิลิตร  โดยทัง้สองรูปแบบมีคา่เปอร์เซ็นต์การดดูกลืนนํา้ลดลงใกล้เคียงกนั 

 

อภปิรายผลการวิจัย 

 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ยูรีเอสและชักนําให้เกิดการ

ตกตะกอนคาร์บอเนต 

จากผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมและปัจจยัท่ีมีผลต่อการทํางานของเอนไซม์ยูรีเอส

ในแบคทีเรีย ไอโซเลท  G2,  G9,  G27,  P30,  S12,  S14  พบว่าแบคทีเรียส่วนใหญ่  ให้ผลการ

ทํางานของเอนไซม์ยูรีเอสดีท่ีสุดท่ี  pH 7  (ตาราง 5)  ความเข้มข้นของยูเรีย  50  ถึง  100         

มิลลิโมลาร์  (ตาราง 6)  และความเข้มข้นของ  CaCl2  30 มิลลิโมลาร์  (ตาราง 7)  โดยแบคทีเรีย 

ไอโซเลท  G27  มีการทํางานของเอนไซม์ยรีูเอสสงูสดุในสภาวะตา่งๆ  ท่ีเหมาะสม ซึ่งให้นํา้หนกั

แห้งของตะกอนคาร์บอเนตสงูท่ีสดุ  3.1  มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตรของอาหารเลีย้งเชือ้  (ภาพ 12  และ

ภาพ 13)  และมีอตัราการเกิดตะกอนเท่ากบั  0.19  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของอาหารเลีย้งเชือ้ต่อ

ชัว่โมง  ทัง้นีเ้น่ืองจาก  pH 7  เป็นสภาวะเร่ิมต้นท่ีเหมาะสมกบัการเจริญและกิจกรรมชีวเคมีของ

แบคทีเรีย  (Wiley  and  Stokes,  1962, pp. 730-734;  Wiley  and  Stokes,  1963, pp. 1152-

1156)  โดยแบคทีเรียไอโซเลท  G27  เม่ือเพิ่มจํานวนมากขึน้จึงมีการสร้างเอนไซม์ยรีูเอสมากขึน้  

ส่งผลให้เกิดการไฮโดรไลซิสยูเรียได้เป็นผลิตภัณฑ์คือ  คาร์บอเนตไอออน  (CO3
2- )  และ

แอมโมเนียมไอออน  (NH4
+)  ซึ่ง  NH4

+   นีเ้ป็นผลให้ระดบั  pH  ของอาหารเลีย้งเชือ้มีคา่สงูขึน้  

(pH  ประมาณ  8)  ทําให้  CO3
2-  เปล่ียนไปอยู่ในรูปของไบคาร์บอเนตไอออน  (HCO3

-)           

เป็นปริมาณมาก  (Atkins  and  Paula,  2002, unpaged)  จึงทําปฏิกิริยากบัแคลเซียมไอออน  
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(Ca2+)  ได้มากขึน้  ทําให้มีการตกตะกอนของ  CaCO3  มากขึน้ไปด้วย  สําหรับไอโซเลท  P30  

และ  S14  ท่ีให้นํา้หนกัแห้งของตะกอนคาร์บอเนตน้อยกว่า  ถึงแม้ว่าคา่การทํางานของเอนไซม์ยรีู

เอสสงูก็ตาม  ทัง้นีเ้น่ืองจากมีการไฮโดรไลซิสของยเูรียได้เป็นผลิตภณัฑ์เป็น  CO3
2-   และ  NH4

+  

มากและ  NH4
+  ท่ีมากนัน้เป็นผลให้  pH  สงูขึน้มาก  (pH>8.5)  ทําให้  CO3

2-  เปล่ียนไปอยู่ในรูป

ของ  HCO3
-  เป็นปริมาณน้อยจึงทําปฏิกิริยากับ  Ca2+  ได้น้อยลง  จึงเป็นผลให้มีการตกตะกอน

ของ  CaCO3  น้อยลงไปด้วย  สําหรับไอโซเลท  G9  พบว่าระดบั  pH  สดุท้ายของอาหารมีคา่ต่ํา  

(pH  ประมาณ  6.5)  เป็นเหตใุห้  CO3
2-  เปล่ียนไปอยู่ในรูปของ  HCO3

-  ปริมาณน้อย  จึงทํา

ปฏิกิริยากบั  Ca2+   ได้น้อยลง  เป็นเหตใุห้มีการตกตะกอนของ  CaCO3  ลดลงไปด้วย 

 การศึกษาการชักนําให้เกิดการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตโดยแบคทีเรีย      

ท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอส  Sporosarcina koreensis  G27 

จากผลการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวเม็ดทราย  ในชดุของการทดลองซึ่งใช้

เชือ้แบคทีเรียให้อาหาร  urea-CaCl2  broth  ซึ่งมีอตัราการเกิดตะกอนคาร์บอเนตสงูถึง  0.08  

มิลลิกรัมต่อกรัมของทรายต่อวนั  ทัง้นีเ้น่ืองจากแบคทีเรียมีกระบวนการไฮโดรไลซิสของยเูรียโดย

เอนไซม์ยรีูเอส  แล้วทําให้การเกิด  MCP  ขึน้ได้  เน่ืองจากมีคาร์บอเนตไอออนและแอมโมเนียม

ไอออนเกิดขึน้  ซึ่งทําให้มีค่า  pH  เป็นด่างเพิ่มขึน้  ดงันัน้เม่ือมีแคลเซียมปรากฏอยู่ในอาหาร             

จึงสามารถเกิดตะกอนคาร์บอเนตได้ทนัทีภายใต้สภาวะแวดล้อมดงักล่าว  (Fujita, et al., 2000, 

pp. 305-318; Muynck,  et al., 2008, pp. 875-885; Taino, et  al., 1999, pp. 139-145)  

เม่ือทําการศึกษาทางกายภาพโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  พบว่าเซลล์

แบคทีเรียถูกเคลือบด้วยตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนต  โดยเซลล์ของแบคทีเรียจะทําหน้าท่ีเป็นจุด

ศนูย์รวมท่ีทําให้เกิดการตกตะกอน  (nucleation  sites)  (Hammes and Verstraete, 2002, 

pp. 3-7)  ซึง่เซลล์ของแบคทีเรียนัน้ถือวา่เป็น  nucleation  sites  ท่ีดีมากสําหรับเป็นศนูย์รวมของ

การเกิดแร่ธาตตุา่งๆ  (Ferris,  et  al.,  1987, pp. 225-232)  และเม่ือแบคทีเรียเพิ่มจํานวนเจริญ

ปกคลุมบนพืน้ผิวเม็ดทราย  จึงทําให้เกิดการเช่ือมต่อกันระหว่างอนุภาคเม็ดทรายขนาดเล็กกับ

ใหญ่ด้วยตะกอนคาร์บอเนต  ส่วนชดุการทดลองท่ีใช้เชือ้แบคทีเรียและให้อาหาร  urea  broth  

พบว่ามีตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตอยู่ปริมาณเล็กน้อย  (0.01  มิลลิกรัมตอ่กรัมของทรายตอ่วนั)  

เน่ืองจากมีไอออนบวกอ่ืนๆ  ในเม็ดทรายท่ีหลดุออกมาและสามารถรวมตวักบั  (HCO3
-)  ซึ่งได้

จากกระบวนการไฮโดรไลซิสของยูเรีย  จึงทําให้ยังสามารถเห็นแบคทีเรียถูกเคลือบด้วยตะกอน

คาร์บอเนตได้เม่ือใช้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดศกึษาทางกายภาพ  และในส่วนของ

ชุดควบคุมท่ีไม่มีเชือ้แบคทีเรียซึ่งใช้อาหาร  urea-CaCl2  broth  พบว่ามีตะกอนแคลเซียม

คาร์บอเนต  (0.03  มิลลิกรัมต่อกรัมของทรายต่อวนั)  ทัง้นีเ้น่ืองจากขัน้ตอนการให้อาหารทุกวัน
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เป็นเวลามากกว่า  30  วัน  จึงอาจทําให้เชือ้แบคทีเรียชนิดอ่ืน  มีโอกาสเจริญปนเปื้อนได้ในชุด

ควบคุม  ซึ่งสงัเกตจากภาพภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  ซึ่งยังมีแบคทีเรีย

ชนิดอ่ืนท่ีสามารถทําให้เกิด  MCP  ได้เน่ืองจากมีความสามารถในการไฮโดรไลซิสของยูเรีย  

ประกอบกบัการมี  CaCl2  ในอาหารเลีย้งเชือ้ซึ่งเป็นแหล่ง  (Ca2+)  จึงทําให้พบตะกอนแคลเซียม

คาร์บอเนตได้  ซึง่ข้อมลูนีส้ามารถใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานในการศกึษาด้านการเสริมประสิทธิภาพของ

แบคทีเรีย  S. koreensis  G27  เม่ือนําไปประยกุต์ใช้ในสภาวะแวดล้อมจริงในธรรมชาติ  และเม่ือ

มีการอยูร่่วมกนักบักลุม่จลุินทรีย์ประจําถ่ิน  เพ่ือให้เกิดประสิทธิภาพท่ีดีในการช่วยเสริมสร้างความ

แข็งแกร่งและป้องกนัการผกุร่อนของโบราณสถาน  โบราณวตัถไุด้ตอ่ไป 

จากผลการศึกษาการตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนพืน้ผิวอิฐ  โดยการวิเคราะห์

เปอร์เซ็นต์นํา้หนกัของชิน้อิฐตวัอย่างท่ีเพิ่มขึน้  พบว่าชิน้อิฐตวัอย่างขนาดเล็กมีเปอร์เซ็นต์นํา้หนกั

เพิ่มขึน้เม่ือบม่เป็นเวลา  10,  15  และ  20  วนั  เน่ืองจากการบม่แบบเขย่าเป็นสภาวะท่ีเอือ้ตอ่การ

เจริญ  ทัง้ในด้านอาหารและการแลกเปล่ียนก๊าซ  ทําให้แบคทีเรีย  S. koreensis  G27  เจริญได้ดี

และชกันําให้เกิดตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตจบัตวัสะสมท่ีพืน้ผิวชิน้อิฐตวัอย่างท่ีมีอตัราส่วนของ

พืน้ท่ีผิวต่อปริมาตรสูง  เม่ือบ่มเป็นเวลา  30  วนัพบว่าเปอร์เซ็นต์นํา้หนกัของชิน้อิฐลดลง  ทัง้นี ้

เน่ืองจากคา่  pH  ของอาหารเลีย้งเชือ้มีคา่ต่ํากว่า  8.0  จึงทําให้  CO3
2-  มีปริมาณลดลง  เพ่ือให้

เกิดสมดลุปฏิกิริยา  HCO3
-  จึงต้องเปล่ียนไปเป็น  CO3

2-  เพิ่มขึน้  และเม่ือ  HCO3
-  ลดลงเพ่ือให้

เกิดสมดลุปฏิกิริยาอีกครัง้  CaCO3  จึงละลายกลบัเพ่ือให้ได้  HCO3
-  เพิ่มมากขึน้  จากการเกิด

สมดลุปฏิกิริยาย้อนกลบั  จึงเป็นเหตใุห้  CaCO3  มีปริมาณลดลง  (Atkins  and  Paula,  2002, 

unpaged)  สําหรับชิน้อิฐตวัอย่างขนาดใหญ่  มีเปอร์เซ็นต์นํา้หนักเพิ่มขึน้น้อยกว่าเน่ืองจากมี

สดัส่วนของพืน้ท่ีผิวต่อปริมาตรท่ีต่ํากว่าจึงเห็นการเปล่ียนแปลงของเปอร์เซ็นต์นํา้หนักท่ีเพิ่มขึน้

น้อยเม่ือครบระยะเวลาบม่  ส่วนในชดุควบคมุของชิน้อิฐตวัอย่างทัง้สองขนาดมีเปอร์เซ็นต์นํา้หนกั

ท่ีเพิ่มขึน้น้อยมาก เน่ืองจากเป็นการตกตะกอนทางเคมีโดยมีการรวมตวักนัของ  HCO3
-  กบั  Ca2+  

ในอาหารเลีย้งเชือ้  ประกอบกบัไอออนอ่ืนๆ  ในชิน้อิฐตวัอย่างท่ีละลายออกมาภายหลงัจึงทําให้มี

ตะกอนของคาร์บอเนตได้เล็กน้อย  ซึ่งสงัเกตได้จากรูปถ่ายภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

สอ่งกราด  ชีใ้ห้เห็นวา่พืน้ผิวมีลกัษณะท่ีเรียบมากขึน้  เม่ือเทียบกบัรูปถ่ายของพืน้ผิวชิน้อิฐตวัอย่าง

ฆ่าเชือ้ก่อนนํามาทดลอง  ส่วนลกัษณะของตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตในชุดทดลองท่ีมีการทบั

ถมกัน  เกิดจากการเกาะตวัเช่ือมต่อกันของตะกอนท่ีเคลือบอยู่บนผิวเซลล์แบคทีเรียและปลอก

ตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตลักษณะคล้ายรังไหมซึ่งเซลล์แบคทีเรียตายและได้หลุดออกไปแล้ว  

(Castanier, et al., 1999, pp. 9-23; Castanier, et al., 2000b, pp. 32-39) 
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จากผลการทดสอบความแข็งแกร่งของชิน้อิฐตวัอย่าง  โดยการวดันํา้หนกัท่ีหายไปของชิน้

อิฐตวัอยา่งหลงัจากผา่นการ  sonication  พบวา่เปอร์เซ็นต์นํา้หนกัหายไปของชิน้อิฐตวัอย่างขนาด

เล็กใกล้เคียงกับชุดควบคมุหลงัจากบ่มเป็นเวลา  5  วนั  เน่ืองจากเป็นช่วงท่ีมีตะกอนแคลเซียม

คาร์บอเนตทบัถมกนัน้อยและจบัตวักนัไมแ่ข็งแรงพอกบัพืน้ผิวของอิฐตวัอยา่ง  แตเ่ม่ือระยะเวลาใน

การบม่เพิ่มขึน้เป็น  10  และ  15  วนั  พบว่ามีเปอร์เซ็นต์นํา้หนกัหายไปน้อยลงเน่ืองจากมีการทบั

ถมกันของตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตหนาแน่นและการยึดเกาะกันดีขึน้  และเม่ือบ่มเป็น

ระยะเวลา  20  และ  30  วนั  เปอร์เซ็นต์นํา้หนกัหายไปมากขึน้เน่ืองจาก  ท่ีระยะเวลา  20  วัน     

มีปริมาณตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตมากท่ีสดุจึงมีเปอร์เซ็นต์นํา้หนกัหายไปมากเช่นกัน  และท่ี

ระยะเวลาการบม่  30  วนั  มีการละลายกลบัของแคลเซียมคาร์บอเนตเน่ืองจากคา่  pH  มีคา่ต่ํา

กว่า  8.0  ทําให้การยึดเกาะตวักันของตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตไม่ดีพอจึงทําให้เปอร์เซ็นต์

นํา้หนกัหายไปมาก  สําหรับของชิน้อิฐตวัอย่างขนาดใหญ่พบว่าเปอร์เซ็นต์นํา้หนกัหายไปน้อยกว่า

ชุดควบคุมเน่ืองจากมีตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตทับถมและยึดเกาะกันดีกว่าสงัเกตได้จากรูป

ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด  และเม่ือเพิ่มระยะเวลาในการบม่พบว่ามีนํา้หนกั

หายไปไม่ต่างกันมาก  เน่ืองมาจากสดัส่วนของพืน้ท่ีผิวต่อปริมาตรต่ําจึงมีการเปล่ียนแปลงของ

เปอร์เซ็นต์นํา้หนักหายไปน้อย  ซึ่งการทดลองนีใ้ห้ผลคล้ายคลึงกับงานวิจัยของ  Rodriguez- 

Navarro,  et  al.,  2003, pp. 2182-2193 

 การศึกษาและพัฒนารูปแบบการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอส 

Sporosarcina koreensis  G27  ชักนําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตบนพืน้ผิววัสดุ

ก่อสร้าง 

จากผลการศึกษาและพฒันารูปแบบการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอส   

S. koreensis  G27  ชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตบนพืน้ผิววสัดกุ่อสร้าง  (อิฐตวัอย่าง

ขนาด  6x12x6  เซนติเมตร)  ในชุดควบคมุท่ีใช้นํา้กลัน่ปราศจากเชือ้  100  มิลลิลิตร  เป็น

ของเหลวในการฉีดพ่นหรือทา  พบว่าด้านท่ีไม่ได้ทาสารเคลือบใสพืน้ผิวโดยรวมมีคราบตะกอนสี

ขาวปรากฏอยู่ปริมาณน้อยมาก  และเม่ือศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอพบว่ามี

ตะกอนสีขาวติดอยู่ตามผนังรูพรุนหรือตามผนังหลุมค่อนข้างบาง  เน่ืองจากมีการตกตะกอน

คาร์บอเนตได้เองของไอออนท่ีหลดุออกมาจากองค์ประกอบของวสัดซุึ่งใช้เป็นส่วนผสมอิฐตวัอย่าง

โดยมีนํา้เป็นตวัทําละลาย  (Jimenez-Lopez, et al., 2008, pp. 352–363)  อีกทัง้สภาวะท่ีเป็น

ดา่งอนัเกิดจากส่วนผสมของปนูซีเมนต์ร่วมด้วย  (Muynck, et al., 2008, pp. 875–885)  จึงทําให้

เกิดสภาวะท่ีเหมาะสมในการตกตะกอนคาร์บอเนตได้แตมี่ปริมาณน้อย  และเม่ือมีตะกอนสะสมไม่

มากพอท่ีจะส่งผลให้ผนังรูพรุนมีขนาดเล็กลง  จึงทําให้เปอร์เซ็นต์การดูดกลืนนํา้ของพืน้ผิวอิฐ
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ตวัอย่างมีคา่มากกว่าเม่ือเทียบกบัชดุทดลองและชดุควบคมุท่ีใช้อาหาร  urea-CaCl2  broth  100  

มิลลิลิตร  เป็นของเหลวในการฉีดพ่นหรือทา  ในส่วนของชุดควบคุมท่ีใช้อาหาร  urea-CaCl2  

broth  100  มิลลิลิตร  เป็นของเหลวในการฉีดพน่หรือทา  พบว่าด้านท่ีไม่ได้ทาสารเคลือบใสพืน้ผิว

โดยรวมมีคราบตะกอนสีขาว  และเม่ือศกึษาภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอพบว่ามีตะกอนสี

ขาวติดอยู่ตามผนงัรูพรุนหรือผนงัหลุมหนาแน่กว่าเม่ือเทียบกับชุดควบคมุท่ีใช้นํา้กลัน่ปราศจาก

เชือ้  เน่ืองมาจากพืน้ผิวของอิฐตัวอย่างยังมีเชือ้จุลินทรีย์ชนิดอ่ืนท่ีสามารถใช้อาหารเลีย้งเชือ้          

urea-CaCl2 broth และเม่ือทําการให้อาหารใหมใ่นทกุๆวนั  จึงสามารถชกันําให้เกิดการตกตะกอน

คาร์บอเนตได้อยา่งตอ่เน่ือง  เป็นเหตใุห้พบตะกอนสีขาวจบัตวัสะสมเกิดขึน้ได้            ซึ่งให้ผลการ

ทดลองคล้ายคลึงกบังานวิจยัของนกัวิจยัหลายๆท่าน  (Le Métayer-Levrel, et al., 1999, pp. 25-

34; Jimenez-Lopez, et al., 2008, pp. 352–363; Muynck, et  al., 2010, pp. 118–136)  แต่

เน่ืองจากเชือ้จลุินทรีย์ดงักล่าวมีประสิทธิภาพในการชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตไม่มาก

พอ  เม่ือเทียบกบัแบคทีเรีย  S. koreensis  G27  ดงันัน้จงึมีปริมาณตะกอนท่ีเกิดขึน้น้อยกว่าในชดุ

ทดลอง  จึงทําให้เปอร์เซ็นต์การดดูซึมนํา้ของพืน้ผิวอิฐตวัอย่างมีคา่น้อยกว่าในชุดทดลอง แตมี่ค่า

มากกวา่เม่ือเทียบกบัชดุควบคมุท่ีใช้นํา้กลัน่ปราศจากเชือ้  100  มิลลิลิตร  เป็นของเหลวในการฉีด

พ่นหรือทา  สําหรับชดุทดลองของรูปแบบการฉีดพ่นและรูปแบบของการทา  ท่ีใช้หวัเชือ้แบคทีเรีย

ปริมาตร  50  มิลลลิิตร  ผสมกบัอาหาร  urea-CaCl2  broth  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  พบว่าพืน้ผิว

โดยรวมมีคราบตะกอนสีขาวปรากฎอยู่ปริมาณมากท่ีสดุเม่ือเทียบกบัชดุควบคมุทัง้สอง  เน่ืองจาก

พืน้ผิวอิฐตวัอย่างมีการเจริญของแบคทีเรีย  S. koreensis  G27  อีกทัง้ยงัได้รับเชือ้ใหม่พร้อมกบั

อาหารเลีย้งเชือ้เพิ่มในทุกวนัจึงสามารถชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตได้อย่างต่อเน่ือง  

เป็นเหตใุห้พบตะกอนสีขาวจบัตวัสะสมกันอย่างหนาแน่นติดอยู่ตามผนงัรูพรุนหรือตามผนงัหลุม

เม่ือตรวจสอบด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบสเตอริโอ  และเม่ือมีตะกอนสะสมหนาแน่นติดอยู่ตามผนงัรู

พรุนส่งผลให้ขนาดของรูพรุนท่ีปรากฏในส่วนของพืน้ผิวอิฐตัวอย่างมีขนาดเล็กลง  หรืออาจ

ตกตะกอนสะสมปิดรูพรุนได้ในกรณีท่ีรูพรุนมีขนาดเล็กมาก  จึงทําให้เปอร์เซ็นต์การดดูซึมนํา้ของ

พืน้ผิวอิฐตวัอยา่งมีคา่น้อยกวา่เม่ือเทียบกบัชดุควบคมุ  (p < 0.05) เม่ือเทียบกบัชดุควบคมุ โดยใน

ชดุการทดลองท่ีใช้หวัเชือ้แบคทีเรียทัง้รูปแบบ SUG และ PUG  เป็นของเหลวในการฉีดพ่นหรือทา

นัน้ให้เปอร์เซ็นต์การดดูซมึนํา้ของพืน้ผิวอิฐตวัอย่างแตกตา่งกนัอย่างไมมี่อยา่งมีนยัสําคญั  

ข้อเสนอแนะ 

1. การนําแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอสและชกันําให้เกิดตะกอนคาร์บอเนตไปประยกุต์ใช้  

ควรมีการศึกษาประสิทธิภาพการตกตะกอนคาร์บอเนตกับตวัอย่างพืน้ผิวหินในสภาวะแวดล้อม

ตามธรรมชาต ิ
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2. ควรมีการศึกษารูปแบบการอยู่ร่วมกันของแบคทีเรียท่ีสามารถชักนําให้เกิดตะกอน

คาร์บอเนตกับกลุ่มจุลินทรีย์ประจําถ่ิน  เพ่ือให้เกิดประสิทธิภาพท่ีดีในการช่วยเสริมสร้างความ

แข็งแกร่งและป้องกนัการผกุร่อนของโบราณสถาน  และโบราณวตัถ ุ

3. ควรมีการศกึษาประสิทธิภาพการตกตะกอนคาร์บอเนตโดยประยกุต์ใช้อาหารเลีย้งเชือ้

ท่ีหาได้ง่ายตามธรรมชาตหิรือราคาถกู 
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ภาคผนวก  ก  สารเคมีและวิธีการเตรียม 

 

1. การเตรียมสีย้อมแกรม (Gram – strain) 

Crystal violet 

เตรียมสารละลาย A 

  Crystal violet (85% dye)   2.0 กรัม 

  Ethyl alcohol 95%    20.0 มิลลิลิตร 

ละลายสีในแอลกอฮอล์จนสีละลายหมด 

เตรียมสารละลาย B 

  Ammonium oxalate    0.8 กรัม 

  นํา้กลัน่      80.0 มิลลิลิตร 

ผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ถ้ามีตะกอนกรองก่อนใช้ และถ้าสี

เข้มข้นเกินไปอาจเจือจางสารละลาย A เป็น 1:10 ก่อนผสมกบัสารละลาย B 

Safranin O counterstrain (Stock solution) 

  Safranin O     2.5 กรัม 

  Ethyl alcohol 95%    80.0 มิลลิลิตร 

ละลายสีในแอลกอฮอล์จนสีละลายหมด 

Gram,s iodine solution (mordant) 

  Iodine (crystal)     1.0 กรัม 

  Potassium iodine (KI)    2.0 กรัม 

  นํา้กลัน่      300 กรัม 

ละลาย Iodine และ KI ในนํา้กลัน่ปริมาณน้อยๆก่อนแล้วเติมนํา้ให้ครบ 

แล้วเก็บไว้ในขวดสีนํา้ตาล 

Alcohol – acetone (decolorizer) 

Ethyl alcohol 95%    250.0 มิลลิลิตร 

Acetone     250.0 มิลลิลิตร 

2. สารละลายมาตรฐาน NH4Cl (50-250 ไมโครโมลาร์) 

เตรียม  Stock  solution  100  มิลลิโมลาร์  โดยการชัง่  NH4Cl  ด้วยเคร่ืองชัง่อย่าง

ละเอียด  4  ตําแหนง่  5.3490  กรัม  ละลายด้วยนํา้กลัน่และปรับปริมาตรจนครบ  1000  มิลลิลิตร  

ในขวดวดัปริมาตร  จากนัน้ทําการทําการปิเปตสารละลาย  100  มิลลิโมลาร์  NH4Cl  ปริมาตร  10  
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มิลลิลิตร  ใส่ลงในขวดวดัปริมาตร  และปรับปริมาตรด้วยนํา้กลัน่จนครบ  1000  มิลลิลิตร  จะได้

สารละลาย  1  มิลลิโมลาร์  NH4Cl  เพ่ือนําไปเตรียมสารละลาย NH4Cl  ความเข้มข้นต่างๆ  

(ตาราง  12) 

 

ตาราง  12  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน  50-250  ไมโครโมลาร์  NH4Cl 

 

ความเข้มข้นของสารละลาย 

NH4Cl (ไมโครโมลาร์) 

ปริมาตร 1 มิลลิโมลาร์ 

NH4Cl (มิลลิลิตร) 
ปริมาตรนํา้กลัน่ (มิลลิลิตร) 

0 0 100 

50 5 95 

100 10 90 

150 15 85 

200 20 80 

250 25 75 

 

นําสารละลายท่ีได้  (NH4Cl 0-250  ไมโครโมลาร์)  มาเติมนํา้ยา  Nessler’s  

reagent  ในอตัราส่วนสารละลายตอ่นํา้ยา  Nessler’s reagent  25:1  แล้วนําไปวดัคา่ดกูลืนแสง

ด้วยเคร่ืองเคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง  ท่ีความยาวคล่ืน  425  นาโนเมตร  เพ่ือสร้างกราฟ

มาตรฐานตอ่ไป 

3. การเตรียมสารละลาย  Nessler's  Reagent 

ทําการละลาย  KI  50 กรัม ด้วยนํา้กลัน่ชนิดกลัน่สองครัง้ ปริมาตร  35  มิลลิลิตร  

จากนัน้เติมสารละลายอ่ิมตวัของ  HgCl  จนกระทัง่สารละลายเกิดตะกอนสีส้มตกตะกอนอยู่ท่ีก้น

ภาชนะ หลงัจากนัน้เติมสารละลาย  9  นอร์มอล  NaOH  ปริมาตร  400  มิลลิลิตร  (ละลาย  

NaOH  300  กรัม ด้วยนํา้กลัน่ชนิดกลัน่สองครัง้แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร ในขวดวดัปริมาตร

ขนาด  1  ลิตร)  ลงในสารละลายข้างต้น แล้วตัง้ทิง้ไว้  3  วนัก่อนนําใช้ 

4. การเตรียมสารละลาย  CaCl2  เข้มข้น  1000  มิลลิโมลาร์ 

ทําการละลาย  CaCl2   147.02  กรัม  ด้วยนํา้กลัน่แล้วปรับปริมาตรให้ได้  1  ลิตร  

ในขวดวดัปริมาตร 
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5. การเตรียมสารละลาย  ยเูรีย  เข้มข้น  1000  มิลลิโมลาร์ 

ทําการละลาย ยูเรีย    60.06  กรัม  ด้วยนํา้กลัน่แล้วปรับปริมาตรให้ได้  1  ลิตร  ใน

ขวดวดัปริมาตร 

6. การเตรียมสารละลาย  100  มิลลิโมลาร์  Tris-HCl  buffer  pH 9.0 

เตรียมโดยละลาย  Tris  12  กรัม  ในนํา้กลัน่ท่ีผ่านการกําจดัไอออน  (Deionized  

water) จากนัน้ทําการปรับ  pH  ของสารละลายให้เทา่กบั  9.0  ด้วย  100  มิลลิโมลาร์  HCl 

7. การเตรียมสารละลาย  100  มิลลิโมลาร์  Phosphate  buffer  pH 7.0 

เตรียม  KH2PO4  +  Na2HPO4  โดยเตรียมสารละลายแตล่ะชนิดแยกกนัก่อน 

การเตรียมสารละลาย  stock  1  โมลาร์  Na2HPO4  (100 มิลลิลิตร) 

Na2HPO4    14.196  กรัม 

นํา้กลัน่    100  มิลลิลิตร 

จากนัน้นํา 1 โมลาร์ Na2HPO4 มาเจือจางให้ความเข้มข้นเท่ากบั 100 มิลลิโมลาร์ 

Na2HPO4 โดยการแบง่ 1 โมลาร์ Na2HPO4 มา 50 มิลลิลิตร แล้วเติมนํา้กลัน่ 450 มิลลิลิตร จะได้

สารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ Na2HPO4 

การเตรียมสารละลาย stock 1 โมลาร์ KH2PO4 (250 มิลลิลิตร) 

KH2PO4    34.02  กรัม 

นํา้กลัน่    250  มิลลิลิตร 

จากนัน้นํา 1 โมลาร์ KH2PO4 มาเจือจางให้ความเข้มข้นเทา่กับ 100 มิลลิโมลาร์ 

KH2PO4 โดยการแบ่ง 1 โมลาร์ KH2PO4 มา 50 มิลลิลิตร แล้วเติมนํา้กลัน่ 450 มิลลิลิตร จะได้

สารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ KH2PO4  

นําสารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ Na2HPO4 ปริมาตร 300 มิลลิลิตร นําไปปรับ pH 

โดยคอ่ยๆเติม100 มิลลิโมลาร์ KH2PO4 จนกว่า pH เท่ากบั 7.0 จะได้สารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ 

Phosphate buffer pH 7.0 

8. การเตรียมผงเมอร์เรกไซด์  อินดิเคเตอร์  ใช้ในปฏิบัติการ  EDTA  Titrimetric  

Method  เตรียมโดยทําการชัง่  Murexide  0.1  กรัม  และ  NaCl  50  กรัม  ลงในขวดแก้วสีชาและ

เขยา่ให้เข้ากนัแล้วปิดฝาให้สนิท 

9. การเทียบหาความเข้มข้น EDTA กบัสารละลายมาตรฐาน CaCO3 

ชัง่  anhydrous CaCO3  หนกั  1.00  กรัม  ใส่ใน  Beaker  แล้วเติม  50%  HCl  

อย่างช้าๆเพ่ือละลาย  CaCO3  เม่ือละลายหมด  เติมนํา้กลัน่ประมาณ  300  มิลลิลิตร  จากนัน้
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นําไปต้มประมาณ  5  นาทีเพ่ือไล่ก๊าซ  CO2  แล้วตัง้ทิง้ไว้ให้เย็น  ปรับให้มี  pH  ให้ได้  7  ด้วย  1 

นอร์มอล  NaOH  ทําการรินสารละลายท่ีปรับ pH แล้วลงในขวดวดัปริมาตร  เติมนํา้กลัน่ให้ได้

ปริมาตร  1000 มิลลิลิตร  ซึ่งจะได้สารละลาย CaCO3  ท่ีมีความเข้มข้น 0.01 โมลาร์  หลงัจากนัน้

ทําการดูดสารละลาย CaCO3 (0.01 โมลาร์) 50 มิลลิลิตร ด้วยไปเปตวัดปริมาตรลงในขวด

ปริมาตรทรงกรวยขนาด  250  มิลลิลิตร  แล้วเติมสารละลาย  1 นอร์มอล  NaOH  1-2  มิลลิลิตร  

เติมผงเมอร์เรกไซด์  อินดิเคเตอร์  เขย่าให้เข้ากนั  จากนัน้นําไปไตเตรทกบัสารละลาย  EDTA  ท่ี

เตรียมได้  ทําการไตเตรทจากสีชมพู  (สีเ ร่ิมต้น)  จนกระทั่งสารละลายเปล่ียนเป็นสีม่วง  

(จุดสิน้สุด)  การคํานวณ  โดยการอ่านปริมาตร  EDTA  (หน่วยเป็นมิลลิลิตร)  แล้วคํานวณหา

ความเข้มข้นของสารละลาย EDTA ด้วยสตูร 

 

N1 x V1 = N2 x V2 

 

N1 คือ ความเข้มข้นของสารละลาย CaCO3 0.01 โมลาร์ 

V1 คือ ปริมาตรของสารละลาย CaCO3 50 มิลลิลิตร 

N2 คือ ความเข้มข้นของสารละลาย EDTA ท่ีต้องการหา 

V2 คือ ปริมาตรของสารละลาย EDTA ท่ีใช้ในการไตเตรท 
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ภาคผนวก  ข  อาหารเลีย้งเชือ้และวิธีการเตรียม 

 

1. Nutrient agar (Merck) 

สว่นประกอบ 

Meat extract     3.0  กรัม 

Peptone from meat    5.0  กรัม 

Agar      15.0  กรัม 

นํา้กลัน่      1,000  มิลลิลิตร 

เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ Nutrient agar ท่ีสดัส่วน 20 กรัมตอ่นํา้ 1 ลิตร คนจนละลาย

หมด ปรับ pH 6.8±2 นําไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอ ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ

ดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

2. Nutrient  broth (Merck) 

สว่นประกอบ 

Meat extract     3.0  กรัม 

Peptone from meat    5.0  กรัม 

นํา้กลัน่      1,000  มิลลิลิตร 

เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ Nutrient broth  ท่ีสดัส่วน 8 กรัมตอ่นํา้ 1 ลิตร คนจนละลาย

หมด ปรับ pH 6.8±2 นําไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอ ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ

ดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

3. Urea-CaCl2 agar (HIMEDIA) 

สว่นประกอบ 

Nutrient  broth     3.0  กรัม 

NaHCO3      2.12  กรัม 

NH4Cl      10  กรัม 

CaCl2∙H2O      4.41  กรัม 

สารละลาย Urea 50%     40  มิลลิลิตร 

Agar      15  กรัม 

นํา้กลัน่      960  มิลลิลิตร 

ชัง่ส่วนประกอบแต่ละชนิดใส่ลงในนํา้กลัน่ 960 มิลลิลิตร  นําไปต้มให้ละลาย ปรับ  

pH7.0  นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดันไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน             
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15  ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา  15  นาที  เม่ืออาหารมีอณุหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส จึงเติม

สารละลาย  50%  ยเูรีย  (w/v)  ท่ีผ่านการกรองแบคทีเรียด้วย  Milipore  0.2  ไมโครเมตร  

ปริมาตร  40 มิลลิลิตร  แล้วนําไปเทลงบนจานเพาะเชือ้ท่ีผา่นการฆา่เชือ้แล้ว 

4. Urea – CaCl2  broth  (ยเูรีย  50 มิลลิโมลาร์,  CaCl2  30  มิลลิโมลาร์,  pH  7.0) 

สว่นประกอบ 

Nutrient  broth     3.0  กรัม 

สารละลาย CaCl2∙H2O 1000 มิลลิโมลาร์  30  มิลลิลิตร 

สารละลายยเูรีย  1000  มิลลิโมลาร์   50  มิลลิลิตร 

นํา้กลัน่      920  มิลลิลิตร 

ชั่ง Nutrient  broth ใส่ลงในนํา้กลั่น 920 มิลลิลิตร นําไปต้มให้ละลายแล้วปรับ 

pH7.0 แล้วนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน       

15  ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที ปล่อยให้เย็น จากนัน้เติมสารละลาย1000 มิลลิโมลาร์ 

CaCl2∙H2O และ 1000 มิลลิโมลาร์ ยเูรียท่ีผ่านการกรองด้วย Milipore 0.2 ไมโครเมตร ปริมาตร  

30 มิลลิลิตร และ 50 มิลลิลิตรตามลําดบั 

5. Urea broth (ยเูรีย 50 มิลลิโมลาร์, pH 7.0) 

สว่นประกอบ 

Nutrient  broth      3.0 กรัม 

สารละลาย ยเูรีย1000 มิลลิโมลาร์    50 มิลลิลิตร 

สารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ Phosphate buffer pH 7.0 950 มิลลิลิตร 

ชัง่ Nutrient  broth ใส่ลงในสารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ phosphate buffer pH7.0 

ปริมาตร 950 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที เม่ืออาหารมีอณุหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส จึง

เติมสารละลาย1000 มิลลิโมลาร์  ยเูรียท่ีผ่านการกรองด้วย Milipore 0.2 ไมโครเมตร ปริมาตร    

50 มิลลิลิตร 
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6. Urea broth (ยเูรีย  50  มิลลิโมลาร์,  pH  8.0) 

สว่นประกอบ 

Nutrient  broth      3.0 กรัม 

สารละลาย ยเูรีย1000 มิลลิโมลาร์    50 มิลลิลิตร 

สารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ Phosphate buffer pH 8.0 950 มิลลิลิตร 

ชัง่ Nutrient  broth ใส่ลงในสารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ phosphate buffer pH 8.0 

ปริมาตร 950 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที เม่ืออาหารมีอณุหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส   

จึงเติมสารละลาย1000 มิลลิโมลาร์  ยเูรียท่ีผ่านการกรองด้วย Milipore 0.2 ไมโครเมตร ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร 

7. Urea broth (ยเูรีย  50  มิลลิโมลาร์,  pH 9.0) 

สว่นประกอบ 

Nutrient  broth      3.0 กรัม 

สารละลาย ยเูรีย1000 มิลลิโมลาร์    50 มิลลิลิตร 

สารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl buffer pH 9.0  950 มิลลิลิตร 

ชัง่ Nutrient  broth  ใส่ลงในสารละลาย  100  มิลลิโมลาร์  Tris-HCl  buffer  pH 9.0  

ปริมาตร  950  มิลลิลิตร  นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอ ท่ีอณุหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  

ความดัน  15  ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา  15  นาที  เม่ืออาหารมีอุณหภูมิ  45-50               

องศาเซลเซียส  จึงเติมสารละลาย  1000  มิลลิโมลาร์  ยูเรียท่ีผ่านการกรองด้วย  Milipore                 

0.2  ไมโครเมตร  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร 

8. Urea broth (ยเูรีย  25  มิลลิโมลาร์,  pH 7.0) 

สว่นประกอบ 

Nutrient  broth      3.0 กรัม 

สารละลาย  Urea  1000 มิลลิโมลาร์    25 มิลลิลิตร 

สารละลาย  100  มิลลิโมลาร์  Phosphate buffer  pH 7.0 975 มิลลิลิตร 

ชัง่  Nutrient  broth ใส่ลงในสารละลาย  100  มิลลิโมลาร์  Phosphate  buffer     

pH 7.0  ปริมาตร  975  มิลลิลิตร  นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอ  ท่ีอุณหภูมิ  121     

องศาเซลเซียส  ความดนั  15  ปอนด์ตอ่ตารางนิว้  เป็นเวลา  15  นาที  เม่ืออาหารมีอุณหภูมิ     
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45-50  องศาเซลเซียส  จึงเติมสารละลาย  1000  มิลลิโมลาร์  ยเูรียท่ีผ่านการกรองด้วย  Milipore  

0.2  ไมโครเมตร  ปริมาตร  25  มิลลิลิตร 

9. Urea  broth  (ยเูรีย  100  มิลลิโมลาร์,  pH 7.0) 

สว่นประกอบ 

Nutrient  broth      3.0 กรัม 

สารละลาย ยเูรีย 1000 มิลลิโมลาร์    100 มิลลิลิตร 

สารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ Phosphate buffer pH 7.0 900 มิลลิลิตร 

ชัง่ Nutrient  broth ใส่ลงในสารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ Phosphate buffer pH 7.0

ปริมาตร 900 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที เม่ืออาหารมีอณุหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส   

จึงเติมสารละลาย  1000  มิลลิโมลาร์  ยูเรียท่ีผ่านการกรองด้วย  Milipore 0.2 ไมโครเมตร 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

10. Urea broth (ยเูรีย 200 มิลลิโมลาร์, pH 7.0) 

สว่นประกอบ 

Nutrient  broth      3.0 กรัม 

สารละลาย ยเูรีย 1000  มิลลิโมลาร์    200 มิลลิลิตร 

สารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ Phosphate buffer pH 7.0 800 มิลลิลิตร 

ชัง่ Nutrient  broth ใส่ลงในสารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ Phosphate buffer pH 7.0 

ปริมาตร 800 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดันไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที เม่ืออาหารมีอณุหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส   

จึงเติมสารละลาย1000 มิลลิโมลาร์ ยเูรียท่ีผ่านการกรองด้วย Milipore 0.2 ไมโครเมตร ปริมาตร 

200 มิลลิลิตร 

11. Urea broth (ยเูรีย  300  มิลลิโมลาร์,  pH 7.0) 

สว่นประกอบ 

Nutrient  broth      3.0 กรัม 

สารละลาย ยเูรีย 1000 มิลลิโมลาร์    300 มิลลิลิตร 

สารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ Phosphate buffer pH 7.0 700 มิลลิลิตร 

ชัง่ Nutrient  broth ใส่ลงในสารละลาย 100 มิลลิโมลาร์ Phosphate buffer pH 7.0 

ปริมาตร 700 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอ ท่ีอณุหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  
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ความดนั  15  ปอนด์ต่อตารางนิว้  เป็นเวลา  15  นาที  เม่ืออาหารมีอุณหภูมิ  45-50              

องศาเซลเซียส  จึงเติมสารละลาย  1000  มิลลิโมลาร์  ยูเรียท่ีผ่านการกรองด้วย Milipore          

0.2 ไมโครเมตร ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 

12. Urea broth (ยเูรีย 400 มิลลิโมลาร์, pH 7.0) 

สว่นประกอบ 

Nutrient  broth      3.0 กรัม 

สารละลาย  Urea  1000 มิลลิโมลาร์    400 มิลลิลิตร 

สารละลาย  100 มิลลิโมลาร์  Phosphate buffer pH 7.0 600 มิลลิลิตร 

ชัง่ Nutrient  broth  ใส่ลงในสารละลาย  100  มิลลิโมลาร์  Phosphate buffer  pH 

7.0  ปริมาตร  600  มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดันไอ  ท่ีอุณหภูมิ  121            

องศาเซลเซียส  ความดนั  15 ปอนด์ต่อตารางนิว้  เป็นเวลา  15  นาที  เม่ืออาหารมีอุณหภูมิ      

45-50  องศาเซลเซียส  จึงเติมสารละลาย  1000  มิลลิโมลาร์ ยเูรียท่ีผ่านการกรองด้วย  Milipore  

0.2  ไมโครเมตร  ปริมาตร  400  มิลลิลิตร 

13. Urea – CaCl2 broth (Urea 50 มิลลิโมลาร์, CaCl2 15 มิลลิโมลาร์ , pH 7.0) 

สว่นประกอบ 

Nutrient  broth      3.0 กรัม 

สารละลาย  CaCl2∙2H2O  1000  มิลลิโมลาร์    15

 มิลลิลิตร 

สารละลาย  ยเูรีย  1000  มิลลิโมลาร์    50 มิลลิลิตร 

สารละลาย  100  มิลลิโมลาร์  Phosphate  buffer  pH 7.0 935 มิลลิลิตร 

ชัง่  Nutrient  broth  ใส่ลงในสารละลาย Phosphate buffer  pH 7  935  มิลลิลิตร  

นําไปต้มให้ละลาย แล้วนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอ ท่ีอณุหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  

ความดัน   15  ปอนด์ต่อตารางนิ ว้   เ ป็นเวลา  15  นาที   เ ม่ืออาหารมีอุณหภูมิ   45-50              

องศาเซลเซียส  จงึเตมิสารละลาย1000  มิลลิโมลาร์  CaCl2∙ H2O  และ  1000  มิลลิโมลาร์  Urea  

ท่ีผ่านการกรองด้วย  Milipore  0.2  ไมโครเมตร  ปริมาตร  15  มิลลิลิตร  และ  50  มิลลิลิตร

ตามลําดบั 
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14. Urea – CaCl2 broth (ยเูรีย 50 มิลลิโมลาร์, CaCl2 30 มิลลิโมลาร์ , pH 7.0) 

สว่นประกอบ 

Nutrient  broth      3.0 กรัม 

สารละลาย  CaCl2∙2H2O 1000 มิลลิโมลาร์    30 มิลลิลิตร 

สารละลาย  ยเูรีย  1000  มิลลิโมลาร์    50 มิลลิลิตร 

สารละลาย  100 มิลลิโมลาร์ Phosphate buffer pH 7.0 920 มิลลิลิตร 

ชัง่ Nutrient  broth ใส่ลงในสารละลาย Phosphate buffer pH7.0  920 มิลลิลิตร 

นําไปต้มให้ละลาย แล้วนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  

ความดนั  15  ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา  15  นาที  เม่ืออาหารมีอุณหภูมิ  45-50 องศา

เซลเซียส จึงเติมสารละลาย1000 มิลลิโมลาร์  CaCl2∙H2O  และ  1000  มิลลิโมลาร์  ยเูรียท่ีผ่าน

การกรองด้วย Milipore  0.2  ไมโครเมตร  ปริมาตร  30  มิลลิลิตร  และ  50  มิลลิลิตรตามลําดบั 

15. Urea – CaCl2 broth (ยเูรีย  50 มิลลิโมลาร์, CaCl2 60 มิลลิโมลาร์ , pH 7.0) 

สว่นประกอบ 

Nutrient  broth      3.0 กรัม 

สารละลาย  CaCl2∙2H2O 1000 มิลลิโมลาร์    60 มิลลิลิตร 

สารละลาย  ยเูรีย 1000 มิลลิโมลาร์    50 มิลลิลิตร 

สารละลาย  100 มิลลิโมลาร์ Phosphate buffer pH 7.0 890 มิลลิลิตร 

ชัง่  Nutrient   broth  ใส่ลงในสารละลาย Phosphate buffer pH7.0  890  มิลลิลิตร  

นําไปต้มให้ละลาย  แล้วนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที เม่ืออาหารมีอณุหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส   

จึงเติมสารละลาย  1000  มิลลิโมลาร์  CaCl2∙H2O  และ 1000 มิลลิโมลาร์ ยเูรียท่ีผ่านการกรอง

ด้วย Milipore 0.2  ไมโครเมตร  ปริมาตร  60  มิลลิลิตร  และ  50  มิลลิลิตรตามลําดบั 

 

 

 

 

 

 



87 

 

 

16. Urea – agar (HIMEDIA) 

สว่นประกอบสารละลาย Urea – agar base 

Urea – agar base      29 กรัม 

นํา้กลัน่       100 มิลลิลิตร 

สว่นประกอบของ water agar 

Agar       15 กรัม 

นํา้กลัน่       900 มิลลิลิตร 

ชัง่  Agar  15  กรัม  ใสล่งในนํา้กลัน่  900  มิลลิลิตร  นําไปต้มให้ละลายแล้วนําไปนึ่ง

ฆา่เชือ้ด้วยหม้อนึง่ความดนัไอ  ท่ีอณุหภมูิ  121  องศาเซลเซียส  ความดนั  15  ปอนด์ตอ่ตารางนิว้  

เป็นเวลา  15  นาที  เม่ืออาหารมีอณุหภูมิ  45-50  องศาเซลเซียส  จึงเติมสารละลาย  Urea – 

agar base  ท่ีผ่านการกรองด้วย  Milipore  0.2  ไมโครเมตร  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  แล้วนําไป

เทลงบนจานเพาะเชือ้ท่ีผา่นการฆา่เชือ้แล้ว 
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ภาคผนวก  ค  วิธีการตรวจสอบเอกลักษณ์ของเชือ้เบือ้งต้น 

 

1. การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชือ้ ได้แก่ การติดสีย้อมแกรมและ

รูปร่างของเชือ้โดยวิธีการย้อมแกรม ดงันี ้

1.1 ทําความสะอาดสไลด์ด้วยผงซักฟอกให้ทัว่ทัง้สองด้านของสไลด์ ทิง้ให้แห้งพอ

หมาดๆ แล้วใช้ผ้าสะอาดเช็ดคราบผงซกัฟอกออกให้หมดของสไลด์ทัง้ 2 ด้าน 

1.2 ใช้ห่วงเข่ียเชือ้จุ่มนํา้แตะบนสไลด์ 1-2 ลปู เข่ียเชือ้ท่ีเจริญบนอาหารแข็งอายไุม่

เกิน 24 ชัว่โมง ให้ตดิหว่งเข่ียเชือ้มาเพียงเล็กน้อย แตะเชือ้ลงบนหยดนํา้ แล้วละเลงเชือ้ให้กระจาย

ปล่อยไว้ให้แห้ง แล้วลนผ่านเปลวไฟค่อนข้างเร็วประมาณ 2-3 ครัง้ ไม่ต้องให้ร้อนเกินไปเพ่ือให้

เซลล์ยดึกบัสไลด์ 

1.3 หยดสี Crystal violet ให้ท่วมรอยเกล่ีย ทิง้ไว้นาน 1 นาที เทสีท่ีเหลือค้างบน

สไลด์ทิง้ 

1.4 หยดสารละลาย Gram,s iodine นาน 1 นาที สารละลายไอโอดีนจะช่วยทําให้

เซลล์ตดิสีย้อมได้ดีย่ิงขึน้ 

1.5 ล้างสีออกด้วยสารละลายแอลกอฮอล์อาซีโตน จนกระทัง่ไม่มีสีม่วงละลายออก

มาแล้วล้างนํา้ทนัที โดยให้ผา่นนํา้เบาๆ 

1.6 ย้อมทบัด้วยการหยดสี Safranin O ทิง้ไว้นาน 1 นาที 

1.7 เทสีทิง้ ล้างด้วยนํา้โดยให้นํา้ผา่นเบาๆวางไว้ให้สีแห้ง 

1.8 นําไปดูด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ 2 ตา โดยติดสีย้อมท่ีสองเป็นสีแดงของ  

Safranin O แสดงถึง แบคทีเรียเป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Gram – Negative) ถ้าติดสีย้อมแรกเป็นสี

นํา้เงินของ Crystal violet แสดงถึง แบคทีเรียเป็นกลุม่แบคทีเรียแกรมบวก (Gram – Positive) 

2. Motility (hanging drop) 

 ทําความสะอาดสไลด์หลมุและ cover slip เพาะเชือ้ลงอาหารเอียง (NA slant )บม่

เชือ้เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใช้หว่งเข่ียเชือ้จุม่นํา้แตะลงบน cover slip 1-2 ลปู แล้วใช้ห่วงเข่ียเชือ้ท่ีเผา

ไฟเพ่ือฆ่าเชือ้อ่ืนๆ แล้วเข่ียเชือ้ท่ีเจริญบนอาหารเอียงให้ติดลวดเข่ียเชือ้มาเพียงเล็กน้อย แตะเชือ้

ลงบนหยดนํา้ แล้วเข่ียเชือ้ให้กระจายอยู่ในหยดนํา้ จากนัน้เผาห่วงเข่ียเชือ้อีกครัง้เพ่ือฆ่าเชือ้ท่ีติด

ค้างอยู่แล้วจุ่มนํา้มาแตะลงบนมมุทัง้ 4 ของ cover slip และนําสไลด์หลมุมาปิดลงบนแผ่น cover 

slip ท่ีเตรียมเชือ้ไว้จงึนําไปสอ่งดดู้วยกล้องจลุทรรศน์ 
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3. การทดสอบคณุสมบตักิารสร้างเอนไซม์คาตาเลส 

 เป็นการทดสอบเพ่ือจําแนกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม์คาตาเลส  (catalase)  

โดยปกตกิระบวนการหายใจแบบไม่ต้องใช้ออกซเจน อะตอมของไฮโดรเจนจะรวมตวักบัออกซิเจน  

ทําให้เกิดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  (H2O2)  ซึ่งเป็นอันตรายต่อเซลล์  แต่แบคทีเรียส่วนใหญ่

สามารถผลิตเอนไซม์คาตาเลสเพ่ือยอ่ยสลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  ดงัสมการ 

       Catalase 

  2H2O2      2H2O2 + O2 

วิธีการ 

 หยด  3%  2H2O2  ลงบนแผ่นสไลด์  ใช้ห่วงเข่ียเชือ้  เข่ียเชือ้ท่ีเลีย้งในอาหาร  

nutrient  agar  แตะลงในหยดของ  2H2O2  สงัเกตปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ 

การอา่นผล 

 ผลเป็นบวก:  มีฟองแก๊สเกิดขึน้ทนัที  แสดงวา่สามารถสร้างเอนไซม์คาตาเลส 

 ผลเป็นลบ:    ไมมี่ฟองแก๊สเกิดขึน้  แสดงวา่ไมส่ามารถสร้างเอนไซม์คาตาเลสได้ 

4. การทดสอบอินโดล 

 การทดสอบการสร้างสารอินโดล  (indole)  โดยใช้วิธี  Kovacs’  Method   

วิธีการ 

 ปลกูเชือ้ลงในอาหารเหลว  tryptone หรืออาหารอ่ืนๆท่ีเหมาะสม  ชน่  MIO,  SIM  

บม่ไว้เป็นเวลา  24-48  ชัว่โมง  ท่ีอณุหภมูิห้อง  แล้วเตมิ  Kovacs’  reagent  0.5  มิลลิลิตร  ลงไป 

การอา่นผล 

 ผลเป็นบวก:  สีแดงท่ีผิวชัน้บนของอาหาร 

 ผลเป็นลบ:    ไมเ่กิดสี  ถ้าเป็นสีส้มจดัเป็น  variable  เน่ืองจาก  tryptophan  ถกูออก

ซิไดส์ไปเป็น  Skatole  (methyl  indole) 

สารทดสอบ  Kovacs  ละลาย  10  กรัมของ  p-dimethylaminobenzaldehyde  ใน  

butyl  alcohol  หรือ  isoamyl  150  มิลลิลิตร  ทําให้ร้อนท่ี  56  องศาเซลเซียส  จนกระทัง่ละลาย

หมดทําให้เย็นเติม  HCl  เข้มข้น  50  มิลลิลิตร  อย่างช้าๆเก็บในขวดหยดสีชาและไว้ในตู้ เย็น    

สารทดสอบควรมีสีเหลืองออ่น 

 



90 

 

 

 

5. การทดสอบออกซิเดส 

 การทดสอบ  oxidase  โดยใช้วิธี  Kovacs’  Method   

วิธีการ 

 วางกระดาษกรองท่ีอ่ิมตวัด้วย  0.5  %  tetramethyl-p-phenylenediamine  HCl   

ลงในจานเลีย้งเชือ้  จากนัน้ใช้ห่วงเข่ียเชือ้  เข่ียโคโลนีออกมาทดสอบโดยลากโคโลนีไปมาบน 

กระดาษ 

การอา่นผล 

 ผลเป็นบวก:  สีมว่งเข้มภายใน  10  วินาที 

 ผลเป็นลบ:    ไมเ่กิดสี 

6. การทดสอบ  Voges–Proskauer  test 

 การทดสอบ  Voges–Proskauer  โดยใช้วิธี  Barritt’s  Method 

วิธีการ 

 ปลูกเชือ้ลงใน  MR-VP  medium  บ่มท่ีอุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  เวลา            

48  ชัว่โมง  จากนัน้ดดูเชือ้ท่ีเพาะได้ปริมาตร  1  มิลลิลิตร  ใส่ในหลอดทดลองแล้วเติม  0.6  

มิลลิลิตร  ของ  5  %   narphthol  solution  แล้วเติม  0.6  มิลลิลิตร  ของ  5  %  KOH  เขย่าให้

เข้ากนั 

การอา่นผล 

 ผลเป็นบวก:  สีแดงภายใน  10  นาที 

 ผลเป็นลบ:    สีเหลือง 

7. การจําแนกชนิดแบคทีเรียโดยหาลําดบันิวคลีโอไทด์  โดยการ  cross  streak  เชือ้

แบคทีเรียไอโซเลท G27 ลงบนจานอาหารเลีย้งเชือ้  Nutrient agar จากนัน้ส่งไปยงั  ศนูย์พนัธุ

วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ  เลขท่ี  113  อุทยานวิทยาศาสตร์ประเทศไทย ถนน

พหลโยธิน ตําบลคลองหนึ่ง อําเภอคลองหลวง จงัหวดัปทมุธานี 12120  ซึ่งสามารถหาลําดบั        

นิวคลีโอไทด์ได้ดงัตาราง 13 
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ตาราง  13  ลาํดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรีย ไอโซเลท G27 

 

แบคทีเรีย 
บริเวณของ 

ลําดบันิวคลีโอไทด์ 
ลําดบันิวคลีโอไทด์  (5’  ถึง  3’) 

G27 16S  rDNA TGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATG

CAAGTCGAGCGGATTGAAGGGAGCTTGCTCCCTGATA

TTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCT

GCCCTGCAGATGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGC

TAATACCGAATAATCGGTTCTTCCGCATGGAAGAACTC

TGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTGCAGGATGGGCCC

GCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACC

AAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATC

GGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA

CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACG

AAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAG

GTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCGAGGGAAGAAC

AAGTACGGGAGTAACTGCCCGTACCTTGACGGTACCT

CGTCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC

GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTA

TTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCT

GATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATT

GGAAACTGGAGGACTTGAGTACAGAAGAGGAAAGCG

GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTG

GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGT

AACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC

AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT

GAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGC
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TGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC

GGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGA 

 

ตาราง  13  (ต่อ) 

 

แบคทีเรีย 
บริเวณของ 

ลําดบันิวคลีโอไทด์ 
ลําดบันิวคลีโอไทด์  (5’  ถึง  3’) 

G27 16S  rDNA CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG

CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCT

GACCGGTGTAGAGATACATCTTTCCCTTCGGGGACAG

CGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT

CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC

CCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTA

AGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG

ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA

CACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGGGCTGCAAA

CCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCATAAAACCGTTCCC

AGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGC

CGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGT

GAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCAC

ACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTA

ACCCTTACGGGAG 

 

 

 

 

 

 

 

 



93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ผลงานตีพมิพ์ 
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