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งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือทําการคดัแยกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยูรีเอสและสามารถ

ชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนต  จากดินพืน้ท่ีเกษตรกรรม  ดินกากตะกอนแห้งของระบบ

บําบดันํา้เสีย  และพืน้ผิวสถูปเจดีย์  เพ่ือทดสอบศกัยภาพในการอนุรักษ์พืน้ผิวหินประดบั  ซึ่งจะ

เป็นประโยชน์ในด้านการอนรัุกษ์พืน้ผิวโบราณสถานและโบราณวตัถดุ้วยวิธีชีวภาพ  ผลการวิจยัพบ

โคโลนีแบคทีเรียท่ีมีตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตบนอาหาร  urea-CaCl2  agar  จํานวน  96  ไอโซ

เลท  ในจํานวนนีเ้ม่ือทําการทดสอบยืนยนัการสร้างเอนไซม์ยรีูเอสพบว่ามี  19  ไอโซเลทท่ีสามารถ

เปล่ียนสีของอาหาร  urea agar  และเม่ือทําการวดัปริมาณแอมโมเนีย - ไนโตรเจนทัง้หมดท่ีถกู

ปล่อยออกมา  ด้วยวิธี  Nessler  assay  method  พบว่ามี  6  ไอโซเลท  (G2,  G9,  G27,  P30,  

S12,  S14)  ท่ีให้ค่า  Urease  activity  สูงกว่า  0.15  unit/ml  สําหรับการศึกษาสภาวะท่ี

เหมาะสมและปัจจยัท่ีมีผลตอ่การทํางานของเอนไซม์ยรีูเอส  ได้แก่  ความเป็นกรดดา่ง  (pH)  ของ

อาหาร  (7, 8 และ 9)  ความเข้มข้นยูเรีย  (25,  50,  100,  200,  300  และ  400  มิลลิโมลาร์)  

และความเข้มข้นแคลเซียมคลอไรด์  (15,  30  และ  60  มิลลิโมลาร์)  พบว่าไอโซเลท  G27  

สามารถชักนําการตกตะกอนคาร์บอเนตได้มากท่ีสุดโดยให้นํา้หนกัแห้งของตะกอนเท่ากับ  3.1  

mg/ml  เม่ือเลีย้งท่ีอณุหภูมิ  30°˚C  เป็นเวลา  16  ชัว่โมง  ในสภาวะของอาหารเลีย้งเชือ้ท่ี  ระดบั  

pH7  ซึง่มีความเข้มข้นของ  ยเูรีย  50  มิลลิโมลาร์  และ  แคลเซียมคลอไรด์  30  มิลลิโมลาร์  เม่ือ

ทําการจําแนกสายพนัธุ์โดยการหาลําดบั    นิวคลีโอไทด์บริเวณ  16S  rDNA  (Full  sequence: ~ 

1,400 bp)  พบว่าไอโซเลท  G27  คือ Sporosarcina koreensis  ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวก  

รูปร่างท่อน  และเม่ือนําแบคทีเรีย  Sporosarcina koreensis G27  มาศกึษาการชกันําให้เกิดการ

ตกตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนต  บนพืน้ผิววสัดกุ่อสร้างด้วยวิธีคอลมัน์ทราย  พบว่ามีอตัราการเกิด

ตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนตสงูสดุเทา่กบั  0.08  มิลลิกรัมตอ่นํา้หนกัทราย  1  กรัมตอ่วนั  จากการ

ตรวจสอบทางกายภาพโดยใช้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  พบว่าเซลล์แบคทีเรียถูก



เคลือบด้วยตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนต  สําหรับผลการชกันําให้เกิดตะกอนแคลเซียมคาร์บอเนต

บนพืน้ผิวอิฐตวัอย่างสองขนาดซึ่งแช่อยู่ในอาหารเหลว  urea-CaCl2  ภายใต้สภาวะแบบเขย่า

สําหรับอิฐตวัอยา่งชิน้เล็กและสภาวะแบบไม่เขย่าสําหรับอิฐตวัอย่างชิน้ใหญ่  พบว่าชิน้อิฐตวัอย่าง

มีนํา้หนกัเพิ่มขึน้ในชดุทดลองทัง้สองสภาวะ  โดยในชดุทดลองของชิน้อิฐตวัอย่างชิน้เล็กมีนํา้หนกั

เพิ่มขึน้สงูสดุหลงัจากบม่เป็นเวลา 20 วนั จากนัน้ทําการศกึษาประสิทธิภาพของตะกอนแคลเซียม

คาร์บอเนตท่ีเกิดใหม ่ โดยวดันํา้หนกัท่ีหายไปของชิน้อิฐตวัอย่างหลงัจากการผ่านคล่ืนเสียงความถ่ี

สงูในระยะเวลาของการบม่ท่ีตา่งกนั  พบว่าท่ีผิวของชิน้อิฐตวัอย่างชิน้ใหญ่มีความเสียหายเกิดขึน้

น้อยกวา่อิฐตวัอยา่งชิน้เล็กและชดุควบคมุ  จากผลการศกึษานีชี้ใ้ห้เห็นว่าแบคทีเรีย  S. koreensis 

G27  มีศกัยภาพในการนําไปใช้อนุรักษ์พืน้ผิววสัดุท่ีมีรูพรุนได้  จากการศึกษาวิธีการประยุกต์ใช้

แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอสเพ่ือประโยชน์ในการอนรัุกษ์พืน้ผิวหินประดบั  โดยวิธีการการฉีดพ่น

หรือทาแบคทีเรียลงบนพืน้ผิวของอิฐตวัอย่างขนาด  6x12x6  เซนติเมตร  พบว่าการใช้ S. 

koreensis G27  ท่ีเตรียมในอาหารเหลว  urea-CaCl2  เข้มข้น  2.0x107  cfu/มิลลิลิตร  ปริมาตร  

50  มิลลิลิตร  ฉีดพ่นหรือทาลงบนอิฐตวัอย่างสามารถชักนําให้เกิดการตกตะกอนแคลเซียม

คาร์บอเนตได้ในปริมาณสูงสดุ  และพบว่าอิฐท่ีใช้ทดสอบมีอตัราการดดูซึมนํา้ลดลง  จากผลการ

ทดลองท่ีได้แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของการตกตะกอนแคลเซียมโดยการชกันําของแบคทีเรีย

ซึ่งสามารถนําไปประยุกต์ใช้ในการอนุรักษ์พืน้ผิววสัดกุ่อสร้างของอาคารบ้านเรือน โบราณวัถตุ

โบราณสถานหรือสถาปัตยกรรมตา่งๆ ท่ีทําจากวสัดกุ่อสร้างท่ีเป็นหินด้วยวิธีชีวภาพได้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 



 

The  objective  of  this  research  was  to isolate  ureolytic  bacteria  which  

capable  of  inducing  carbonate  precipitation  from  agricultural  soil,  digested  sludge  

and  surface  of  historic  pagoda  in  order  to apply  as  biological  method  for  

conservation  of  historical  antiques  and  ancient  remains.  96  morphologically  

different  isolates  were  found  to  form  CaCO3  precipitation  on  urea-CaCl2  agar  

medium.  Among  them,  19  isolates  were  confirmed  to  be  ureolytic  bacteria  by  

changing  in  color  of  urease  test  agar  medium.  6 out  of  19  isolates  (G2, G9, G27, 

P30, S12, and S14)  showed  urease  activities  over  0.15  unit/ml.  The  conditions  for  

urease  activity  were  optimized  by  varying  pH  of  media  (7, 8, and 9),  urea  

concentrations  (25, 50, 100, 200, 300, and 400 mM),  and  CaCl2  concentrations  (15, 

30, and 60 mM).  It  was  found  that  the  isolate  G27  could  induce  carbonate  

precipitation  at  the  higest  level  of  3.1  mg/ml  dry  weight,  when  the  culture  was  

incubated  at  30 °C  for  16 h  on  the  optimized  media  containing  50 mM  urea  and  

30 mM  CaCl2,  pH7.  For  identification  the  full  sequence  of  16S  rDNA  (~1,400 bp)  

of  the  isolate  were  investigated.  The  result  showed  that  G27  was  Gram-positive  

bacteria  and  classified  as  Sporosarcina koreensis .  Induction of calcium carbonate or 

calcite  precipitation  on  surface  and  subsurface  of  the  support  blocks  (used  as  

ornamental  stone)  by  Sporosarcina koreensis G27  was,  then,  determined  by  

microbial  plugging  of  sand  column.  The  results  showed  the  highest  precipitation  

rate  at  0.08  mg/g  of  sand/day.  Examination  by  scanning  electron  microscope  

revealed  the  bacterial  cells  located  in  the  middle  of  calcite  crystal  as  nucleation  

sites.  Weight  increase  through  biomineralization  experiment  was  carried  out  on  

different  sizes  of  support  blocks  and  conducted  in  liquid  medium  (urea-CaCl2)  

under  shaking  condition  for  small  blocks  and  stationary  condition  for  large blocks.  

The  consolidation  efficiency  of  the  newly  formed  calcite  was  determined  by  

ultrasonic  treatment  at  different  incubation  times.  Increases  of  weight  were  

observed  in  samples  cultured  under  both  conditions.  Maxiumum  weight  increases  

were  found  with  the  small  blocks  after  incubation  for  20  days  while  the  large  

blocks  subjected  to  bacterially  induced  mineralization  showed  much  lesser  



damage  than  the  small  blocks  and  controls  after  sonication.  The  findings  further  

suggest  a  potential  use  of  microbial  calcite  precipitation  process  in  remediation  of  

the  surface  and  subsurface  of  porous  materials.  Method  for  application  of  the  

ureolytic  bacteria  for  conservation  of  ornamental  stone  was,  then,  studied  by  

spraying  or  painting  the  bacterial  culture  prepared  in  urea-CaCl2  broth  onto  the  

surface  of  support  blocks  (6x12x6 cm).  The  results  indicated  that  the  highest  

calcium  carbonate  precipitation  was  induced  when  the  50 ml  culture  of                   

S. koreensis G27   (2.0x107 cfu/ml)  was  sprayed  or  painted  onto  the  surface   of  

support  blocks.  In   addition,  decrease  of  water  absorption  rate  was  also  observed  

in  test  support  blocks.  This  finding  indicated  the  possibility  of  application  of  the  

ureolytic  bacteria  which  capable  of  inducing  carbonate  precipitation  on  surface  of  

the  support  materials  could be used for conservation of buildings, ornamental and 

monumental stones as an alternative surface treatment. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Executive Summary 



 

โครงการวิจยัเร่ืองการประยุกต์ใช้แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมยูรีเอสและชกันําให้เกิดตะกอน

คาร์บอเนตเพ่ือการอนรัุกษ์และซ่อมแซมโบราณวตัถ ุได้บรรลผุลสําเร็จดงัตอ่ไปนี ้

ผลสําเร็จเบือ้งต้น (Preliminary results : P) คือองค์ความรู้เก่ียวกบัการคดัแยกจลุินทรีย์ท่ี

เอนไซม์ยรีูเอสและชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนต ซึ่งเป็นการประยกุต์ใช้เทคนิคในการคดั

แยกท่ีปรับปรุงจากงานวิจยัอ่ืนๆ เพ่ือให้เหมาะสมและได้จลุินทรีย์ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ยรีูเอสและ

ชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตได้อย่างมีประสิทธิภาพ รวมทัง้เทคนิคตา่งๆ ท่ีใช้ในการสกดั

และการทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ยรีูเอสท่ีได้ และการศกึษาการพฒันาความแข็งแกร่งของ

วสัดกุ่อสร้างในระหวา่งท่ีมีการตกตะกอนคาร์บอเนตโดยแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอส ซึ่งงานวิจยั

นีไ้ด้ดดัแปลงและปรับปรุงกระบวนการตา่งๆ ดงักลา่วข้างต้นให้เหมาะสมตอ่การวิจยั และผลสําเร็จ

ท่ีได้เป็นของใหมแ่ละมีความแตกตา่งจากท่ีเคยมีมาแล้ว  

ผลสําเร็จก่ึงกลาง (Intermediate results : I) คือข้อมลูชนิดจลุินทรีย์ท่ีเอนไซม์ยรีูเอสและ

ชักนําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตท่ีได้จะสามารถนําไปสู่การศึกษาวิจัยท่ีสูงขึน้ ได้แก่ 

การศึกษาการปกป้องและการเสริมความแข็งแกร่งของพืน้ผิวโบราณวัตถุโดยแบคทีเรียท่ีผลิต

เอนไซม์ยรีูเอสและชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนต และการศกึษาและพฒันารูปแบบการใช้

ประโยชน์ของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ยรีูเอสและชกันําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนต เพ่ือนําไปสู่

การเพิ่มประสิทธิภาพของแบคทีเรีย และสามารถนําไปใช้ในการผลิตเชิงพาณิชย์ตอ่ไป  

ผลสําเร็จตามเป้าประสงค์ (Goal results : G) คือข้อมลูเก่ียวกบัประสิทธิภาพของจลุินทรีย์

ท่ีเอนไซม์ยูรีเอสและชักนําให้เกิดการตกตะกอนคาร์บอเนตจะเป็นประโยชน์ในการนําไปสู่การ

ประยุกต์ใช้เป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการนํามาใช้แทนสารเคมีสงัเคราะห์หรือวิธีการอ่ืนๆ ในการ

ปกป้องรักษาและเสริมสร้างความแข็งแกร่งให้กับโบราณวัตถุและโบราณสถาน ตลอดจนวัสดุ

ก่อสร้างอ่ืนๆ ท่ีใช้ก่อสร้างอาคารบ้านเรือน หน่วยงานต่างๆ และเป็นข้อมูลในการพฒันาไปสู่การ

จดัการคณุคา่ความหลากหลายทางชีวภาพตอ่ไป 
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