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 สารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน (PAHs) สามารถ เกิดขึ้นได้เองตาม
ธรรมชาติจากการเผาไหม้ที่ไม่สมบูรณ์ของสารอินทรีย์  กิจกรรมของมนุษย์ การขุดเจาะ -กลั่น
น้้ามันดิบ รวมไปถึงการร่ัวไหลจากเรือบรรทุกน้้ามันและเรือขนส่งสินค้า เป็นต้น การร่ัวไหลของ  
PAHs เหล่านี้ส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมโดยตรง  โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อเกิดการรั่วไหลลงสู่
บริเวณตะกอนใต้ทะเลที่มีออกซิเจนต่้าและการย่อยสลายเกิดได้ช้า งานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค์เพื่อ
คัดกรองแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงที่สามารถย่อยสลาย PAHs ได้ในภาวะไร้ออกซิเจน  ผลการคัดแยก
ได้แบคทีเรียไนทริไฟอิง 1 สายพันธุ์ คือ Clostridium barlettii และแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงได้อีก 6 
สายพันธุ์ คือ Enterococcus faecalis, Paenibacillus macerans, Bacillus subtilis, Bacillus 
tequilensis, Proteus mirabilis และ Enterobacter asburiae โดย P. macerans มีประสิทธิภาพ
ในการย่อยสลายดีที่สุด สามารถย่อยสลายแนพธาลีน ไพรีน และเบนโซ-เอ-ไพรีนได้เมื่อเวลาผ่าน
ไป 16 วัน จากปริมาณเริ่มต้น 200 ppm จนเหลือ 73, 167 และ 98 ppm ตามล้าดับ นอกจากนี้
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายยังขึ้นอยู่กับจ้านวนวงเบนซีนที่เป็นองค์ประกอบภายในโครงสร้าง
และไนเทรตซึ่งเป็นตัวรับอิเล็กตรอนในวิถีการย่อยสลาย PAHs ที่เกิดขึ้นภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจน
อีกด้วย 
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 Polycyclic Aromatic Hydrocarbons are produced during natural processes such 
as incomplete combustion of organic materials, human activity, oil drilling rig capsizes  
and present in crude oil that has spent time in the ocean and eventually reaches shore. 
Environmental contamination with PAHs are a concern, especially when they are 
contaminated in marine sediment, they do not break down easily in the water and can 
stay in the environment for long periods of time. The work in this thesis is focused on 
screening of denitrifying bacteria from marine sediment for PAHs degradation. The 
results showed that Nitrification bacteria specie from identification were Clostridium 
bartlettii and Denitrification bacteria species  were Enterococcus faecalis, Paenibacillus 
macerans, Bacillus subtilis, Bacillus tequilensis, Proteus mirabilis and Enterobacter 
asburiae. The highest number of PAHs degrading ability were observed in P. mirabilis 
and P. macerans. At 16 days of incubation, Napthalene, Pyrene and Benzo-a-Pyrene 
can be eliminated for 73, 167 and 98 ppm, respectively  with initial 200 ppm of PAHs. In 
addition, the performance of degradation is also depend on a number of benzene ring in 
PAHs structure and nitrate as an electron acceptor in the way to degrade PAHs occurs 
under anaerobic condition as well. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 
 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 
สารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon)

หรือที่เรียกโดยย่อว่า PAHs เป็นสารประกอบอินทรีย์ที่มีโครงสร้างโมเลกุลเป็นวงเบนซีนตั้งแต่ 2 
วงขึ้นไป สามารถเกิดขึ้นได้เองตามธรรมชาติจากการเผาไหม้ที่ไม่สมบูรณ์ของสารอินทรีย์ โดยมัก
เกิดการปนเปื้อนในธรรมชาติจากกิจกรรมของมนุษย์และกิจกรรมจากโรงงานอุตสาหกรรม เช่น 
การขุดเจาะ การกลั่นน้้ามันดิบ รวมไปถึงการร่ัวไหลจากเรือบรรทุกน้้ามันและเรือขนส่งสินค้า เป็น
ต้น  

การรั่วไหลของ PAHs เหล่านี้ส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมโดยตรง  โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อ
เกิดการรั่วไหลลงสู่ระบบนิเวศในทะเล เพราะสารเหล่านี้มีความสามารถในการละลายน้้าต่้าหรือไม่
ละลายน้้าเลย ท้าให้ไปปิดกั้นการละลายของออกซิเจนลงสู่แหล่งน้้า อีกทั้งหากมีการปนเปื้อนใน
ระดับที่รุนแรงลึกลงไปยังชั้นตะกอนดินใต้น้้า สารประกอบเหล่านี้จะยึดเกาะกับอนุภาคดิน จึงท้า
ให้สะสมอยู่ในสิ่งแวดล้อมได้เป็นเวลานานขึ้น นอกจากนี้ยังมีความเป็นพิษสูง  โดยไปมีผลต่อ
ระบบสืบพันธุ์และภูมิคุ้มกันของสัตว์น้้า รวมทั้งมีความเป็นพิษต่อมนุษย์เรื้อรังและพบว่ามี
ความสามารถเป็นสารก่อมะเร็งได้ (Kanaly และ Harayama, 2000) 

โดยธรรมชาติปฏิกิริยาระหว่างแสงแดดและสารประกอบไฮโดรคาร์บอนจะช่วยลดความเป็น
พิษของสารประกอบเหล่านี้ลงได้ ซึ่งในอดีตของเสียจ้าพวกสารอินทรีย์มลพิษ รวมไปถึง  PAHs จะ
ถูกก้าจัดโดยการกลบฝังที่จัดเป็นวิธีทางกายภาพ แต่วิธีนี้หากปฏิบัติโดยขาดความรู้ความเข้าใจจะ
ท้าให้เกิดการแพร่กระจายไปปนเปื้อนสู่ดินและแหล่งน้้าได้เป็นวงกว้าง ส่วนในทางชีวภาพ การ
ย่อยสลายจะเกิดขึ้นโดยอาศัยกิจกรรมของจุลินทรีย์ โดยสารประกอบเหล่านี้จะถูกใช้ไปในรูปของ
แหล่งอาหารหรือซับสเตรทของจุลินทรีย์ หากกระบวนการย่อยสลายเกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์ 
(mineralization) จะได้ผลิตภัณฑ์จากการออกซิไดซ์สารประกอบเป็นคาร์บอนไดออกไซด์และน้้าที่
จะถูกน้าไปใช้เพื่อเป็นแหล่งพลังงานในการเจริญเติบโตและการสืบพันธุ์ของเซลล์ กิจกรรมการ
ย่อยสลายอย่างสมบูรณ์นี้สามารถเกิดได้ทั้งในภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน โดยการย่อยในแต่ละ
ขั้นตอนเกิดจากการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ที่สร้างขึ้นโดยเซลล์ เพราะส่วนใหญ่เอนไซม์ถู ก
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ปลดปล่อยออกมาในกระบวนการย่อยเบื้องต้น เพื่อช่วยให้ซับสเตรทมีขนาดเล็กลงจนสามารถผ่าน
เข้าสู่เซลล์ และกระบวนการย่อยทั้งหมดจะสิ้นสุดลงเมื่อไม่มีเอนไซม์ที่สามารถย่อยซับสเตรท
เหล่านี้ต่อไปได้ แต่โดยทั่วไป PAHs มีโครงสร้างทางเคมีที่ซับซ้อน ท้าให้เอนไซม์ปกติไม่สามารถ
ย่อยได้ และนอกจากนี้ยังมีกระบวนการย่อยสลายอีกรูปแบบหนึ่งซึ่งเป็นการย่อยสลายแบบไม่
สมบูรณ์ เกิดได้จากกระบวนการเมแทบอลิซึมร่วม (co-metabolism) ของจุลินทรีย์หรือสิ่งมีชีวิต
หลายชนิดที่เกิดร่วมกัน เป็นการออกซิไดซ์เพียงบางส่วน และพลังงานที่ได้ไม่ถูกน้าไปใช้เพื่อการ
เจริญของเซลล์ โดยกระบวนการนี้เกิดขึ้นขณะที่เซลล์มีการหลั่งเอนไซม์ที่สามารถย่อยสารปกติได้ 
แต่เอนไซม์เหล่านี้ไม่ค่อยมีความจ้าเพาะจึงท้าให้เกิดการย่อยสลายสารอ่ืนร่วมด้วย กระบวนการ
ย่อยสลายแบบไม่สมบูรณ์ยังอาจเป็นผลมาจากกระบวนการเกิดพอลิเมอร์ (Polymerization) หรือ
การเกิดเป็นสารที่มีความซับซ้อนหรือคงทนมากกว่าสารเริ่มต้น มักจะเกิดขึ้นในช่วงแรกของ
ขั้นตอนการย่อยสลาย โดยสารที่มีความแอคทีฟสูงจะเข้าจับกันเองหรือจับกับสารตัวอ่ืน เป็นผลให้
สารเหล่านี้ค่อนข้างคงทนในสิ่งแวดล้อม ทั้งนี้ความคงทนที่เกิดขึ้นนั้นเนื่องมาจากการมีคุณสมบัติ
การละลายน้้าต่้า การขาดเอนไซม์ย่อย รวมไปถึงการถูกดูดซับที่อนุภาคของดินสูง (วีรานุช หลาง , 
2554) 

การบ้าบัด  PAHs ที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมสามารถท้าได้หลายวิธี ได้แก่ วิธีทางกายภาพ 
เช่น การฝังกลบ และการกรองที่นิยมใช้กันในกระบวนการท้าน้้าประปาจากแหล่งน้้าดิบธรรมชาติ 
และวิธีทางชีวภาพซึ่งเป็นการบ้าบัดโดยอาศัยวิถีเมแทบอลิซึมของสิ่งมีชีวิต เช่น พืช รา และ
แบคทีเรีย ส้าหรับระบบนิเวศในทะเลบริเวณก้นมหาสมุทรและตะกอนชายฝั่งที่มีออกซิเจนอย่าง
จ้ากัดหรือไม่มีออกซิเจนเลย (anoxic) การเลือกใช้วิธีทางชีวภาพจึงเป็นวิธีที่เหมาะสมและมีความ
สะดวกที่สุด เพราะมีค่าใช้จ่ายน้อยกว่า (Selina และ Ian, 2005; Lors และคณะ , 2012) และยัง
สามารถใช้แบคทีเรียที่มีอยู่ตามธรรมชาติในระบบนิเวศนั้นๆได้  โดยมีรายงานของ  Bonin และ
คณะ (1994) ซึ่งได้ท้าการศึกษาตะกอนในทะเลเมดิเตอร์เรเนียนชายฝั่งประเทศฝร่ังเศส พบว่ามี
การปนเปื้อนไปด้วยโลหะหนักและสารประกอบไฮโดรคาร์บอนมากถึง 31 กรัมต่อกิโลกรัมของ
ตะกอน และพบว่าในตะกอนที่ปนเปื้อนด้วยสารประกอบไฮโดรคาร์บอนอย่างมากนั้นกลับไม่มี
ผลกระทบต่อกระบวนการดีไนทริฟิเคชันของจุลินทรีย์ในบริเวณนั้น จึงเป็นสมมติฐานที่เป็นไปได้ว่า
แบคทีเรียดีไนทริไฟอิงอาจมีความสามารถทนทานต่อสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้ โดยใช้
ไฮโดรคาร์บอนเหล่านั้นเป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญ 

ดีไนทริไฟอิงเป็นแบคทีเรียที่มีความสามารถในการรีดิวซ์สารประกอบไนเทรตให้อยู่ในรูป
ของก๊าซไนโตรเจนได้ พบได้ทั้งในแบคทีเรียและรา และสามารถเจริญได้ในภาวะที่ไม่ใช้ออกซิเจน 
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จึงนับเป็นจุลินทรีย์ที่น่าสนใจจากคุณลักษณะความสามารถในการสร้างเอนไซม์ที่สามารถย่อย
สลายองค์ประกอบสารเคมีชนิดไนเทรตได้ แบคทีเรียดีไนทริไฟอิงเจริญเติบโตได้ดีในภาวะ
แวดล้อมกึ่งไร้ออกซิเจน คือสามารถใช้ทั้งออกซิเจนและไนเทรตเป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้ายที่
เกี่ยวข้องกับกลไกการย่อยสลายและการแตกตัวของ  PAHs ไปเป็นสารที่มีสภาพความเป็นพิษ
ลดลงได้ 

ในงานวิจัยนี้ จึงมีความสนใจที่จะท้าการศึกษาเพื่อคัดแยกแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงดังกล่าว
จากดินตะกอนบริเวณพื้นที่ชายฝั่งเกาะสีชังที่อาจปนเปื้อนน้้ามันจากเรือประมง เพื่อประเมิน
ความสามารถในการน้าไปใช้ในกระบวนการบ้าบัด PAHs ในสิ่งแวดล้อมต่อไป 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 
 วิทยานิพนธ์นี้มีวัตถุประสงค์เพื่อการคัดแยกแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงที่สามารถย่อยสลาย
สารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอนจากตะกอนดินใต้ทะเลได้ ทั้งนี้เนื่องจาก
คุณสมบัติการละลายน้้าต่้าของ PAHs จึงท้าให้ตกค้างในสิ่งแวดล้อมได้เป็นเวลานาน ท้าให้เกิด
ปัญหามลภาวะสิ่งแวดล้อม โดยเฉพาะอย่างยิ่งบริเวณตะกอนดินใต้ทะเลที่มีออกซิเจนอยู่น้อย 
การย่อยสลาย PAHs จึงเป็นไปได้ไม่ดี ส่งผลให้เกิดการสะสมในร่างกายและกระทบต่อสิ่งมีชีวิตที่
ผิวตะกอนใต้ทะเล เช่น กุ้ง ปู และครัสเตเชี่ยนอ่ืนๆ หนทางหนึ่งในการแก้ปัญหาคือการใช้
แบคทีเรียดีไนทริไฟอิง เพราะเป็นแบคทีเรียที่สามารถเจริญได้ในภาวะที่มีออกซิเจนต่้าหรือไม่มี
ออกซิเจนได้ และมีรายงานหลายชิ้นที่ศึกษาเกี่ยวกับการใช้แบคทีเรียดีไนทริไฟอิงในการย่อยสลาย 
PAHs   
 การทดลองนี้เริ่มจากการจากการสุ่มเก็บตัวอย่างตะกอนดินใต้ทะเลจากบริเวณเกาะสีชัง 
โดยได้รับความอนุเคราะห์จากสถาบันวิจัยทางน้้า จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  เกาะสีชังเป็นแหล่ง
ท่องเที่ยวที่ส้าคัญและเป็นแหล่งชุมชนขนาดใหญ่ในจังหวัดชลบุรี อีกทั้งเกาะสีชังยังมีความส้าคัญ
ในการเป็นท่าเทียบเรือน้้าลึก เพื่อขนถ่ายสินค้าไปสู่เรือลากจูงและล้าเลียงไปยังจุดรับสินค้าใน
บริเวณลุ่มแม่น้้าเจ้าพระยา จึงท้าให้มีการคาดการณ์ว่าบริเวณดังกล่าวเหล่านี้มีการปนเปื้อนของ 
PAHs จากกิจกรรมชุมชน และการร่ัวไหลของน้้ามันจากเรือลากจูงและบรรทุกสินค้า งานวิจัยจาก
รุจยา บุรยทุมานนท์และคณะ (2006) ที่ได้การศึกษาการกระจายตัวของ  PAHs  และโมเลกุลา
มาร์คเกอร์ในตะกอนดินบริเวณคลอง แม่น้้าเจ้าพระยา ปากแม่น้้าและอ่าวไทยตอนบน พบว่าการ
ปนเปื้อนของ  PAHs  ในตะกอนดินจากคลอง แม่น้้า ปากแม่น้้า และอ่าวไทยตอนบนเป็นการ
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ตกค้างที่เกิดจากการร่ัวไหลของน้้ามัน (Petrogenic) และกิจกรรมการเผาไหม้ที่ไม่สมบูรณ์
(Pyrogenic) จากการศึกษาพบปริมาณความเข้มข้นของ  PAHs  ในคลองมีความเข้มข้นของสาร
อยู่ระหว่าง 512 – 8399 นาโนกรัมต่อกรัม (น้้าหนักแห้ง) แม่น้้าเจ้าพระยาพบ 33 – 590 นาโนกรัม
ต่อกรัม (น้้าหนักแห้ง) ปากแม่น้้าพบ 29 – 724 นาโนกรัมต่อกรัม (น้้าหนักแห้ง ) และชายฝั่งทะเล
ของไทยพบ 6 – 228 นาโนกรัมต่อกรัม (น้้าหนักแห้ง) ตามล้าดับ 
 การบ้าบัดทางชีวภาพมีจุดประสงค์เพื่อใช้ประโยชน์ของกระบวนการย่อยสลายที่เกิดขึ้น
ตามธรรมชาติ ใช้ท้าความสะอาดแหล่งที่มีการปนเปื้อน ซึ่งโดยทั่วไปมีวิธีดังต่อไปนี้ (วีรานุช หลาง, 
2554) 

1. การเติมออกซิเจนหรือแก๊สชนิดอ่ืนเช่น ไนโตรเจนและมีเทน เป็นต้น 

2. การเติมสารอาหารเช่น ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส โดยแหล่งปนเปื้อนหลายแห่งมัก

อุดมไปด้วยแหล่งคาร์บอนแต่มีไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในปริมาณต่้า การเติมสารอาหาร

เพิ่มลงไปนี้ก็เพื่อการสร้างสมดุลที่เหมาะสม คือมีสัดส่วนของคาร์บอน ไนโตรเจน และ

ฟอสฟอรัส เป็นไปในอัตราส่วน 100: 10: 1 

3. การกระตุ้นการย่อยแบบไร้อากาศโดยใช้ตัวรับอิเล็กตรอนตัวอ่ืน ซึ่งแม้ว่าการย่อย

ในภาวะที่มีออกซิเจนจะเกิดขึ้นได้รวดเร็วกว่ามาก แต่เนื่องมาจากการปนเปื้อนในบางริ

เวณมีออกซิเจนอยู่อย่างจ้ากัด และเป็นการยากที่จะรักษาสภาพออกซิเจนในบางบริเวณ 

จึงท้าให้มีการใช้อิเล็กตรอนตัวอ่ืน เช่น ไนเทรต ซัลเฟต เหล็ก และคาร์บอนไดออกไซด์ 

4. การเติมจุลินทรีย์เพื่อกระตุ้นการเกิดกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพ โดยทั่วไป

ถ้าจุลินทรีย์ที่ย่อยลายได้ไม่ถูกพบในดินหรือการที่กลุ่มประชากรจุลินทรีย์มีจ้านวนลดลง

เนื่องจากเกิดการปนเปื้อนของสารพิษ การเติมจุลินทรีย์ลงไปจะเป็นการชักน้าการเพิ่ม

ประชากร เรียกว่า กระบวนการเพิ่มพูนทางชีวภาพ (Bioaugmentation) แต่วิธีนี้มัก

ประสบความล้มเหลวเนื่องจากจุลินทรีย์ที่เติมลงไปไม่สามารถเจริญในสิ่งแวดล้อมนั้นได้

จริงๆ และมักรอดชีวิตเพียงไม่กี่สัปดาห์  ทางแก้ไขคือการคัดแยกเชื้อจากบริเวณที่

ปนเปื้อนมาใช้ เพราะเป็นจุลินทรีย์ที่มีอยู่เดิมในบริเวณนั้นอยู่แล้ว 
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1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 

คัดแยกแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงที่สามารถเจริญในอาหารที่มีสารประกอบพอลิไซคลิก  

แอโรแมติก ไฮโดรคาร์บอน และมีคุณลักษณะเฉพาะที่สามารถรีดิวซ์ไนไทรต์-ไนเทรต (nitrite-
nitrate)และทดสอบความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ 

 
1.4 วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การเก็บตัวอย่างตะกอนดินจากพื้นที่เกาะสีชัง จังหวัดชลบุรี 

2. วิเคราะห์องค์ประกอบทางกายภาพจากตัวอย่างตะกอนดินใต้ทะเล 

3. คัดแยกแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงจากตัวอย่างตะกอนดินด้วยเทคนิค Pour plate 

4. บ่งชี้ชนิดของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากตะกอนดินด้วยการตรวจสอบล้าดับเบสของ 16 S 

rDNA identification 

5. ทดสอบความสามารถในการย่อย PAHs ชนิดแนพธาลีน 

6. ตรวจสอบปริมาณการย่อย PAHs ด้วยเครื่อง High-performance liquid 

chromatography (HPLC) 

7. ทดสอบการเกิดกระบวนการรีดิวซ์  nitrification/ denitrification ในจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้

แต่ละชนิด 

8. ทดสอบความสามารถในการย่อย PAHs ชนิดแนพธาลีน ไพรีน และเบนโซ-เอ-ไพรีน 

9. รวบรวมผลการทดลอง สรุปผลและเขียนวิทยานิพนธ์ 

 
1.5 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 
 
 ได้แบคทีเรียดีไนทริไฟอิงจากตะกอนดินใต้ทะเล อย่างน้อย 2-5 ชนิดที่มีความสามารถ ใน
การย่อยสลาย PAHs  

 

 



 

บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
 

2.1 ชนิดของสารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic Aromatic 
Hydrocarbon ; PAHs) 
 
 กลุ่มของสารประกอบอินทรีย์ที่มีโครงสร้างโมเลกุลประกอบด้วยวงเบนซีนตั้งแต่ 2 วงขึ้น
ไป PAHs เป็นตัวการส้าคัญที่ก่อให้เกิดปัญหาสิ่งแวดล้อม เนื่องจากส่วนใหญ่มีความสามารถใน
การละลายน้้าต่้า ท้าให้ยากแก่การก้าจัดและยังมีความเป็นพิษสูง  (Kanaly และ Harayama, 
2000) และยังเป็นองค์ประกอบที่พบได้ในน้้ามันดิบ ถ่านหิน และสามารถเกิดขึ้นเองได้ตาม
ธรรมชาติจากการเผาไหม้ที่ไม่สมบูรณ์ของสารอินทรีย์นอกจากนี้ยังสามารถผลิตได้จาก
กระบวนการเคมีเพื่อการน้าไปใช้ในอุตสาหกรรม เช่น การผลิตสี พลาสติก สารปราบศัตรูพืช รวม
ไปถึงยาบางชนิด 

 PAHs นั้นมีคุณสมบัติเป็น hydrophobicity และ electrochemical stability (Harvey, 
1997) ที่สัมพันธ์กับขนาดโมเลกุลและจ้านวนวงเบนซีน ท้าให้  PAHs มีช่วงชีวิต (half-life) ใน
สิ่งแวดล้อมที่ยาวนาน โดยแปรผันตามจ้านวนวงเบนซีนที่เป็นองค์ประกอบ เช่น ฟีแนนทรีน  
(phenanthrene) มีวงเบนซีนเป็นองค์ประกอบจ้านวน 3 วง มีช่วงชีวิตอยู่ที่ 16 – 26 วัน ในขณะที่
เบนโซ-เอ-ไพรีน  (benzo-a-pyrene) ซึ่งมีวงเบนซีน 5 วงเป็นองค์ประกอบมีช่วงชีวิตอยู่ที่ 229 – 
1,400 วัน หรือมากกว่า (Shuttleworth, 1995) 

ในธรรมชาติสามารถจ้าแนก  PAHs ได้เป็นร้อยชนิด ชนิดที่มีผลกระทบต่อสุขภาพและ
สิ่งแวดล้อมนั้น มีอยู่ด้วยกันทั้งหมด 16 ชนิด โดยส้านักงานคุ้มครองสิ่งแวดล้อมของ
สหรัฐอเมริกา  (The U.S. Environmental Protection Agency, EPA) ก้าหนดให้  PAHs จ้านวน 
16 ชนิด เป็นสารมลพิษล้าดับที่สองรองจากกลุ่มโลหะหนักและไซยาไนด์ที่อาจก่อให้เกิดมะเร็งใน
มนุษย์ รายชื่อและโครงสร้างของ  PAHs ตามการจ้าแนกของส้านักงานคุ้มครองสิ่งแวดล้อมของ
สหรัฐอเมริกา  แสดงดังภาพที่ 2.1 และข้อมูลแสดงคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีดังตารางที่ 2.1
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ภาพท่ี  2.1 โครงสร้างโมเลกุลของ  PAHs ทั้ง 16 ชนิดที่ส้านักงานคุ้มครองสิ่งแวดล้อมของ
สหรัฐอเมริกาประกาศให้เป็นสารมลพิษส้าคัญในล้าดับที่สอง  (Boonyatumanondและคณะ , 
2007) 
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ตารางท่ี 2.1 คุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของ PAHs ชนิดต่างๆ (Nikolaou และคณะ, 2009) 

 

 สูตร
เคมี 

น้ าหนัก
โมเลกุล 

จุด
หลอม 
เหลว 
(0C) 

จุดเดือด 
(0C) 

ความสามารถ
ในการ 

ละลายน้ า 
(g 100ml-1) 

Log 
Kow 

ความดันไอ 
(mmHg) 

Naphthalene  128 80.5 218    

Phenantrene C14H10 178.233 99.5 340 1.18 x 10 -4 4.45  

Fluoranthene C6H12 202.255 110.8 375 2.65x10-5 4.90 5.0×10-6** 

Pyrene C6H10 202.255 156 404 1.3x10-6 4.88 2.5×10-6** 

Benzo-[a]-
anthracene 

C18H12 228.2928 159.8 437.6 1.4x10-6 5.61 2.2×10-8* 

Benzo-[b]-
fluroanthene 

C20H12 252.3148 167 357 1.2x10-7 6.04 5.0×10-7* 

Benzo-[k]-
fluroanthene 

C20H12 252.3148 215.7 480 5.5x10-8 6.06 9.59×10-11 

Benzo-[e]-
pyrene 

C20H12 252.3148 178 492 <0.1  5.6×10-9** 

Indeno-
[1,2,3]-cd-
pyrene 

C22H12 276.3368 162.5 536 6.2x10-6 6.58 10-11×10-6* 

Benzo-[g,h,i]-
perylene 

C22H12 276.3368 278.3 500 2.6x10-8 6.50 1.03×10-10** 

Dibenzo-[a,h]-
anthracene 

C22H14 278.3526 266 524 5x10-8 6.84 1.0×10-10* 

* ที่ 20°C  ** ที่ 25°C 

 

2.2 การปนเปื้อนของสารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอนในสิ่งแวดล้อม  
(PAHs contamination in environment) 

การปนเปื้อนของ PAHs ในสิ่งแวดล้อมนั้นมีหลายสาเหตุ ทั้งจากเหตุการณ์ธรรมชาติ เช่น 

 ไฟป่า ภูเขาไฟระเบิด การเกิดน้้าท่วมและสึนามิที่ท้าให้มีการชะ PAHs จากบนบกลงสู่ใต้ทะเล แต่
ส้าหรับสาเหตุที่ก่อให้เกิดการปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมที่ส้าคัญที่สุดก็คือการกระท้าของมนุษย์ ทั้ง



9 

จากการเผาไหม้ของเชื้อเพลิงในรถยนต์และโรงงานอุตสาหกรรม การกลั่นและการรั่วไหลจากการ
ขนส่งน้้ามันดิบ อุตสาหกรรมไม้ซึ่งใช้สารเคลือบทาเนื้อไม้เพื่อป้องกันแมลง อย่างไรก็ตาม มีเกณฑ์
การก้าหนดค่าต่างๆ ขึ้นอยู่กับมาตรการของแต่ละประเทศ ส้าหรับประเทศไทยนั้นก็มีการก้าหนด
ปริมาณค่าการปนเปื้อนปกติในธรรมชาติ ทั้งในดินและแหล่งน้้า ที่ถือเป็นเกณฑ์ที่ไม่ควรเกิน
ก้าหนดเช่นกันดังแสดงในตารางที่ 2.2  
 

ตารางท่ี 2.2 ตัวอย่างเกณฑ์การปนเปื้อนของโรงงานอุตสาหกรรม (ศูนย์บริการข้อมูลมลพิษดิน , 
2554) 

 

PAHs CAS No. 

ความเป็นอันตราย 
(Hazard) 

เกณฑ์การปนเป้ือน 

Cancer 
(Class) 

Non- 
Cancer 

ดิน 
(mg/kg) 

น้ าใต้ดิน 
(mg/L) 

Acenaphthene     83-32-9 
 

-  1,541 2.0 

Anthracene 120-12-7 -  65,513 10 

Benzo-[a]-pyrene 50-32-8 A - 0.01 0.0002 

Benzo-[b]-fluoranthene 205-99-2 2B - 0.1 0.0001 

Benzo-[k]-fluoranthene 207-08-9 2B - 1.0 0.001 

Dibenz-[a,h]-anthracene 53-70-3 2B - 0.01 0.00001 

Fluoranthene 206-44-0 -  1,027 1.3 

Fluorene 86-73-7 -  1,027 1.3 

Indeno-[1,2,3-cd]-pyrene 193-39-5 2B - 0.1 0.0001 

Napthalene 91-20-3 2B - 1,027 1.3 

Pyrene 129-00-0 -  807 1.0 

*Group A: เป็นสารก่อมะเร็งในคน (Human carcinogen)  
*Group B: น่าจะเป็นสารก่อมะเร็งในคน (Probable human carcinogen)  

1B: มีหลักฐานจากการศึกษาด้านระบาดวิทยาที่จากัดว่าเป็นสารก่อมะเร็ง 
 2B: มีหลักฐานสนับสนุนเพียงพอจากการศึกษาในสัตว์ทดลองสัตว์ว่าเป็นสารก่อมะเร็ง 

แต่มีหลักฐานสนับสนุนไม่เพียงพอหรือไม่มีข้อมูลจากการศึกษาด้านระบาดวิทยาที่จ้ากัดว่าเป็น
สารก่อมะเร็ง  (“Sufficient” evidence from animal studies and “inadequate” evidence or 
“no data” from epidemiologic studies) 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%99%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%99%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%99%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%9A%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%89&action=edit&redlink=1
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2.3 การเข้าสู่ร่างกาย ความเป็นพิษ และการเป็นสารก่อมะเร็งของสารประกอบพอลิไซ
คลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน (Absorption, toxicity and carcinogen properties of PAHs) 
 
 PAHs มีความเป็นพิษ โดยมีรายงานจากส้านักงานคุ้มครองสิ่งแวดล้อมสหรัฐอเมริกา 
สหภาพยุโรป ( European Union: EU) รวมไปถึงศูนย์บริการข้อมูลมลพิษดิน  (Soil Pollution 
Information Center: sPIC) ของไทย งานวิจัยหลายชิ้นที่ระบุตรงกันว่า  PAHs มีความเป็นพิษ
เฉียบพลันต่้า (ส้านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์) การก่อพิษ
ของ PAHs ในสิ่งมีชีวิตชั้นสูงจะพบความเป็นพิษเนื่องมาจากการได้รับสารพิษแบบเรื้อรังท้าให้
เกิดผลกระทบต่อระบบต่างๆ ของร่างกาย แต่อาการไม่รุนแรงนัก ความเป็นพิษที่ส้าคัญของ  
PAHs คือความสามารถในการก่อมะเร็งในอวัยวะหลายชนิด มีรายงานว่าเมื่อให้สัตว์ทดลองได้รับ
สารเข้าสู่ร่างกายด้วยการสูดดมและการกินจะมีผลแพร่ไปยัง ปอด ตับ ไต และทางเดินอาหาร ใน
หนูทดลองที่ได้รับเบนโซ-เอ-ไพรีนโดยการหยอดเข้าหลอดคอ พบว่าเบนโซ-เอ-ไพรีนมีการกระจาย
ไปยังปอด ตับ ทางเดินอาหาร  (Wiersma และ Roth, 1982) โดยเมแทบอไลต์ในล้าไส้จะมากขึ้น
เมื่อเวลาผ่านไปนานขึ้น แสดงว่ามีการขับออกทางน้้าดีและมีการหมุนเวียนระหว่าง ตับ ล้าไส้  และ
สามารถแพร่ไปยังตัวอ่อนในครรภ์ได้ อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานเกี่ยวกับการแพร่กระจาย
หลังจากมีการสัมผัสทางผิวหนัง นอกจากนี้  PAHs ยังไปมีผล รบกวนต่อระบบ ต่อมไร้ท่อ ของปลา 
(Monterio และคณะ, 2000) และมีผลกระทบต่อสเตอรอยด์ฮอร์โมนในกลุ่มอาร์โทรพอด มีผลต่อ
การลอกคราบของปู และครัสเตเชียนหลายชนิดที่สัมผัสกับน้้ามันดิบมักมีการลอกคราบที่ผิดปกติ  
(Oberdoerster และคณะ, 1999) 
 PAHs ยังมีความสามารถในการเป็นสารก่อมะเร็ง โดยเอนไซม์ ของยูคาริโอทสามารถ
เปลี่ยน  PAHs ให้เป็นอนุพันธ์ อีพอกไซด์  (epoxides) ซึ่งเข้าไปยึดเกาะกับ ดีเอ็นเอ ได้ 
(Mahadevan, 2005) และเมื่อมีการเข้าสู่ร่างกายจะถูกเปลี่ยนรูปด้วยเอนไซม์ในกลุ่มไซโตโครม พี-
450 (cytochrome P-450) ท้างานแบบออกซิเดส ซึ่งจะได้เมแทบอไลต์ต่างกันไปแล้วแต่ชนิดของ  
PAHs  เมแทบอไลต์ที่ได้บางชนิดเป็นพิษและเป็นสารก่อมะเร็ง เช่น 3,4-diol-1,2, epoxide ซึ่งเป็น
เมแทบอไลต์ของเบนโซ-เอ-แอนทราซีน และบีพีดีอี (7,8,alpha-dihydroxy-9alpha,10alpha-
7,8,9,10-tetrahydrobenzo-[a]-pyrene: BPDE) ซึ่งเป็นเมแทบอไลต์ของเบนโซ-เอ-ไพรีน  โดยมี
การจ้าแนกความสามารถในการเป็นสารก่อมะเร็งของ PAHs ไว้ดังตารางที่ 2.3 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%94
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%94%E0%B8%B5
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%95%E0%B8%B1%E0%B8%9A
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A5%E0%B8%B3%E0%B9%84%E0%B8%AA%E0%B9%89
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%95%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%97%E0%B9%88%E0%B8%AD
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AD%E0%B8%B5%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%94%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B9%87%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%AD
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%A1_%E0%B8%9E%E0%B8%B5-450&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%A1_%E0%B8%9E%E0%B8%B5-450&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%81%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B9%87%E0%B8%87
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ตารางท่ี 2.3 ความสามารถในการเป็นสารก่อมะเร็งของสารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติก
ไฮโดรคาร์บอน  (Kanaki, 2005) 

PAHs 
Indicator of 

carcinogenesis1 
Total 

estimation2 

EPA 
Classification 
(EPA, 1994)3 

Toxicity 
Equivalence 
Factor (TEF) 
(EPA; 1993) 

Acenaphthylene   D 0.001 

Anthracene I 3 D 0.01 

Benzo[a]anthracene S 2A B2 0.1 

Benzo[b]fluoranthene S 2B B2 0.1 

Benzo[k]fluoranthene S 2B B2 0.1 

Benzo[b]fluorene I 3   

Benzo[g,h,i]perylene I 3 D 0.01 

Benzo[a]pyrene S 2A B2 1 

Benzo[e]pyrene I 3   

Chrysene L 3 B2 0.01 

Fluoranthene I 3 D 0.001 

Fluorene I 3 D 0.001 

Indeno[1,2,3-c,d]pyrene S 2B B2 0.1 

Perylene I 3   

Phenanthrene I 3 D 0.001 

Pyrene I 3 D 0.001 

Dibenzo[a,h]anthracene S 2A B2 5 

Dibenzo[a,h]pyrene S 2B   

Benzo[c]fluorene I 3   

Benzo[j]fluoranthene S 2B   

Dibenzo[a,e]pyrene S 2B   
1. ยังศึกษาข้อมูลไม่เพียงพอในมนุษย์, ท้าการทดลองในสัตว์: I, ข้อมูลไม่เพียงพอ; L, ข้อมูลจ้ากัด; S, ข้อมูลเพียงพอ 
2. 1, เป็นสารก่อมะเร็งส้าหรับมนุษย์; 2A, อาจจะมีความเป็นไปได้ในการก่อมะเร็งส้าหรับมนุษย์;  
2B, เป็นสารก่อมะเร็งได้ส้าหรับมนุษย์; 3, ไม่ได้เก่ียวกับการจ้าแนกให้เป็นสารก่อมะเร็งส้าหรับมนุษย์ 
3 D: ไม่จัดเป็นสารก่อมะเร็งในมนุษย์; B2: มีความน่าจะเป็นไปได้ในการเป็นสารก่อมะเร็งในมนุษย์ 
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2.4 วิธีการก าจัดและการย่อยสลายสารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน 
(Elimination and degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons) 
 
 การสลาย  PAHs มีวิธีการก้าจัดเช่นเดียวกับสารพิษอันตรายทั่วไป ซึ่งสามารถจ้าแนกได้
เป็น 5 กลุ่มดังนี้ (Lee และคณะ, 1996) 

  2.4.1 การเผาท่ีอุณหภูมิสูง (incineration) ใช้การเก็บรวบรวม  PAHs บรรจุใน
ภาชนะเพื่อน้าไปก้าจัดโดยเตาเผา (incinerator) ที่ถูกจัดท้าขึ้นเป็นพิเศษให้เผาได้ที่อุณหภูมิสูง 
โดยท้าการเผาที่ 2000°F แล้วน้าไปฝังกลบ อย่างไรก็ตามวิธีนี้เป็นวิธีที่อาจก่อให้เกิดสารพิษชนิด
ใหม่และปัญหาสิ่งแวดล้อมมากขึ้นหากการเผาและการฝังกลบท้าในบริเวณที่เกิดการกระจาย
รั่วไหลของสารประกอบได้ 
  2.4.2 วิธีทางกายภาพ (physical alteration) เช่น ให้ความร้อน ใช้อากาศเป่า 
หรือใช้การฝังกลบ 
  2.4.3 วิธีทางเคมี (chemical alteration) โดยมีการเติมสารเคมีลงไปท้าปฏิกิริยา
กับ PAHs  เพื่อให้เกิดการละลายหรือสลายตัวแล้วจึงน้าไปจัดเก็บในภาชนะที่เหมาะสมต่อไป 
  2.4.4 วิธีทางเคมี-ฟิสิกส์ (physical-chemical technique) ได้แก่ การเติม
ถ่านกัมมันต์ลงในบริเวณที่มีการปนเปื้อนเพื่อให้เกิดการดูดซับไว้ภายใน การใช้แสง
อัลตราไวโอเลตหรือรังสีแกรมมาเพื่อให้เกิดการสลายตัว (photodegradation) 

  2.4.5 วิธีบ าบัดทางชีวภาพ (bioremediation) เป็นวิธีการก้าจัดสารพิษหรือสาร
ปนเปื้อนโดยกระบวนการเมแทบอลิซึมของสิ่งมีชีวิต เช่น การใช้พืช รา แบคทีเรีย ฯลฯ เป็นตัว
เปลี่ยนสารปนเปื้อนเหล่านี้ให้อยู่ในรูปของสารอ่ืนเพื่อน้าไปใช้เป็นแหล่งพลังงานให้กับเซลล์ การ
บ้าบัดด้วยวิธีทางชีวภาพสามารถน้าไปใช้ร่วมกับวิธีอ่ืนๆ ได้ เพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการ
บ้าบัดได้ดีขึ้น  

 การบ้าบัดทางชีวภาพโดยการใช้จุลินทรีย์ได้มีการศึกษากันอย่างแพร่หลาย ( Mrozik และ
คณะ, 2003; Jaimin และคณะ , 2011) เนื่องจากเป็นวิธีที่มีต้นทุนต่้าและยังไม่ส่งผลกระทบต่อ
สิ่งแวดล้อมเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนๆ (Bamforth และ Singleton, 2005) ปัจจุบัน การบ้าบัดทางชีวภาพ
ด้วยแบคทีเรียเป็นวิธีการที่สามารถท้าเป็นผลิตภัณฑ์ทางการค้าได้ ตัวอย่างเช่น ผลิตภัณฑ์และ
นวัตกรรมจาก KLEEN ที่พัฒนาข้ึนโดยอาศัยเทคโนโลยีชีวภาพ ใช้การท้างานของแบคทีเรียเพื่อ
บ้าบัดความเป็นพิษของโลหะหนัก PAHs และสารพิษชนิดอ่ืนๆ นวัตกรรมดังกล่าวนี้ นอกจากจะมี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายที่ดี เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม และยังมีค่าใช้จ่ายน้อยกว่าการใช้วิธี
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ทางเคมีอีกด้วย โดยทั่วไปการย่อยสลายด้วยวิธีทางชีวภาพจากแบคทีเรียนิยมกระท้าในภาวะที่มี
ออกซิเจน ปฏิกิริยาเริ่มต้นจากการเติมหมู่ออกซิเจนและรับอิเล็กตรอนให้วงแอโรแมติก ปฏิกิริยานี้
เกิดขึ้นจากเอนไซม์ไดออกซิจีเนส (dioxygenase) ในแบคทีเรีย เปลี่ยนสารตั้งต้นซึ่งเป็นสาร PAHs 
ไปจนมีโครงสร้างคล้ายแคทีคอล  (catechol) ท้าให้ถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์เอกซ์ตราไดออลได
ออกซิจีเนส (extradioldioxygenase) ก่อนเข้าสู่วัฏจักรกรดไทรคาร์บอกซิลิกต่อไป (Habe และ 
Omori, 2003) แม้การบ้าบัดทางชีวภาพในภาวะที่มีออกซิเจนจะมีประสิทธิภาพที่ดีในการย่อย
สลาย  PAHs และสารปนเปื้อนอ่ืนๆ แต่ยังมีข้อจ้ากัดต่อการน้าไปประยุกต์ใช้ในบริเวณที่มี
ออกซิเจนต่้า เช่น การปนเปื้อนในแหล่งน้้าใต้ดินและตะกอนดินใต้ทะเล หนทางหนึ่งในการ
แก้ปัญหาการปนเปื้อนในภาวะนี้คือการเลือกใช้จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายสารพอ
ลิไซคลิก แอโรแมติก ไฮโดรคาร์บอนได้แม้อยู่ในภาวะที่มีออกซิเจนต่้าหรือไม่มีออกซิเจนเลย        
  
2.5 แบคทีเรียดีไนทริไฟอิง (Denitrifying Bacteria) 
 

 จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการรีดิวซ์สารประกอบไนเทรตให้อยู่ในรูปของก๊าซไนโตรเจน 
(ภาพที่ 2.2) พบได้ทั้งในแบคทีเรียและรา แต่โดยมากแล้ว ราส่วนใหญ่จะสามารถเจริญได้ดีใน
ภาวะที่มีออกซิเจนส่วนแบคทีเรียสามารถเจริญได้ในภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน แบคทีเรียดีไนทริ
ไฟอิงนับเป็นจุลินทรีย์ที่น่าสนใจจากคุณลักษณะความสามารถในการสร้างเอนไซม์ที่สามารถย่อย
สลายองค์ประกอบสารเคมีชนิดไนเทรตได้ แบคทีเรียนี้จะเจริญได้ดีในภาวะแวดล้อมกึ่งไร้
ออกซิเจน ซึ่งสามารถใช้ทั้งออกซิเจนและไนเทรตเป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้ายที่เกี่ยวข้องกับ
กลไกการย่อยสลายและการแตกตัวของ PAHs ไปเป็นสารที่มีสภาพความเป็นพิษลดลงได้  และมี
งานวิจัยหลายชิ้นดังแสดงในตารางที่ 2.4 ที่ระบุตรงกันถึงความสามารถของแบคทีเรียดีไนทริไฟอิง
ต่อการย่อยสลาย PAHs ที่จะเกิดขึ้นร่วมกับกระบวนการดีไนตริฟิเคชัน 

 
 
 
 
 
 
 
 



14 

 
ภาพท่ี 2.2 กระบวนการดีไนทริฟิเคชัน และสรุปสาระส้าคัญ (วีรานุช หลาง, 2554) 

 

สาระส้าคัญของปฏิกิริยา  

- เป็นกระบวนการหายใจแบบไม่ใช้ออกซิเจน โดยมีไนเทรตเป็น 

ตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้าย 
- ออกซิเจนยับยั้งกระบวนการ แต่แอมโมเนียไม่ยับยั้งกระบวนการนี้ 

- ผลิตสารผสมระหว่างแก๊สไนโตรเจนและไนตรัสออกไซด์ 

- แบคทีเรียเฮเทอโรทรอป (heterotrophic bacteria) หลายชนิดเป็นดีไนทริไฟเออร์ 
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ตารางท่ี 2.4 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงและการย่อยสลาย PAHs 

ผู้วิจัย หัวข้อ แบคทีเรียดีไนทริไฟอิง 

Weissenfels et al. (1990)  

 

Degradation of fluoranthene 
by pure bacterial cultures  

Alcaligenes sp.  
 

McNally et al. (1998)  

 

Biodegradation of three- and 
four-ring polycyclic aromatic 
hydrocarbons under aerobic 
and denitrifying conditions.  

Psudomonas stutzeri  
P. Putida  
P. Fluorescens  
 

Rockne et al. (2000) 

 

Anaerobic naphthalene 
degradation by microbial 
pure cultures under nitrate-
reducing conditions.  

Vibrio Pelagius 
P. aeruginosa  
 

Graham and Eugene (2007)  

 

Naphthalene metabolism 
and growth inhibition by 
naphthalene in Polaromonas 
naphthalenivorans strain 
CJ2.  

Polaromonas  
naphthalenivorans CJ2 

 

 
2.6 ความสัมพันธ์ระหว่างโครงสร้าง สภาพพิษ และการถูกย่อยสลายได้ของสารปนเปื้อน 
(Relationship between contaminant structure, toxicity, and biodegradibility) (วีรานุช หลาง , 
2545) 
 
 2.6.1 สภาพพร้อมใช้ทางชีวภาพ (Bioavailability) 
   

 กลไกการย่อยสลายจะประกอบด้วย 2 ข้ันตอน ประกอบด้วยการน้าสารตั้งต้นเข้าสู่เซลล์ 
และข้ันตอนการเมแทบอลิซึมหรือการย่อยสารตั้งต้นนั้นๆ ซึ่งสารประกอบเหล่านี้จะถูกย่อยได้เร็ว
ขึ้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่ออยู่ในรูปที่ละลายน้้าได้ (water-soluble form) อย่างไรก็ตามการย่อย



16 

สลายสารปนเปื้อนมักถูกจ้ากัดด้วยความสามารถในการละลายหรือมักถูกดูดซับอยู่ที่อนุภาคหรือ
ตะกอนดิน ซึ่งท้าให้สภาพพร้อมใช้ทางชีวภาพเกิดได้ยาก 

 การเจริญของจุลินทรีย์บนสารอินทรีย์มักถูกจ้ากัดด้วยคุณสมบัติการละลายน้้าของสาร
เนื่องจากจุลินทรีย์ไม่สามารถน้าสารเหล่านี้ไปใช้ได้อย่างอิสระในสภาพของเหลว อีกทั้งการสัมผัส
กับสารอินทรีย์ที่มีการละลายน้้าได้ต่้าจึงเกิดขึ้นอย่างจ้ากัด ซึ่งสารเหล่านี้อาจจะอยู่ในรูปของเหลว
หรือของแข็ง หรือสามารถอยู่ได้ทั้งในสองสถานะ ตัวอย่างเช่น พีซีบี (Polychlorinated biphenyls; 
PCBs) และตัวท้าละลายที่มีคลอรีนเป็นองค์ประกอบ เช่น ทีซีอี (TCE) มีความหนาแน่นมากกว่า
น้้าจึงแยกชั้นอยู่ใต้ผิวน้้า ส่วนพวกเบนซีนหรือปิโตรเลียมมีความหนาแน่นต่้ากว่าจึงลอยตัวอยู่ผิว
น้้า การที่จุลินทรีย์จะน้าของเหลวอินทรีย์ที่กล่าวนี้เข้าสู่เซลล์ได้ต้องอาศัยวิธีการ 

4 วิธีดังนี้คือ 

1) ใช้สารอินทรีย์ส่วนน้อยที่พอจะละลายอยู่ในน้้าบ้างเล็กน้อย แต่วิธีนี้มักถูกจ้ากัด

เนื่องจากคุณสมบัติการละลายน้้าของสารที่ละลายน้้าได้ต่้า 

2) สัมผัสสารอินทรีย์โดยตรงที่หยดน้้ามัน โดยใช้อวัยวะพิเศษ เช่น ฟิมเบรีย (Fimbriae) 

หรืออาศัยคุณสมบัติของผนังเซลล์ที่เป็นไฮโดรโฟบิก ซึ่งวิธีนี้มีข้อจ้ากัดอยู่ที่รอยต่อ

ระหว่างเฟสน้้า และไฮโดรคาร์บอน 

3) สัมผัสโดยตรงกับสารอินทรีย์ขนาดเล็กที่กระจายอยู่ในน้้า ซึ่งวิธีนี้มีข้อจ้ากัดในกรณี

น้้ามัน เนื่องจากการกระจายเป็นหยดน้้ามันขนาดเล็กในดินนั้นยากมาก แตกต่างจาก

การกระจายตัวในทะเล ที่มีคลื่นในทะเลเป็นตัวที่ท้าให้เกิดการกระจายเป็นหยดน้้ามัน

ขนาดเล็กๆ ได้ 

4) อาศัยสารลดแรงตึงผิว (surfactant) หรือตัวกระท้าอิมัลชัน (emulsifier) เพื่อช่วยเพิ่ม

การละลายจากการเกิดเป็นไมเซลล์ (micelles) หรือฟอง (vesicles) โดยโครงสร้าง

ส่วนหางของสารลดแรงตึงผิวที่เป็นไฮโดรโฟบิกจะเข้าจับกับสารคล้ายชั้นไขมัน และ

หันส่วนหัวที่เป็นไฮโดรโฟบิกเข้าหาน้้า จึงช่วยเพิ่มการละลายเนื่องจากมีความเป็น

ไฮโดรโฟบิกที่เพิ่มมากขึ้น ท้าให้จุลินทรีย์สามารถเกาะติดกับสารได้ดีขึ้น  
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ส้าหรับสารอินทรีย์ที่อยู่ในสภาพของแข็ง เช่น แว็กซ์ พลาสติก หรือ  PAHs  มีเพียง 2 วิธีที่
จุลินทรีย์จะน้าสารเหล่านี้เข้าสู่เซลล์ คือ  

1) การสัมผัสโดยตรงกับสารตั้งต้น   

2) ใช้สารตั้งต้นที่มีอยู่ในสภาพละลาย 
 

จากการศึกษาพบว่าจุลินทรีย์แทบทั้งหมดใช้สารตั้งต้นที่อยู่ในสภาพละลาย ดังนั้น
สารอินทรีย์ในสภาพของแข็งที่มีคุณสมบัติละลายน้้าต่้าจึงมักถูกย่อยสลายได้ยากกว่า ปัจจัยอื่นที่
มีผลต่อการน้าสารอินทรีย์ไปใช้ ได้แก่ การดูดซับ (sorption) ของสารที่อนุภาคดินหรือตะกอน 
โดยอาจเกิดพันธะที่แข็งเช่น พันธะโควาเลนต์หรือพันธะที่ค่อนข้างอ่อน เช่น พันธะไฮโดรเจน 
แรงวัลเดอร์วาลส์หรือพันธะไฮโดรโฟบิก การจับโดยพันธะที่ค่อนข้างอ่อนนี้เป็นแบบย้อนกลับได้ 
(reversible) สารที่จับโดยพันธะเหล่านี้จะถูกปล่อยกลับมาละลายในน้้าและถูกน้าไปใช้โดย
จุลินทรีย์ สารอินทรีย์ที่ตกค้างในธรรมชาติเป็นระยะเวลานานๆ มักพบปัญหาการถูกย่อยสลายได้
ยาก เนื่องจากการไหลซึมเข้าไปในช่องหรือโพรงเล็ก ๆ ของอนุภาคดิน ท้าให้จุลินทรีย์ไม่สามารถ
เข้าถึง จึงมีสภาพพร้อมใช้ทางชีวภาพต่้า นอกจากนี้ยังมีปัจจัยร่วมซึ่งเกี่ยวข้องกับการเกาะยึด
อนุภาคดินที่อาศัยการเร่งปฏิกิริยาของพวกเอนไซม์ออกซิเดทีฟ (oxidative enzyme) เกิดเป็น
ปฏิกิริยา ฮิวมิฟิเคชั่น (humification) ซึ่งเป็นกระบวนการที่ย้อนกลับไม่ได้ และสารที่จับกับ
อนุภาคดินด้วยวิธีนี้จึงมักจะถูกย่อยสลายได้ช้า 

 
 2.6.2 โครงสร้างของสารปนเปื้อน (Contaminant Structure) 
 
 โครงสร้างของสารบางชนิดถูกย่อยสลายได้ช้าแม้ว่าจะมีโครงสร้างคล้ายคลึงกับสารที่อยู่
ตามธรรมชาติก็ตาม ทั้งนี้เนื่องมาจากการมีแขนงและหมู่หน้าที่ (functional group) ที่ไปมีผลต่อ
บริเวณเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ กล่าวคือเมื่อบริเวณเร่งดังกล่าวถูกกีดขวางจากโครงสร้างแขนง
และหมู่หน้าที่ท้าให้ไปขัดขวางการด้าเนินไปของปฏิกิริยา นอกจากนี้ยังอาจมีสาเหตุจากผลของ
อิเล็กตรอนของหมู่หน้าที่ของสารไปท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงต่อจ้านวนอิเล็กตรอนที่บริเวณเร่ง
ปฏิกิริยาของเอนไซม์ ซึ่งหมู่หน้าที่ที่ท้าหน้าที่เป็นตัวให้อิเล็กตรอนแก่บริเวณเร่งปฏิกิริยามักจะเพิ่ม
อัตราการย่อยสลาย แต่ถ้าหมู่หน้าที่ที่เป็นตัวดึงอิเล็กตรอนจากบริเวณเร่งจะท้าให้อัตราการย่อยช้า
ลง  
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 2.6.3 สภาพความเป็นพิษ (Toxicity) 
 
 ในสภาพที่สารปนเปื้อนมีความเข้มข้นสูงก็จะท้าให้การย่อยสลายเกิดได้ช้าลง เนื่องมาจาก
ผลของความเป็นพิษต่อจุลินทรีย์ ตัวอย่างเช่น ปิโตรเลียมหรือพวกตัวท้าละลายอินทรีย์ ท้าให้เกิด
การละลายในส่วนไขมันของผนังเซลล์และคุณสมบัติการเป็นเยื่อเลือกผ่านของผนังเซลล์จึงถูก
ท้าลายลงไปด้วย นอกจากนี้ค่าสัมประสิทธิการละลายของสาร (Kow) ซึ่งเป็นค่าที่แสดงคุณสมบัติ
การเป็นไฮโดรโฟบิกของสาร สารที่มีค่านี้สูง เช่น แนพธาลีน ไพริดีน ฟีนอล และเบนซีนที่หมู่อัลคิล
เกาะอยู่ พบว่ามีความสามารถในการยับยั้งการเจริญและเป็นพิษต่อจุลินทรีย์ได้อีกด้วย 

 

 
2.7 ปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมท่ีมีผลต่อการย่อยสลาย (Environmental factors affecting 
biodegradation) (วีรานุช หลาง, 2554) 
 
 ปัจจัยที่มีผลต่อกิจกรรมของจุลินทรีย์และอัตราการรอดชีวิตนั้นมีด้วยกันหลายปัจจัย  แต่
ปัจจัยหลักที่ส้าคัญก็คือ สารอินทรีย์ (organic matter) เป็นแหล่งคาร์บอนของจุลินทรียชนิดที่ได้
สารอาหารประเภทแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนจากสารอินทรีย์ (heterotrophic microorganism) 
บริเวณผิวดินซึ่งค่อนข้างมีสารอินทรีย์ปริมาณสูงและหลากหลายจึงเป็นแหล่งที่พบจ้านวนและ
ความหลากหลายของจุลินทรีย์สูง นอกจากนี้ยังมีปัจจัยอีกหลากหลายไม่ว่าจะเป็นปัจจัยทางด้าน
กายภาพและเคมี เช่น ปริมาณออกซิเจน น้้า สารอินทรีย์ อุณหภูมิ พีเอช ความเค็ม ฯลฯ โดยจะขอ
กล่าวถึงปัจจัยที่ส้าคัญดังต่อไปนี้ 
 

2.7.1 ภาวะมีออกซิเจนและภาวะไร้ออกซิเจน (Aerobic / Anaerobic 
biodegradation) 
 

 โดยทั่วไปการย่อยสลายภายใต้ภาวะที่มีออกซิเจนจะเกิดขึ้นได้เร็วกว่าภาวะไร้ออกซิเจน 
ตัวอย่างเช่นการปนเปื้อนของปิโตรเลียมในบริเวณทะเลสาบ บริเวณน้้าจืดหรือแม่น้้าที่มีออกซิเจน
จะเกิดการย่อยสลายได้ดีกว่าบริเวณดินตะกอนที่ไร้ออกซิเจน ซึ่งมักจะเกิดการตกค้างของสาร
ปนเปื้อน สารอินทรีย์บางชนิดจะเกิดการย่อยสลายได้ภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจนเมื่อมีไนเทรต เหล็ก 
หรือซัลเฟตเป็นตัวรับอิเล็กตรอน  แต่การย่อยสลายภายใต้ภาวะเหล่านี้มักใช้เวลานานกว่าการ
ย่อยสลายภายใต้ภาวะที่มีออกซิเจน 
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2.7.2 ปริมาณสารอินทรีย์ (Organic matter content) 
 
 ที่บริเวณผิวดินเป็นบริเวณที่มีออกซิเจนและสารอินทรีย์มากกว่า อีกทั้งยังมีปริมาณ
จุลินทรีย์อยู่เป็นจ้านวนมาก ท้าให้การย่อยสลายเกิดได้เร็วกว่า แตกต่างจากบริเวณใต้ดินลงไปที่มี
น้้าและปริมาณออกซิเจนน้อย จึงมีปริมาณจุลินทรีย์ที่น้อยกว่า และการตอบสนองต่อแหล่ง
คาร์บอนจึงน้อยลงตามไปด้วย ดังนั้นการย่อยสลายที่เกิดขึ้นในชั้นใต้ดินลึกลงไปจึงเกิดขึ้นได้ช้า
กว่าที่บริเวณผิวดิน 
 
 2.7.3 ปริมาณไนโตรเจน  
 

 การย่อยสลายสารอินทรีย์โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่มีคาร์บอนและ
ไฮโดรเจนเป็นองค์ประกอบ ท้าให้เกิดความต้องการสารอาหารจ้าพวกไนโตรเจนและฟอสฟอรัส
เพิ่มมากขึ้น โดยทั่วไปจุลินทรีย์มีอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N) ภายในเซลล์ตั้งแต่ 5:1 ถึง 
10:1 ขึ้นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ การย่อยจะเกิดได้ดีขึ้นเมื่อมีการเติมไนโตรเจน เช่นในกรณีการ
ย่อยปิโตรเลียมที่ปนเปื้อนอยู่ในสิ่งแวดล้อมจะมีการเติมไนโตรเจนในรูปของปุ๋ย เพื่อให้การย่อย
สลายเกิดได้ดีขึ้น และการสลายจะให้ผลที่ดีขึ้นเมื่อมีการเติมคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N) 200:1 
ซึ่งเป็นอัตราส่วนที่สูงกว่าภายในเซลล์มาก แต่อย่างไรก็ตามอาจเป็นไปได้ว่าเมื่อเกิดกระบวนการ
เมแทบอลิซึมและได้ผลิตภัณฑ์เป็นคาร์บอนไดออกไซด์ จึงท้าให้ปริมาณคาร์บอนที่พบในระบบ
หายไป 

 
 
2.8 การประยุกต์ใช้จุลินทรีย์เพื่อการย่อยสลายทางชีวภาพของสารประกอบพอลิไซคลิก
แอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน (Application of microorganisms in PAHs bioremediation) 
 

น้้ามันและผลผลิตที่เกิดขึ้นจากน้้ามันนับวันเป็นปัญหาที่ส้าคัญต่อมวลมนุษย์ จากอัตราที่
เพิ่มข้ึนการน้ามาใช้ประโยชน์ จึงมีกิจกรรมการขนส่งมากยิ่งขึ้น มีระบบการเก็บรักษาเพิ่มข้ึน 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งการรั่วไหลและปนเปื้อนของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่เกิดขึ้นจะมีผลกระทบ
อย่างสูงกับสุขภาพอนามัยของมนุษย์ (เก็จกาญจน์ สมาธิวุฒิคุณ, 2546) 
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 กระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพเป็นการน้าสิ่งมีชีวิตเพื่อมาใช้ในการบ้าบัดรักษา
สิ่งแวดล้อมที่มีการปนเปื้อนจากน้้ามันหรือสารประกอบไฮโดรคาร์บอนต่างๆ ให้หมดไปหรือให้มี
สภาพที่ดีขึ้นและฟื้นฟูได้รวดเร็วขึ้น จึงนับเป็นกระบวนการเพื่อการรักษาสภาพแวดล้อมให้ดียิ่งขึ้น
จนเป็นปกติ สะอาด ส้าหรับสุขภาพอนามัยของสิ่งมีชีวิตที่อยู่ในสิ่งแวดล้อมนั้นๆ (เจษฎา โพธิรัตน,์ 
2541) 

 จากการศึกษาก่อนหน้า Boonyatumanond และคณะ (2006) ที่ได้การศึกษาการกระจาย
ตัวของ PAHs และออกแบบเครื่องหมายทางโมเลกุล( Molecular marker)ในตะกอนดินบริเวณ
คลอง แม่น้้าเจ้าพระยา ปากแม่น้้าและอ่าวไทยตอนบน พบว่าการปนเปื้อนของ  PAHs ในตะกอน
ดินจากคลอง แม่น้้า ปากแม่น้้า และอ่าวไทยตอนบนเป็นการตกค้างจากไฮโดรคาร์บอนที่เป็น
องค์ประกอบในผลิตภัณฑ์ปิโตรเลียม (petrogenic) และไฮโดรคาร์บอนที่การเผาไม้สารอินทรีย์ 
ผลิตภัณฑ์ปิโตรเลียม ไม้ ถ่านหิน ฯลฯ (pyrogenic) จากการศึกษาดังกล่าว พบว่าปริมาณความ
เข้มข้นของ  PAHs ในคลองมีความเข้มข้นของ  PAHs อยู่ระหว่าง 512 – 8399 นาโนกรัมต่อกรัม 
(น้้าหนักแห้ง) แม่น้้าเจ้าพระยาพบ 33 – 590 นาโนกรัมต่อกรัม (น้้าหนักแห้ง ) ปากแม่น้้าพบ 29 – 
724 นาโนกรัมต่อกรัม (น้้าหนักแห้ง ) และชายฝั่งทะเลของไทยพบ 6 – 228 นาโนกรัมต่อกรัม 
(น้้าหนักแห้ง)ตามล้าดับ ซึ่งแนวโน้มการกระจายตัวและสาเหตุการปนเปื้อน PAHs ของไทย น่าจะ
เกิดจากเมืองและมีการชะลงสู่แหล่งน้้าธรรมชาติผ่านทางคลองต่างๆเป็นหลัก 

 Agnelli และคณะ (2004) ติดตามการเปลี่ยนแปลงประชาคมแบคทีเรียและราประจ้าถิ่น
ในดินที่ปนเปื้อน  PAHs  โดยน้ามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค  DenaturingGradient Gel 
Electrophoresis (DGGE) พบว่าความหลากหลายของประชาคมแบคทีเรียมีมากกว่ารา 

Bradley และคณะ (1992) กล่าวถึง ในปี 1975 การรั่วไหลของ JP-4 grade jet fuel 
ปริมาณราว 83,000 แกลลอนท้าให้เกิดการปนเปื้อนใกล้กับ North Charleston South California 
เป็นบริเวณกว้าง เพื่อที่จะศึกษาปัจจัยที่จะส่งผลต่อจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการดีไนทริ
ฟิเคชั่น ปริมาณ NO3 ค่าความเป็นกรดด่าง และปริมาณ PO4 ได้ถูกบันทึกถึงผลกระทบต่อ
กระบวนการดีไนทริฟิเคชันในตะกอนที่เก็บอย่างหลากหลาย พบว่ากระบวนการดีไนทริฟิเคชั่น
ลดลง 98% ภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจน อัตราการเกิดดีไนทริฟิเคชั่นและคาร์บอนมิเนอราลไลเซชั่น
เพิ่มข้ึนเมื่อมีปริมาณ NO3มากที่สุดโดยประมาณ 1 mM ส่วน PO4ไม่มีผลต่อทั้งสองกระบวนการ 
การเกิดดีไนทริฟิเคชันลดลง 38% เป็นอย่างน้อยที่ความเป็นกรดด่างต่้ากว่า 4 เมื่อเทียบกับความ
เป็นกรดด่างที่ 7 การวิเคราะห์ตัวอย่างพบว่ามีความแตกต่างเกิดขึ้นในการปนเปื้อนสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนอย่างน้อย 10 เท่าในบริเวณชายฝั่งที่เก็บตัวอย่าง 
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Fukui และ คณะ(1999) สรุปว่าน้้ามันดิบ (crude oil) เป็นองค์ประกอบที่มีความซับซ้อน
โดยองค์ประกอบหลักประกอบด้วยหลายๆวง (saturated aromatic hydrocarbon) การย่อยสลาย
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนด้วยแบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจนในการหายใจเป็นที่รู้จักกันมานานนับร้อย
ปี ส่วนการย่อยสลายสารแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอนภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจนเพิ่งมีการค้นพบมาใน
ไม่กี่สิบปี ในงานวิจัยนี้กล่าวถึงการส้ารวจการย่อยสลายสารประกอบพอลิแอโรแมติก 
ไฮโดรคาร์บอนในน้้ามันดิบที่ภาวะไร้ออกซิเจน  จุลินทรีย์ที่มีความสามารถดังกล่าวอยู่ในกลุ่มที่
เป็นซัลไฟต์ รีดิวซิงแบคทีเรีย (sulfite-reducing bacteria) นอกจากนี้สารประกอบ alkyl-benzene 
และ n-alkane ถูกพบว่ามีการย่อยสลายได้ไปพร้อมกับการเปลี่ยนซัลเฟต ( sulfate)ไปเป็นซัลไฟด์ 
(sulfide) ซึ่งนับเป็น 10% aromatic hydrocarbon ในน้้ามันดิบ อย่างไรก็ตามการใช้สารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนเกิดขึ้นแบบไม่สมบูรณ์ตามค่าการวัด 13C และ 12C และจึงเป็นค้าอธิบายที่ว่าท้าไม
แบคทีเรียโบราณบางชนิดจึงสามารถพบว่าเจริญได้ในแหล่งน้้ามันดิบซึ่งมีก้ามะถันอยู่  และเป็น
สาเหตุว่าท้าไมจึงมีซัลไฟด์ที่ไม่พึงประสงค์ปนอยู่ในน้้ามันและโรงกลั่นน้้ามัน ยิ่งไปกว่านั้นการยังมี
การพบแอนแอโรบิกแบคทีเรียที่ใช้ alkylbenzeneและ n-alkane และเชื้อบริสุทธิ์ที่เป็นจุลินทรีย์ใน
กลุ่มดีไนทริไฟเออร์ในน้้ามันดิบจากการศึกษานี้ 

Gilbert และคณะ  (1997) ท้าการทดลอง in situ และได้ถูกน้ามาใช้ในการวิเคราะห์
ตัวอย่างจากตะกอนชายฝั่งทะเลเมดิเตอร์เรเนียนบริเวณ Gulf of Fosเพื่อจะศึกษาอิทธิพลของ
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนกับการเกิดดีไนทริฟิเคชัน (denitrification) หลังจาก 1, 4 และ 6 เดือน 
ส้าหรับตัวอย่างควบคุมจะไม่มีตะกอนไฮโดรคาร์บอนในตะกอน การมีอยู่ของไมโครฟาวนากระตุ้น
ให้เกิดอัตราของดีไนทริฟิเคชันถึง 160% การกระตุ้นถูกเหนี่ยวน้าโดยตะกอนทั้ง NO3

- การมีอยู่ของ
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนในการทดลองส่งผลทั้งช่วยกระตุ้นและยับยั้งการเกิดดีไนทริฟิเคชัน 
กระบวนการดีไนทริฟิเคชัน ตอบสนองการมีอยู่ของสารไฮโดรคาร์บอนขึ้นกับ ปริมาณของสสารที่
เกิดจากแอคทิวิทีของไมโครฟาวนา สารอินทรีย์ในปริมาณเพียงเล็กน้อยก็สามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพของกระบวนการดีไนทริฟิเคชันที่เกี่ยวข้องกับสารไฮโดรคาร์บอน 120% ในทาง
ตรงกันข้าม เมื่อมีปริมาณไฮโดรคาร์บอนอ่ิมตัวมากกว่า 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมของตะกอนแห้ง 
พบว่ากระบวนการดีไนทริฟิเคชันถูกยับยั้ง 

Häner และคณะ (1995) พบว่าจุลินทรีย์จาก diesel fuel-contaminated source มี
ความสามารถเจริญบน p-xylene การออกซิเดชั่นของ p-xylene ควบคู่ไปกับ CO2 แสดงให้เห็นว่า
สามารถลดปริมาณ NO3

-  ได้ส้าเร็จ การเพิ่มปริมาณเชื้อในการเจริญบน toluene และ m-xylene 
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สามารถตรวจพบได้ อย่างไรก็ตามพบว่าเชื้อไม่สามารถย่อย benzene, ethylbenzene และ       
o-xylene ได้ 

 Rakhimova และคณะ (2004) ศึกษาประสิทธิภาพของจุลชีพที่ใช้ในการ oxidize น้้ามัน
ในการย่อยสลายทางชีวภาพของดินที่ปนเปื้อนน้้ามันถูกท้าในห้องปฏิบัติการ ภาวะที่ใช้ใน
การศึกษาความสามารถในการออกซิไดซ์มีทั้งภาวะไร้ออกซิเจน (anaerobic) หรือภาวะแอนอกสิก 
(anoxic) ความสามารถในการย่อยสลายน้้ามันที่เป็นสารไฮโดรคาร์บอนมีล้าดับดังนี้ การปล่อยให้
เกิดย่อยสลายทางชีวภาพข้ึนเอง (self-remediation 40%<เมื่อมีการประยุกต์ใช้ไนเทรต 42% 
ระบบ denitrifying oil-oxidizing 50% ระบบที่ใช้ร่วมกันระหว่างปฏิกริยาดีไนทริฟิเคชันพร้อมกับ
เติมไนเทรต 60%  

โดยสรุป แนวทางการวิจัยที่มีความส้าคัญอย่างยิ่งที่เกี่ยวกับกระบวนการย่อยสลายทาง
ชีวภาพของ PAHs  ยังต้องการจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพสูงที่สามารถท้างานได้ดีทั้งในภาวะที่มี
และไร้ออกซิเจน เนื่องมาจาก PAHs สามารถพบตกค้างในสิ่งแวดล้อมทั้งในบริเวณผิวดิน ผิวน้้า 
และสามารถพบในสภาพที่ตกตะกอนหรืออยู่ลึกลงไปในดินได้ ดังนั้นในงานวิจัยนี้จะเน้น
วัตถุประสงค์เพื่อการศึกษาคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถด้ารงชีวิตอยู่ในสิ่งแวดล้อมที่มีการ
ปนเปื้อนน้้ามันไฮโดรคาร์บอน โดยเน้นภาวะที่ไม่มีออกซิเจนอยู่ ซึ่งยังมีการศึกษาไม่มากนัก ใน
อาหารที่มีสารปนเปื้อนนั้นๆอยู่ กลไกความสามารถการเจริญเติบโต จากงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับ
การประยุกต์ใช้กระบวนการดีไนทริฟิเคชันที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs  พบว่า แบคทีเรียที่
มีความสามารถในการใช้กระบวนการดีไนทริฟิเคชันนั้นมีศักยภาพในการน้ามาใช้เพื่อบ้าบัดและ
แก้ไขปัญหาสิ่งแวดล้อมซึ่งเกิดจากการปนเปื้อนของสารประกอบไนโตรเจน ฟอสฟอรัส พอลิไซ
คลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน การใช้แบคทีเรียดีไนทริไฟอิงจะเป็นวิธีการทางเลือกที่สามารถช่วย
ก้าจัดไนเทรตและไนไทรต์ และสารในกลุ่มของสารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน
ออกจากระบบได้โดยไม่เป็นอันตรายต่อสิ่งมีชีวิตในระบบนั้นๆ ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการ
ประยุกต์ใช้ในระบบการบ้าบัดน้้าเสียในโรงงานอุตสาหกรรมที่เกี่ยวข้องต่อไปในอนาคต 

 

 

 



 

บทท่ี 3 
อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีด าเนินการวิจัย 

 
 

วัสดุอุปกรณ์ 

  
เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถะสูง ส้าหรับการวิเคราะห์ 

- คอลัมน์โครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 
Chromatrography, HPLC) รุ่น Inertsil ODS-P HP (Shimadzu) column  

ขนาด 4.8 x 150 mm 
- เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถะสูง 

- ดีเทคเตอร์ยูวีส้าหรับเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถะสูง 

  
ชุดเครื่องมือส้าหรับเตรียมตัวอย่าง เพื่อการวิเคราะห์ 

- กระบอกฉีดยา (Nipro, Thailand) 
- กล้องจุลทรรศน์ รุ่น CH30RF200 (Olympus,Japan) 

- ขวดแก้วพร้อมฝาส้าหรับเตรียมตัวอย่างวิเคราะห์ (Amani,Thailand) 

- ขวดยาฉีด ขนาด 50 และ 100 มิลลิลิตร (BTI packaging, Thailand) 
- เข็มฉีดยา (Nipro, Thailand) 

- คริมเปอร์ (The Finest in Crimping Tool &  Accessories, USA) 

- เครื่องกวนสารให้ความร้อนแบบแท่งแม่เหล็ก รุ่น PC-420 (Corning, USA) 

- เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ รุ่น VS-8480SFN (Vision Sciencetific, Korea) 
- เครื่องเขย่าผสมสาร รุ่น KMC-1300V (Vision Sciencetific, Korea) 

- เครื่องชั่งทศนิยม 2 ต้าแหน่ง รุ่น BJ 1000C (Precisa, Switzerland) 

- เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต้าแหน่ง รุ่น AG285 (Metter Toledo, USA) 
- เครื่องดูดสุญญากาศ รุ่น DOA-V502-BN (GAST,USA) 

- เครื่องปั่นเหว่ียง รุ่น BiofugeA (Heraeus, Sepatech, Germany) 
- เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง รุ่น DR/2010 (HACH, USA) 



 

- เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง รุ่น PP-50 (Sartorius, Germany) 

- เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท รุ่น Zenyth 200 rt (Anthos Labtec Instruments 
GmbH,  Austria)  

- จุกยาง ขนาดเส้นผ่านศุนย์กลาง 20 มิลลิเมตร (Amani,Thailand) 
- ชุดกรองสารเคมีส้าหรับใช้ในการวิเคราะห์ (Sartorius, Germany) 

- ตู้ถ่ายเชื้อ รุ่น Clean model: BC (Lab Services, Thailand) 
- ตู้บ่มเชื้อ (EHRET, Germany) 

- ตู้เพาะเชื้อภาวะไร้ออกซิเจน รุ่น Bactron (SHEL LAB, USA) 
- ตู้อบลมร้อน (Memmert, Germany) 

- ตัวกรองส้าหรับเตรียมตัวอย่าง ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร(Amani,Thailand) 

- ปั๊มกรองสารเคมีส้าหรับการวิเคราะห์ (GAST, USA) 
- ฝาอลูมิเนียม ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 20 มิลลิเมตร (Amani,Thailand) 

- หม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (DAIHAN Scientific, Korea) 

- อ่างน้้าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 

 
เคมีภัณฑ์ 
 

สารเคมีมาตรฐานส้าหรับการวิเคราะห์ 
- แนพธาลีน (Naphthalene, ความบริสุทธิ์ประมาณ 99 เปอร์เซนต์) 

- เบนโซ-เอ-ไพรีน (Benzo-[A]-Pyrene, ความบริสุทธิ์ประมาณ 99 เปอร์เซนต์) 

- ไพรีน (Pyrene, ความบริสุทธิ์ประมาณ 99 เปอร์เซนต์) 

 
สารเคมีส้าหรับการวิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถะสูง 

- น้้า (Water, HPLC grade: Labscan, Thailand) 

- อะซีโตไนไทรต์ (Acetonitrile, HPLC grade: Labscan, Thailand) 
 

 
 



 

สารเคมีส้าหรับการทดลอง 

- ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract: Difco Laboratories, USA) 
- วุ้นผง Bacto agar (Difco Laboratories, USA) 

- สีบรอมฟีนอลบลู (bromphenolblue: Fluka, Swietzerland) 
- อะกาโรสเจล (agarose gel: IUAI, Japan) 

- เบนโซ-เอ-ไพรีน (benzo-a-pyrene: sigma, USA) 
- เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O: Merck, Germany) 

- เอธานอล (C2H5OH: Merck, Germany) 

- แคลเซียมคลอไรด์ ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O: sigma, USA) 

- แนพธาลีน (naphthalene: sigma, USA) 

- แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO47H2O: Merck, Germany ) 
- แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.H2O: Merck, Germany) 

- แอมโมเนียมไนเทรต (NH4NO3: Merck, Germany) 

- โซเดียมคลอไรด์ (NaCl: Merck, USA) 
- โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH: Merck, Germany) 

- โปเตโต้เดกซ์โทรสบรอธ (PDB: Difco Laboratories, USA) 

- โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4: Merck, Germany) 

- ไนเทรตบรอธ (Nitratr broth: Difco Laboratories, USA) 
- ไพรีน (pyrene: sigma, USA) 

- ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4: Merck, Germany) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 
 
วิธีเตรียมสารเคมีและกราฟมาตรฐานของการวิจัยแสดงในภาคผนวก 
 
  
3.1 การเก็บตัวอย่างตะกอนดินจากพื้นท่ีเกาะสีชัง จังหวัดชลบุรี 
 

ตัวอย่างตะกอนดินได้จากบริเวณเกาะสีชังซึ่งอยู่ที่พิกัดเส้นรุ้ง 13 องศา ถึง 12 องศาเหนือ
และระหว่างเส้นแวง 10 องศา 48 ลิปดา ถึง 100 องศา 51 ลิปดา ตั้งอยู่ตะวันออกบริเวณก้นอ่าว
ไทยตรงกันข้ามกับอ้าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี ห่างจากจังหวัดชลบุรี ประมาณ 35 กม.อยู่ห่าง
จากกรุงเทพฯประมาณ 117 กม. และห่างจากศรีราชาประมาณ 12 กม. รวมเนื้อที่ประมาณ 100 
ตารางกิโลเมตร ต้าแหน่งที่ท้าการเก็บตัวอย่างแสดงตามภาพที่ 3.1 และตารางที่ 3.1 โดยการเก็บ
ตัวอย่างดินได้รับความอนุเคราะห์จากสถาบันวิจัยทรัพยากรทางน้้า จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
และถูกน้ามาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะท้าการวิเคราะห์คุณสมบัติทางเคมี
และกายภาพเบื้องต้นอ่ืนๆ 

 

 

 
 
ภาพท่ี 3.1 แสดงต้าแหน่งที่มีการเก็บตัวอย่างจากบริเวณพื้นที่เกาะสีชัง 



 

 วิธีการเก็บตัวอย่างที่ บริเวณผิวหน้าตะกอนดิน โดยใช้เครื่องมือเก็บตัวอย่างตะกอนดิน
หรือใช้เครื่องมือเก็บตัวอย่างตะกอนดินตามระดับความลึก ในกรณีที่ไม่มีเครื่องมือดังกล่าว
สามารถใช้ภาชนะที่ไม่ใช่โลหะตักเฉพาะส่วนหน้าที่เป็นดินเลน และเก็บตัวอย่างตะกอนดินในแต่
ละจุดประมาณ 1 กิโลกรัม 
 

ตารางท่ี 3.1  แสดงรายละเอียดจุดเก็บตัวอย่างตะกอนดินใต้ทะเลจากบริเวณพื้นที่เกาะสีชัง 

Station Latitude Longitude 

  1) B1.1 13°11'20.03''N 100°48'42.87''E 

  2) B2 13°11'27.59''N 100°50'10.41''E 

  3) B2.1 13°11'24.54''N 100°51'32.75''E 

  4) B3 13°11'27.59''N 100°52'56.44''E 

  5) B4 13°11'26.05''N 100°54'53.68''E 

  6) D7.1 13°10'1.07''N 100°48'44.40''E 

  7) D8 13°10'4.26''N 100°50'10.42''E 

  8) D9 13°10'4.26''N 100°51'36.32''E 

  9) D10 13°10'4.26''N 100°52'56.44''E 

  10) D10.1 13°10'12.50''N 100°54'53.41''E 

  11) D8.1 13°9'20.10''N 100°50'10.42''E 

  12) B5.1 13° 8'42.00"N 100°49'10.00"E 

  13) B6 13° 8'42.00"N 100°50'10.42"E 

  14) D14 13° 8'42.00"N 100°51'36.32"E 

  15) D14.1 13° 8'42.00"N 100°52'56.44"E 

  16) D14.2 13° 8'42.00"N 100°54'1.00"E 

  17) D17.1 13° 7'21.00"N 100°49'10.00"E 

  18) D18 13° 7'21.00"N 100°50'10.42"E 

  19) D19 13° 7'21.00"N 100°51'36.32"E 

  20) D20 13° 7'21.00"N 100°52'56.44"E 

  21) D20.1 13° 7'21.00"N 100°53'39.00"E 

  22) X1 13° 8'1.50"N 100°52'56.44"E 

  23) X2 13° 8'1.50"N 100°53'47.00"E 



 

3.2 วิเคราะห์องค์ประกอบทางกายภาพจากตัวอย่างตะกอนดินใต้ทะเล 
 
 บันทึกลักษณะสี ค่าความเป็นกรดด่าง ปริมาณสารประกอบไนโตรเจนในรูปแบบต่างๆที่
พบในตะกอนดิน ดังนี้คือ ปริมาณไนโตรเจนที่พบทั้งหมด (Total nitrogen %) ปริมาณ
สารประกอบ NH4

+ (mg/kg) ปริมาณสารประกอบ NO3
- (mg/kg) โดยใช้ชุดทดสอบดินจาก

ภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ กรุงเทพมหานคร 

 
3.3 คัดแยกแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงจากตัวอย่างตะกอนดินด้วยเทคนิค Pour plate  

 
  การคัดแยกแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงจากตะกอนดินใต้ทะเลในการทดลองนี้ใช้อาหารในการ
คัดแยกด้วยกัน 2 สูตร โดยสูตรแรกเป็นการประยุกต์ใช้อาหารเหลวที่มีโปเตโต้เดกซ์โตสและยีสต์
สกัดร่วมกับแนพธาลีน  (ภาคผนวก ก ) เพื่อเป็น selective medium ในการคัดแยกแบคทีเรียที่
สามารถย่อยสลายสารประกอบพอลิไซคลิก แอโรแมติก ไฮโดรคาร์บอน แล้วจึงน้าแบคทีเรียที่ได้ไป
ทดสอบความสามารถในการสร้างกระบวนการดีไนทริฟิเคชันต่อไป ส้าหรับการคัดแยกด้วยอาหาร
สูตรที่สองใช้อาหารสูตรไนเทรตเพื่อแยกแบคทีเรียที่สามารถสร้างกระบวนการไนทริฟิเคชัน /         
ดีไนทริฟิเคชัน และน้าเฉพาะแบคทีเรียที่สามารถสร้างกระบวนการดีไนทริฟิเคชันไปทดสอบ
ความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ต่อ 

วิธีการแรกน้าตัวอย่างตะกอนดินปริมาณ 1 กรัม ใส่ลงในอาหารเหลวสูตรที่มีโปเตโต้เดกซ์
โตสและยีสต์สกัดที่มีการเติมสารประกอบไฮโดรคาร์บอนชนิดแนพธาลีน 200 ppm (ภาคผนวก ก) 
เพื่อเป็นตัวคัดกรองให้ได้จุลินทรีย์ที่สามารถทนต่อแนพธาลีนซึ่งมีความเป็นพิษต่อเซลล์ได้ ท้าการ
เลี้ยงภายในขวดยาฉีด (serum bottle) และท้าการเติมแก๊สไนโตรเจนเพื่อไล่ออกซิเจนออกจาก
ระบบ จากนั้นน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส  เขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที เพื่อให้จุลินทรีย์สัมผัสกับสารอาหาร
และแนพธาลีนได้อย่างทั่วถึง สังเกตการเจริญเป็นเวลา 5 วัน จากนั้นน้าอาหารเหลวที่มีการเจริญ
ของจุลินทรีย์ในปริมาตร 200 ไมโครลิตร เกลี่ยลงบนอาหารวุ้นสูตร เดียวกัน  (ภาคผนวก ก ) ด้วย
เทคนิค pour plate สังเกตการเจริญของแบคทีเรียบนอาหารวุ้น และเมื่อมีการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย จึงน้าโคโลนีที่ได้มาขีดลงบนอาหารวุ้นสูตรเดิมด้วยเทคนิค streak plate เพื่อให้ได้เป็น
โคโลนีเดี่ยว  บ่มที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  ภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจนภายใน anaerobic 
chamber 



 

วิธีการที่สองท้าการเจือจางตัวอย่างตะกอนดินด้วยน้้าเกลือ (0.85% NaCl) เขย่าเป็นเวลา 
15 นาที ดูดส่วนใสปริมาตร 200 ไมโครลิตร เกลี่ยด้วยเทคนิค  pour plate ลงในอาหารวุ้นสูตร    
ไนเทรต (nitrate agar) (ภาคผนวก ก ) บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสในสภาพไร้ออกซิเจนภายใน 
anaerobic chamber เป็น เมื่อแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตจึงท้าการแยกให้เป็นโคโลนีเดี่ยว และ
โคโลนีที่ได้ไปเลี้ยงในอาหารเหลวไนเทรต (nitrate broth) (ภาคผนวก ก ) ภายในขวดฉีดยาโดยมี
การเติมแก๊สไนโตรเจนเพื่อไล่ออกซิเจนจากระบบ  ก่อนน้าไปบ่มที่อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส 
และเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที 

 
3.4 บ่งชี้ชนิดของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากตะกอนดินด้วยการตรวจสอบล าดับ

เบสของ 16S rDNA identification 
 

 โคโลนีเดี่ยวของจุลินทรีย์จะถูกน้ามาสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอและเพิ่มปริมาณ 16 S rDNA 
fragment ด้วยวิธีของ Virunanon (2008) ท้าการบ่งชี้ชนิดจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค 16 S rDNA 
identification โดยใช้ Genomics DNA Purification Kit  (Omega) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพร
เมอร์ที่ถูกตัดในต้าแหน่ง 27F และ 1492R (ตารางที่ 3.2) เพื่อน้าไปใช้ในเทคนิคพีซีอาร์ (ตารางที่ 
3.3 และ 3.4) และใช้อุณหภูมิที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นท้าซ้้า 30 รอบที่อุณหภูมิ 
94องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และ72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที
และในรอบสุดท้ายเพิ่มเวลาต่อไปอีก 10 นาที เทคนิคพีซีอาร์จะท้าบนเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส เพื่อ
ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด 1500 bp จากนั้นท้าให้บริสุทธิ์โดยใช้ Viogene’s Gel Extraction 
System เพื่อวิเคราะห์หาชนิดของจุลินทรีย์ด้วยล้าดับเบสของ 16 S rDNA โดยใช้ 27 F-eubac 
universal primer คู่กับ 1492R-eubac universal primer น้าตัวอย่างจากการท้าปฏิกริยาลูกโซ่ที่
ได้มาวิเคราะห์บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 0.8 % ในสารละลาย 1X TAE ด้วยกระแสไฟฟ้า 100 
โวลต์ เวลา 45 นาทีจนได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธ์ แล้วส่งไปวิเคราะห์ล้าดับเบสที่บริษัท
แปซิฟิกไซน์ ประเทศไทย แล้วน้าข้อมูลล้าดับเบสไปเปรียบเทียบกับ 16S rDNA ของแบคทีเรียใน
ฐานข้อมูล GenBank (Shi และ Lee, 2006) 
 
 
 
 
 



 

ตารางท่ี 3.2 ไพรเมอร์ 27F และ 1492R  

ไพรเมอร์ Sequence (5’-3’) 

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 

1492R ACCTTGTTACGACTT 

 

ตารางท่ี 3.3 ส่วนผสมที่ใช้ในการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอโดยวิธี PCR 

สารเคมี 
ปริมาตร / 1 reaction 

(50 µl) 

10X PCR buffer 10 µl 

d NTP mix 10 µl 

Primer 1 (27F 10 µM) 1 µl 

Primer 2 (1492R 10 µM) 1 µl 

Template 50 ng 

Taq DNA polymerase 0.5 µl 

 
 

3.5 ทดสอบความสามารถในการย่อยสารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติก 
ไฮโดรคาร์บอนชนิดแนพธาลีน 
 

ทดสอบการย่อยสลายสารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอน โดยน้าไอโซเลต
ที่แยกได้ไปเลี้ยงในอาหารเหลว (ภาคผนวก ก) ภายในขวดยาฉีด (serum bottle) ซึ่งเป็นระบบปิด  
และท้าการเติมแก๊สไนโตรเจนเพื่อไล่ออกซิเจนออกจากระบบก่อนน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แล้วท้าการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซส เขย่าที่ความเร็ว 
160 รอบต่อนาที เพื่อให้จุลินทรีย์สัมผัสกับสารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติกไฮโดรคาร์บอนได้
อย่างทั่วถึง  แล้วท้าการเก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมงเป็นเวลา 7 วัน  

 
 
 



 

3.6 ตรวจสอบปริมาณการย่อยสารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติก 
ไฮโดรคาร์บอนด้วยเคร่ือง High-performance liquid chromatography (HPLC) 

  
 น้าตัวอย่างส่งวิเคราะห์ผลของการย่อยสลายแนพธาลีนด้วยเทคนิคทาง HPLC ที่ศูนย์
เครื่องมือและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 
3.7 ทดสอบการเกิดกระบวนการรีดิวซ์ ไนทริฟิเคชัน/ ดีไนทริฟิเคชัน  ในจุลินทรีย์

ท่ีคัดแยกได้แต่ละชนิด 
 
 น้าโคโลนีเดี่ยวที่แยกได้ในแต่ละไอโซเลตมา 1 โคโลนี ถ่ายลงในอาหารเหลวสูตรไนเทรต 
(nitrate broth) ที่บรรจุหลอดดักแก๊สอยู่ภายใน บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสภายใต้ภาวะไร้
อากาศใน  anaerobic chamber สังเกตและบันทึกผลแก๊สที่เกิดขึ้นภายในหลอดดักแก๊สเป็นเวลา 
14 วัน จากนั้นจึงน้าไปทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์ในกระบวนการไนทริฟิเคชัน/ ดีไนทริฟิเค
ชันด้วยวิธีแอลฟา-เมธิลลาไมน์ ( alpha-methylamine method) (Theerachat และคณะ , 2010) 
ซึ่งมีข้ันตอนดังภาคผนวก ข 
 

3.8 ทดสอบความสามารถในการย่อยสารประกอบพอลิไซคลิกแอโรแมติก 
ไฮโดรคาร์บอนชนิดแนพธาลีน ไพรีน และเบนโซ-เอ-ไพรีน 

 

น้าแบคทีเรียที่คัดแยกได้มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีการดัดแปลงโดยเติมโปแตสเซียม
ไนเทรตเพื่อใช้เป็นแหล่งของไนเทรต และเติม PAHs เพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอน โดยใช้ PAHs ที่มีวง
เบนซีนตั้งแต่ 2 - 5 วงเป็นองค์ประกอบ จ้านวน 3 ชนิด ได้แก่ แนพธาลีน  (2 วง) ไพรีน (4 วง) และ 
เบนโซ-เอ-ไพรีน  (5 วง) ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 200 ppm น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจน ท้าการเก็บตัวอย่างและทดสอบปริมาณสารประกอบ PAHs ที่หลงเหลือ
อยู่ด้วยเครื่อง HPLC ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้  

ใช้คอลัมน์ Inertsil ODS-P HP (Shimadzu) column ขนาด 4.8 x 150 mm โดยใช้อะซิโต
ไนไตรด์ ( Acetronitrile; CH3CN) และน้้าเป็น mobile phase ตามล้าดับ มี CH3CN : H2O เป็น 
40:60 v/v และวิเคราะห์ด้วย UV-VIS detector อุณหภูมิของคอลัมน์ 40 องศาเซลเซียส วิเคราะห์
ผลเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารประกอบPAHs 



 

บทท่ี 4 
ผลและวิจารณ์การทดลอง 

 
 

4.1 ผลการคัดแยกจุลินทรีย์จากตัวอย่างตะกอนดินใต้ทะเลด้วยสูตรอาหารโปเตโต้
เดกซ์โตสดัดแปลงและมีการเติมแนพธาลีน 200 ppm 

 
4.1.1 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางกายภาพจากตัวอย่างตะกอนดินใต้

ทะเล 
 

 ตัวอย่างตะกอนดินที่เก็บได้ทั้งหมดมีลักษณะที่สังเกตได้ด้วยตาเปล่าคล้ายคลึงกัน 
กล่าวคือ ตะกอนเป็นเลน (clay) มีทราย (sand) ปนอยู่ในตะกอนตัวอย่าง ตะกอนทั้งหมดมีสีเทา
ด้า ไม่มีกลิ่นฉุน ผลจากการสุ่มตรวจวิเคราะห์หาสารประกอบไนโตรเจนจากตัวอย่างที่ 9 ซึ่ง
สามารถคัดแยกแบคทีเรียได้นั้น พบว่า มีปริมาณไนโตรเจนที่พบทั้งหมด (Total nitrogen %) 
เท่ากับ 0.18 % ปริมาณสารประกอบ NH4

+ (mg/kg) 11.2 mg/kg และปริมาณสารประกอบ NO3- 
(mg/kg) 11.2 mg/kg แสดงให้เห็นว่า ตัวอย่างตะกอนจากชายฝั่งทะเลบริเวณนั้นมีกิจกรรมของ
จุลินทรีย์ในกระบวนการไนทริฟิเคชั่น (nitrification) อยู่ เมื่อมีการสะสมของ NH4

+  ในบริเวณที่มี  
NO3-แสดงว่า NH4

+ มาจากกระบวนการไนทริฟิเคชั่น และแสดงให้เห็นคุณภาพของตะกอนดินและ
น้้าในบริเวณนั้นว่าเกิดการปนเปื้อนไนเทรตหรือสารประกอบไนโตรเจนเกิดขึ้นในระยะเวลาหนึ่ง 
โดยที่ปริมาณของไนเทรตมีเท่ากับแอมโมเนียมไอออน แสดงให้เห็นว่าตะกอนดินไม่ได้มีการสะสม
การปนเปื้อนมานานนักและการปนเปื้อนอาจเพิ่งเกิดขึ้นอีกทั้งลักษณะตะกอนที่เป็นเลนอาจ
สอดคล้องกับเหตุการณ์กระบวนการชะล้างที่เกิดขึ้นจากภาคพื้นดินไปสู่ภาคมหาสมุทรเป็นปกติ 
โดยการปนเปื้อนมีสาเหตุมาจากกิจกรรมทางชุมชนและการเป็นแหล่งจอดเรือขนส่งสินค้าบริเวณ
น้้าลึกของเกาะสีชังดังแสดงในภาพที่ 4.1 
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ภาพท่ี 4.1 ชุมชนขนาดใหญ่ริมทะเลและแหล่งจอดเรือขนส่งสินค้าบริเวณน้้าลึกของเกาะสีชัง 

 
 

 

 

 
 

 



34 

ลักษณะทางกายภาพของตัวอย่างตะกอนดินใต้ทะเลจากบริเวณเกาะสีชัง โดยใช้การ
สังเกตลักษณะสีของตะกอน วัด pH ด้วยเครื่อง pH Meter และตรวจสอบปริมาณแอมโมเนีย 
(NH4

+-N) และไนเทรต (NO3-N)  ใช้ชุดตรวจสอบดินจากโครงการพัฒนาวิชาการดิน -ปุ๋ย และ
สิ่งแวดล้อม ภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ซึ่งจะให้ผลของปริมาณ 
แอมโมเนีย (NH4

+-N) และไนเตรต (NO3-N)  เบื้องต้น ได้ผลดังแสดงต่อไปนี้ 
 

ตารางท่ี 4.1 บันทึกผลคุณสมบัติทางกายภาพตัวอย่างตะกอนดินใต้ทะเลของเกาะสีชัง 

Physical Character 
 

Area 
Color 

pH 
(1:5) 

NH3 

 

NO3 

 

Station 1 เทาด้า 8.57 6-15 1-10 

Station 2 เทาด้า 8.63 1-10 1-10 

Station 3 เทาด้า 8.64 1-10 1-10 

Station 4 เทาด้า 8.56 1-10 1-10 

Station 5 เทาด้า 8.54 6-15 1-10 

Station 6 เทาด้า 8.61 1-10 1-10 

Station 7 เทาด้า 8.56 1-10 1-10 

Station 8 เทาด้า 8.64 1-10 1-10 

Station 9 เทา 8.62 1-10 1-10 

Station 10 เทา 8.57 1-10 1-10 

Station 11 เทา 8.63 6-15 1-10 

Station 12 เทาด้า 8.64 1-10 1-10 
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4.1.2 ผลการคัดแยกแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงจากตัวอย่างตะกอนใต้ทะเล 

 
ผลการน้าตัวอย่างตะกอนดินปริมาณ 1 กรัม ใส่ลงในอาหารเหลวสูตร โปเตโต้เดกซ์โตรส  

เติม 2% ยีสต์สกัด และมีการเติมแนพธาลีน 200 ppm น้าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ภายใน anaerobic chamber พบการเจริญของจุลินทรีย์ในอาหารเหลวจากนั้นจึงน้า
จุลินทรีย์มาขีดลงบนอาหารวุ้นด้วยเทคนิคการขีด (streak plate)ได้เป็นโคโลนีเดี่ยว ดังแสดงใน
ภาพที่ 4.2 ลักษณะของโคโลนีมีขนาดเล็ก เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.2 มิลลิเมตร โคโลนีเรียบเป็นมัน
วาว มีสีขาวนวล โดยพบโคโลนีลักษณะดังกล่าวนี้ (ตารางที่ 4.2) จากตัวอย่างตะกอนดินที่ 5 และ
ตัวอย่างตะกอนดินที่ 9 ระบุชื่อไอโซเลตเป็นไอโซเลตที่ 5 และ 9 ตามล้าดับ 

 

 
 

ภาพท่ี 4.2 แสดงโคโลนีของจุลินทรีย์ที่ได้จากการคัดแยก 

 
ตารางท่ี 4.2 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่แยกได้จากอาหารวุ้นที่มีการเติมแนพธาลีนเป็น
องค์ประกอบ 

ตัวอย่าง ลักษณะโคโลนีบนอาหารวุ้นท่ีเติมแนพธาลีน 

ไอโซเลต 5 โคโลนีรูปร่างกลมขนาดใหญ่ สีขาว โปร่งแสง ขอบเรียบ 

ไอโซเลต 9 โคโลนีรูปร่างกลมขนาดเล ็ก สีขาว โปร่งแสง ขอบเรียบ 
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4.1.3 ผลการบ่งชี้บ่งชี้ชนิดของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากตะกอนดินด้วย 16S 
rDNA sequence identification 
 
 โคโลนีเดี่ยวของจุลินทรีย์ถูกน้ามาสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอและเพิ่มปริมาณ 16S rDNA 
fragment ด้วยด้วยล้าดับเบสของ 16S rDNA โดยใช้ 27F-eubac universal primer คู่กับ 1492R-
eubac universal primer พบตัวอย่างชิ้นส่วนของดีเอ็นเอขนาด 1600 คู่เบส ในเลนที่ 1 และ 3 ซึ่ง
ก็คือไอโซเลตที่ 5 และ 9 ดังแสดงในภาพที่ 4.3 

 
 

ภาพท่ี 4.3 แสดงชิ้นดีเอ็นเอขนาด 1600 กิโลเบสของ 16S rDNA ในเลนที่ 1 คือดีเอ็นเอของ 

จุลินทรียที่สกัดได้จากตะกอนดินหมายเลข 5 และในเลนที่ 3 คือดีเอ็นเอของจุลินทรีย์สกัดได้จาก
ตะกอนดินหมายเลข 9 
 

จากการคัดแยกแบคทีเรียด้วยวิธีการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีส่วนผสมของ  PAHs  เมื่อ
น้าไปท้าการระบุสายพันธุ์ด้วยด้วยเทคนิค 16 S rDNA identification และส่งชิ้นส่วนของ 16 S 
rDNA ไปวิเคราะห์หาล้าดับเบสด้วยวิธีการ DNA sequencing โดยบริษัทแปซิฟิกไซน์ประเทศไทย 
จากนั้นจึงท้าการค้นหาและเปรียบเทียบจากฐานข้อมูลใน GenBankพบว่าแบคทีเรียที่แยกได้จาก
ทั้ง 2 สถานีมีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรียในสายพันธุ์ Clostridium barlettii ถึง 96% ดังที่แสดง
การเปรียบเทียบล้าดับเบสในภาพที่ 4.4 และมีลักษณะทางสรีรวิทยาวิทยาดังภาพที่ 4.5 

 

 1.5kb L      1         2         3         4        5          6          7       8         9       10   
1.5kb L    

1600 bp 
bp    
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ภาพท่ี 4.4 ผลการตรวจสอบล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ Clostridium barlettii ไอโซเลต 9 ที่คัดแยก
ได้จากฐานข้อมูล GenBank 

 

 
ภาพท่ี 4.5 ลักษณะทางสรีรวิทยาของ Clostridium barlettii 
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4.1.4 ผลการทดสอบความสามารถในการย่อยสลายแนพธาลีนและการท า
ปริมาณวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง High-performance liquid chromatography 
 
 ผลการทดสอบความสามารถในการย่อย  PAHs ชนิดแนพธาลีนน้าไปส่งวิเคราะห์ที่ศูนย์
เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จากการทดสอบ
ความสามารถในการย่อยสลาย PAHs  ชนิดแนพธาลีนที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 200 ppm พบว่า C. 
barlettii ที่คัดแยกได้มีความสามารถในการลดปริมาณแนพธาลีนที่ผสมอยู่ในอาหารเลี้ยงได้ โดย
ปริมาณแนพธาลีนที่ตรวจพบในอาหารมีการลดลง (ตารางที่ 4.3 และภาพที่ 4.6) โดยมีปริมาณ
แนพธาลีนตั้งต้นอยู่ที่ 171.79 ppm และลดลงเหลือ 62.36 ppm ในวันที่ 8 ผลรวมปริมาณแนพธา
ลีนที่หายไปมีทั้งหมด 109.43 ppm 
ตารางท่ี 4.3 แสดงปริมาณแนพธาลีนที่หลงเหลืออยู่ในเชื้อเมื่อเวลาผ่านไป 

วันท่ี ppm วันท่ี ppm 
0 172 ± 2.08 5 85 ± 8.14 
1 160 ± 7.37 6 79 ± 2.08 
2 134 ± 7.37 7 49 ± 22.12 
3 145 ± 17.79 8 62.36 ± 10.50 
4 123 ± 7.64   

 

 
ภาพท่ี 4.6 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแนพธาลีนที่เหลืออยู่ในอาหารเมื่อเวลาผ่านไป 
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4.1.5 ผลการทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์ในกระบวนการไนทริฟิเคชัน/ ดี
ไนทริฟิเคชัน 
 
 จากการทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์ในกระบวนการ  nitrification/ denitrification  
โดยน้า  C. barlettii ที่คัดแยกได้ไปเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรไนเตรต ซึ่งมีหลอดดักแก๊สด้วยวิธี 
Alpha-Naphthylamine Method (Beishir 1996) ผลการทดสอบ C. barlettii โดยเมื่อหยดรีเอ
เจนต์เอและรีเอเจนต์บี (reagent A: sulfalinic Acid, reagent B: alpha-naphylamine) มีการ
เปลี่ยนสีเป็นสีแดงแสดงว่ามีเอนไซม์ไนเทรตรีดักเทส (nitrate reductase) แต่ไม่มีพบการเกิดแก๊ส
ในหลอดดักแก๊ส แสดงว่า C. barlettii มีความสามารถในการเกิดกระบวนการ  Nitrification แต่ไม่
สามารถเกิดกระบวนการ denitrification หรืออาจเกิดกระบวนการ denitrification ได้เพียง
บางส่วน (partial denitrification)  

 
 
4.2 ผลการคัดแยกจุลินทรีย์จากตัวอย่างตะกอนดินใต้ทะเลด้วยอาหารวุ้นสูตรไนเทรต 
(nitrate agar)ดัดแปลงและมีการเติมแนพธาลีน 200 ppm 

 
4.2.1 ผลการคัดแยกแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงจากตัวอย่างตะกอนใต้ทะเล 

 
การคัดแยกในอาหารสูตรที่ 2 นี้ เป็นการดัดแปลงสูตรอาหารเพื่อท้าการคัดแยกแบคทีเรีย

ดีไนทริไฟอิงที่มีความสามารถในการใช้ PAHs เป็นแหล่งคาร์บอนได้ โดยได้รับตัวอย่างตะกอนใต้
ทะเลเพิ่มเติมจากสถาบันวิจัยทรัพยากรทางน้้า จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ตัวอย่างในชุดนี้มีการ
เพิ่มจ้านวนจุดในการเก็บ และเพิ่มปริมาณในการเก็บ เนื่องจากการคัดแยกในครั้งแรก ได้ปริมาณ
จุลินทรีย์เพียงชนิดเดียวคือ C. barlettii ดังที่กล่าวไปข้างต้นการทดลองมีการปรับสูตรโดยน้า
ตัวอย่างตะกอนใต้ทะเลที่ได้มาท้าการเจือจางด้วย 0.85% NaCl เขย่าเป็นเวลา 15 นาที แล้วดูด
ส่วนใสปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในอาหารวุ้นสูตรไนเทรต (nitrate agar) แล้วเกลี่ยให้ทั่วด้วย
เทคนิค spread plate ท้าการบ่มที่ 37 องศาเซลเซียสในสภาพไร้ออกซิเจน (ภายใน anaerobic 
chamber) เมื่อแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตจึงท้าการแยกให้เป็นไอโซเลตเดี่ยวได้ทั้งสิ้นจ้านวน  65 
ไอโซเลต ดังที่แสดงในตารางที่ 4.4 และตัวอย่างไอโซเลตที่แยกได้บางส่วนแสดงในภาพที่ 4.7 เมื่อ
น้าแต่ละไอโซเลตไปเลี้ยงในอาหารเหลวไนเตรต (nitrate broth) ที่มีหลอดดักแก๊ส (durham tube) 
บรรจุอยู่ ก่อนน้าไปบ่มเป็นเวลา 7 วัน ในสภาพไร้ออกซิเจน เพื่อน้าไปทดสอบความสามารถการ
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รีดิวซ์ในกระบวนการ ไนทริฟิเคชัน / ดีไนทริฟิเคชัน ด้วยวิธี Alpha-Naphthylamine test พบว่ามี    
ไอโซเลตที่เป็น nitrate-positive strains และมีความสามารถในการรีดิวซ์ไนเทรตเป็นไนไทรต์ 
ทั้งสิ้น 40 ไอโซเลต และพบไอโซเลตที่มีความสามารถในการสร้างแก๊สทั้งสิ้น 16 ไอโซเลต  แต่มี
เพียง 8 ไอโซเลตเท่านั้นที่มีความสามารถในการเกิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชัน ดังแสดงในตาราง
ที่ 4.5 – 4.9 

ตารางท่ี 4.4 จ้านวนไอโซเลตที่ได้จากตะกอนดินใต้ทะเลในแต่ละสถานีที่เก็บตัวอย่าง 
สถานี 

(Code A) 
จ านวน 
ไอโซเลต 

สถานี 
(Code B) 

จ านวน 
ไอโซเลต 

1 (B4) 3 13 (B6) 2  

2 (B3) 6 14  (D14) 4  

3 (B2.1) 4      15  (D14.1) 3  

4 (B2) 1      16  (D14.2) 1 

5 (B1.1) 2      17  (D17.1) 2  

6 (D7.1) 3      18  (D18) 3  

7 (D8) 2      19  (D19) 5 

8 (D8.1) 4      20  (D20) 1 

9 (D9) 2      21  (D20.1) 2 

10 (D10) 3      22  (X1) 2 

11 (D10.1) 2      23  (X2) 6 

12 (B5.1) 2 รวม 65 
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ตารางท่ี 4.5 ผลการทดสอบวิธี Alpha-Naphthylamine Method 

(สถานี) 
/Code 

ไอโซ
เลต 

Gas (วัน) 
Nitrate-
Positive Denitrifier 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

(B4) 
/A1 

1 - - - - - - - - - - - - - - + 
 

2 - - - - - - - - - - - - - - + 
 

3 - - - - - - - - - - - - - -  
 

(B3) 
/A2 

1 - - - - - - - - - - - - - -  
 

2 - - - - - - - √ √ √ √ √ √ √ + √ 

3 - - - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ + √ 

4 - - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √  
 

5 - - - - - - - - - - - - - -  
 

6 - - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ + 
 

(B2.1) 
/A3 

1 - - - - - - - - - - - - - - + 
 

2 - - - - - - - - √ √ √ √ √ √ + 
 

(B2) 
/A4 

1 - - - - - - - - - - - - - - 
+ 

 

(B1.1) 
/A5 

1 - - - - - - - - - - - - - - + 
 

2 - - - - - - - - - - - - - - + 
 

(D7.1) 
/A6 

1 - - - - - - - - - - - - - -  
 

2 - - - - - - - - - - - - - -  
 

3 - - - - - - - - √ √ √ √ √ √  
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ตารางท่ี 4.6 ผลการทดสอบวิธี Alpha-Naphthylamine Method (ต่อ) 

(สถานี) 
/Code 

ไอ
โซ
เลต 

Gas (วัน) 
Nitrate-
Positive Denitrifier 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

(D8) 
/A7 

1 - - - - - - - - - - - - - - + √ 

2 - - - - - - - - - √ √ √ √ √ + √ 

(D8.1) 
/A8 

1 - - - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √  
 

2 - - - - - - - - - - - - - -  
 

3 - - - - - - - - - - - - - -  
 

4 - - - - - - - - - - - - - -  
 

(D9) 
/A9 

1 - - - - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ + √ 

2 - - - - - - - - - - - - - - + 
 

(D10) 
 /A10 

1 - - - - - - - - - - - - - - + 
 

2 - - - - - - - - - - - - - - + 
 

3 - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √  
 

(D10.1) 
/A11 

1 - - - - - - - - - - - - - -  
 

2 - √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √  
 

(B5.1) 
/ A12 

1 - - - - - - - - - - - - - - + 
 

2 - - - - - - √ √ √ √ √ √ √ √ + √ 
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ตารางท่ี 4.7 ผลการทดสอบวิธี Alpha-Naphthylamine Method (ต่อ) 

(สถานี)  
/Code 

ไอ
โซ
เลต 

Gas (วัน) Nitrate-
Positive Denitrifier 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

(B6) 
/ B1 

1 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

2 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

(D14) 
/B2 

1 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

2 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -   
 

3 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

4 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

(D14.1) 
/B3 

1 -  -  -  √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ + √ 

2 -  √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ + √ 

3 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

(D14.2) 
/B4 

1 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  
- 

-  -  -  
+ 

 

(D17.1) 
/B5 

1 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -   
 

2 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

(D18) 
/B6 

1 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

2 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -   
 

3 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
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ตารางท่ี 4.8 ผลการทดสอบวิธี Alpha-Naphthylamine Method (ต่อ) 

(สถานี) 
/Code 

ไอ
โซ
เลต 

Gas (วัน) Nitrate-
Positive Denitrifier 

1 2 3  4  5  6  7  8  9  10  11 12 13 14 

(D19) 
/B7 

1 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -   
 

2 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -   
 

3 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

4 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

5 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

(D20) 
/B8 

1 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  
- 

-  -  -  
+ 

 

(D20.1) 
/B9 

1 -  -  -  √ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √  
 

2 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -   
 

(X1) 
/B10 

1 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

2 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

(X2) 
/B11 

1 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -   
 

2 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

3 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -   
 

4 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

5 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
 

6 -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - -  -  -  + 
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ตารางท่ี 4.9 แสดงสถานีและไอโซเลตที่มีคุณสมบัติเป็นแบคทีเรียดีไนทริไฟอิง 

สถานี 
สัญลักษณ์ไอโซเลต 

(Code) 

D14.1 B3/1 

D14.1 B3/2 

B3 A2/2 

B3 A2/3 

D8 A7/1 

D8 A7/2 

D9 A9/1 

B5.1 A12/2 
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ภาพท่ี 4.7 ตัวอย่างเชื้อที่คัดแยกได้จากสถานีต่างๆ โดยไอโซเลต (1-1) จากสถานี (B4),  
ไอโซเลต (2-1, 2-2) จากสถาน ี(B3), (3-2) จากสถาน ี(B2.1), ไอโซเลย (7-1, 7-2)  จากสถานี  
(D8), ไอโซเลต (9-1, 9-2) จากสถานี 9 (D9), ไอโซเลต (10-1, 10-2)  จากสถาน ี(D10), 
ไอโซเลต (11-1, 11-2)  จากสถานี 11 (D10.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

1-1 2-1 2-2 3-2 

7-1 7-2 9-2 

10-1 10-2 11-1 11-2 

9-1 
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4.2.2 ผลการทดสอบความสามารถในการย่อยสารประกอบพอลิไซคลิก 
แอโรแมติกไฮโดรคาร์บอนชนิดแนพธาลีน ไพรีน และเบนโซ-เอ-ไพรีน 
 

 จากการวิเคราะห์ความสามารถในการย่อยสลาย PAHs แบคทีเรียดีไนทริไฟอิงที่คัดแยก
ได้ทั้ง 8 ไอโซเลตในอาหารเหลวสูตร MSM โดยใช้แนพธาลีน ไพรีน และเบนโซ-เอ-ไพรีนความ
เข้มข้นเริ่มต้นที่ 200 ppm เป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อการเจริญเติบโตโดยเลี้ยงที่ภาวะไร้ออกซิเจนและ
ใช้การเติมแก๊สไนโตรเจนลงไปในอาหารที่บรรจุอยูในขวดซีรัม เพื่อแทนที่ออกซิเจนในระบบและ
เพื่อให้แบคทีเรียดีไนทริไฟอิงสามารถใช้ไนโตรเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอนในวิถีของกระบวนการย่อย
สลาย PAHs การเลี้ยงกระท้าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเขย่าด้วยความเร็ว 160 รอบต่อ
นาที เพื่อให้แบคทีเรียดีไนทริไฟอิงสามารถสัมผัสกับ PAHs  ได้อย่างทั่วถึง 

 ผลการเปรียบเทียบความสามารถของแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงทั้ง 8 ไอโซเลตต่อการ
น้าแนพธาลีนไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนแสดงดังตารางที่ 4.11 และภาพที่ 4.9 ผลเปรียบเทียบการ
น้าไพรีนไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนแสดงดังตารางที่ 4.12 และภาพที่ 4.10 และผลเปรียบเทียบการ
น้าเบนโซ-เอ-ไพรีนไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนแสดงดังตารางที่ 4.13 และภาพที่ 4.11 ตามล้าดับ 
 จากการวิเคราะห์ทางสถิติ น้าปริมาณ PAHs ที่เหลืออยู่เมื่อเวลาผ่านไป 16 วัน มา
เปรียบเทียบกัน พบว่าแนพธาลีนถูกย่อยสลายได้ดีที่สุดในทุกๆไอโซเลต และในไอโซเลต A9/1 
สามารถย่อยสลายแนพธาลีนได้ดีที่สุด เมื่อค้านวณจากค่าเฉล่ีย  ±  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  จาก
การทดลอง  3  ซ้้า  ตัวอักษรยกที่ต่างกันในแนวดิ่งแสดงผลการทดลองที่มีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  95%  (P  ≤0.05) ดังแสดงในตารางที่ 4.10 และ      
ภาพที่ 4.8 
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ตารางท่ี 4.10  ปริมาณ PAHs ที่เหลืออยู่เมื่อเวลาผ่านไป 16 วัน ของแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงที่คัด
แยกได้จากตะกอนดินใต้ทะเล เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร MSM ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 160 รอบต่อนาที  

 ค่าเฉล่ีย  ±  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  (ppm) 

naphthalene pyrene benzo-a-pyrene 

Control 180.67 ± 2.49a 222.00 ± 6.24 b 237.00 ± 4.58 c 

B3/1 78.00 ± 1.00 a 173.67 ± 6.51 b 183.33 ± 4.04 c 

B3/2 75.33 ± 1.53 a 135.00 ± 1.00 b 130.00 ± 48.54 b 

A2/2 75.67 ± 1.15 a 140.67 ± 3.06 b 138.33 ± 5.69 b 

A2/3 77.67 ± 2.08 a 154.00 ± 2.65 c 112.33 ± 14.15 b 

A7/1 80.33 ± 1.53 a 164.67 ± 5.86 b 116.33 ± 48.13 a,b 

A7/2 73.00 ± 2.65 a 166.00 ± 1.00 b 106.33 ± 61.86 a,b 

A9/1 73.00 ± 6.08 a 167.33 ± 2.31 b 97.67 ± 59.65 a 

A12/2 80.00 ± 1.00 a 191.00 ± 3.61 c 172.67 ± 12.01 b 
*ค่าเฉล่ีย  ±  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  จากการทดลอง  3  ซ้้า  ตัวอักษรยกที่ต่างกันในแนวด่ิงแสดงผลการ
ทดลองที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน  95%  (P  ≤0.05) 
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ภาพท่ี 4.8 เปรียบเทียบปริมาณ PAHs ที่เหลืออยู่เมื่อเวลาผ่านไป 16 วัน ของแบคทีเรียดีไนทริไฟ
อิงที่คัดแยกได้จากตะกอนดินใต้ทะเล เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร MSM ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 160 รอบต่อนาท ี 
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ตารางท่ี 4.11 ผลการท้าปริมาณวิเคราะห์แนพธาลีนด้วยเครื่อง HPLC 

ไอโซเลต 

แนพธาลีน 
ความเข้มข้นของหัวเชื้อเร่ิมต้น 5% 

Day 0 
(ppm) 

Day 4 
(ppm) 

Day 8 
(ppm) 

Day 16 
(ppm) 

B3/1 200 85 94 78 

B3/2 200 79 86 75 

A2/2 200 90 89 76 

A2/3 200 84 86 78 

A7/1 200 87 86 80 

A7/2 200 79 85 73 

A9/1 200 83 88 73 

A12/2 200 89 92 80 

 

 
ภาพท่ี 4.9 แสดงความสัมพันธ์ของปริมาณแนพธาลีนต่อเวลา เมื่อใช้ความเข้มข้นหัวเชื้อเริ่มต้น 
5% 
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ตารางท่ี 4.9 ผลการท้าปริมาณวิเคราะห์ไพรีนด้วยเครื่อง HPLC 

ไอโซเลต 

ไพรีน 
ความเข้มข้นของหัวเชื้อเร่ิมต้น 5% 

Day 0 
(ppm) 

Day 4 
(ppm) 

Day 8 
(ppm) 

Day 16 
(ppm) 

B3/1 200 170 108 174 

B3/2 200 129 78 135 

A2/2 200 136 111 141 

A2/3 200 144 86 154 

A7/1 200 157 124 165 

A7/2 200 162 133 166 

A9/1 200 154 101 167 

A12/2 200 161 126 191 

 

 

 
ภาพท่ี 4.10 แสดงความสัมพันธ์ของปริมาณไพรีนต่อเวลา เมื่อใช้ความเข้มข้นหัวเชื้อเริ่มต้น 5% 
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ตารางท่ี 4.10 ผลการท้าปริมาณวิเคราะห์เบนโซ-เอ-ไพรีนด้วยเครื่อง HPLC 

ไอโซเลต 

เบนโซ-เอ-ไพรีน 
ความเข้มข้นของหัวเชื้อเร่ิมต้น 5% 

Day 0 
(ppm) 

Day 4 
(ppm) 

Day 8 
(ppm) 

Day 16 
(ppm) 

B3/1 200 89 85 183 

B3/2 200 160 156 130 

A2/2 200 57 80 138 

A2/3 200 75 85 112 

A7/1 200 115 101 116 

A7/2 200 154 126 106 

A9/1 200 64 59 98 

A12/2 200 174 158 173 

 
 

 
ภาพท่ี 4.11 แสดงความสัมพันธ์ของปริมาณเบนโซ-เอ-ไพรีนต่อเวลา เมื่อใช้ความเข้มข้นหัวเชื้อ
เริ่มต้น 5% 
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4.2.3 ผลการบ่งชี้ชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตะกอนดินด้วย 16 S 
rDNA identification 
 

สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแต่ละไอโซเลตที่แยกได้ท้าเช่นเดียวกับการทดลองในส่วนแรก โดย
เริ่มจากท้าการเพิ่มปริมาณ 16S rDNA fragment ด้วยด้วยล้าดับเบสของ 16S rDNA โดยใช้ 27F-
eubac universal primer คู่กับ 1492 R-eubac universal primer ก่อนส่งวิเคราะห์หาล้าดับเบส
ของ 16S rDNA ด้วยวิธีการ DNA sequencing ที่บริษัทแปซิฟิคไซน์ประเทศไทยจากนั้นจึงท้าการ
ค้นหาข้อมูลล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ unknown มาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของแบคทีเรียใน 
GenBank พบว่าจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้มีความใกล้เคียงกับจุลินทรีย์สายพันธุ์ดังตารางที่ 4.11 
ล้าดับนิวคลีโอไทด์จากไอโซเลตที่ท้าการแยกได้ทั้ง 8 ไอโซเลต (ภาคผนวก ค ) และพบว่าไอโซเลต 
A9/1 ซึ่งมีความสามารถในการย่อยสลายแนพธาลีนได้ดีที่สุดคือ P. mirabilis 

 
ตารางท่ี 4.11 ชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตะกอนใต้ทะเล 

Isolation Code bacteria GenBank Acc.Number  

B3/1 Enterococcus faecalis JX975422.1 

B3/2 Paenibacillus macerans AM406669.1 

A2/2 Bacillus subtilis KC441812.1 

A2/3 Bacillus tequilensis JN999833.1 

A7/1 Bacillus subtilis JQ398853.1 

A7/2 Bacillus subtilis JQ398853.1 

A9/1 Proteus mirabilis KC456557.1 

A12/2 Enterobacter asburiae JQ659607.1 

 
 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1351
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=44252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=227866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=61645


 

บทท่ี 5 
สรุปการทดลอง 

 
 
 ส้าหรับในส่วนแรกของการศึกษาเป็นการคัดแยกจุลินทรีย์จากตะกอนดินใต้ทะเลโดยใช้
สูตรอาหารที่มีความอุดมสมบูรณ์ (enrich media) และเติมแนพธาลีนซึ่งมีความเป็นพิษต่อเซลล์
ลงในสูตรอาหารตั้งแต่เริ่มแรกเพื่อใช้เป็นตัวคัดกรองแบคทีเรียที่สามารถเจริญได้ ร่วมกับการเติม
แก๊สไนโตรเจนเพื่อเป็นการไล่ออกซิเจนออกจากระบบ แบคทีเรียที่คัดแยกได้ในขั้นต้นถูกอนุมานว่า
มีความทนทานต่อแนพธาลีนและสามารถย่อยสลาย  PAHs  ได้ จากนั้นจึงน้าไปบ่งชี้ชนิดของ
จุลินทรีย์จาก 16SrDNA โดยส่งไปวิเคราะห์ล้าดับเบสที่บริษัทแปซิฟิกไซน์ ประเทศไทย เมื่อได้
ล้าดับเบสมาแล้วจึงน้าไปเทียบ 16S rDNA ของแบคทีเรียในฐานข้อมูลของ GenBank โดยใช้
โปรแกรม BLASTn ผลการวิเคราะห์พบว่าแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตัวอย่างตะกอนดินใต้ทะเล
จากเกาะสีชังมีความคล้ายคลึงกับ Clostridium barlettii ถึง 96%  

เมื่อทราบชนิดของแบคทีเรียแล้วจึงน้าไปท้าการทดสอบความสามารถในการย่อยสลาย
แนพธาลีน โดยเลี้ยงแบคทีเรียที่คัดแยกได้ภายใต้ภาวะไร้อากาศด้วยการเติมแก๊สไนโตรเจนลงใน
อาหารสูตรเดิม (PDB + 2% Yeast Extract + 200ppm Naphthalene) น้าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง
วิเคราะห์ High performance liquid chromatography (ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ) ผลการทดสอบพบว่าในอาหารที่ใช้ทดสอบมีแนพธาลีน
เริ่มต้นอยู่ 171.79 ppm และลดลงเหลือ 62.36 ppm เมื่อเวลาผ่านไป 8  วัน ปริมาณแนพธาลีนที่
หายไปทั้งหมดคือ 109.43 ppm แต่เมื่อน้า C. barlettii ไปทดสอบความสามารถในการเป็นตัว
ออกซิไดซ์ในกระบวนการ    nitrification / denitrification พบว่า C. barlettii มีความสามารถเป็น
ตัวออกซิไดซ์ในกระบวนการ nitrification แต่ไม่สามารถเป็นตัวออกซิไดซ์ในกระบวนการ 
denitrification จึงท้าให้ C. barlettii อาจจัดเป็นแบคทีเรียที่สามารถเป็นตัวออกซิไดซ์ไนเตรทแบบ
เกิดขึ้นบางส่วน จึงไม่ใช่แบคทีเรียดีไนทริไฟอิงที่แท้จริง อย่างไรก็ตาม แบคทีเรียที่พบมี
ความสามารถในการย่อยสลายแนพธาลีนซึ่งพบปะปนในสิ่งแวดล้อมที่มีการปนเปื้อนของ PAHs 
ได้ในเวลาอันสั้น แม้มีความสามารถเป็นตัวออกซิไดซ์ในกระบวนการ nitrification แต่ไม่สามารถ
เป็นตัวออกซิไดซ์ในกระบวนการ denitrification แสดงว่า แบคทีเรียมีกระบวนการรีดิวซ์ไนเตรท
เกิดขึ้นเป็นบางส่วน จึงอาจเป็นไปได้ว่าแบคทีเรียชนิดนี้มีบทบาทในการเกิด partial 
denitrification เมื่ออยู่ในระบบนิเวศ ซึ่งมีแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติแบบ partial denitrification นี้

http://www.strec.chula.ac.th/
http://www.strec.chula.ac.th/
http://www.strec.chula.ac.th/
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พบมากในสิ่งแวดล้อมในภาวะที่มีออกซิเจนต่้า (anoxic condition) (Kornaros และคณะ , 2010) 
และจากการสืบค้นเพิ่มเติมเกี่ยวกับวิถีการย่อยสลายแนพธาลีน (napthalene degradation 
pathway) และจากฐานข้อมูล Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes (KEGG) ยังพบว่า
วิถีการย่อยสลายแนพธาลีนประกอบด้วยเอนไซม์ในวิถีหลายขั้นตอนเช่นกัน เพื่อที่จะเปลี่ยน
แนพธาลีนให้เข้าสู่วิถีเมแทบอลิซึมอ่ืนของเซลล์ เช่น Tyrosine metabolism 

 การศึกษาที่เกี่ยวข้องกับ C. barlettii ยังมีไม่มากนัก และยังไม่เคยมีงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
กับการใช้ C. barlettii ในการย่อยสลาย PAHs มาก่อน จึงท้าให้ยังไม่ทราบแน่ชัดว่ากลไกการย่อย
ที่แท้จริงเกิดขึ้นในลักษณะใด (Selina และ Ian, 2005) อย่างไรก็ตาม Meckenstock และคณะ 
(2000) และ Zhang และคณะ (2000) ได้อธิบายถึงกลไกเบื้องต้นของการย่อยสลายแนพธาลี
นภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจนดังภาพที่ 5.1 เริ่มต้นด้วยวงแอโรแมติกถูกไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ใน
กระบวนการคาร์บอกซีเลชัน (carboxylation) ไปเป็นกรด 2-แนพโธอิค (2-naphthoic acid) 
จากนั้นกรด 2-แนพโธอิคจะเกิดการรีดักชัน (reduction) ในปฏิกริยาไฮโดรจีเนชัน (hydrogenation 
reaction) เกิดเป็นกรดเดคะลิน -2-คาร์บอกซีลิค (decaclin-2-carboxylic acid) และกรดเดคะ
ไฮโดร-2-แนพโธอิค (dehydro-2-naphthoic acid) 
 กระบวนการที่สามารถย่อยสลายแนพธาลีนภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจนสามารถเกิดขึ้นได้
จากอีกหลายกระบวนการ แต่กลไกยังไม่เป็นที่กระจ่างชัด เช่น  กลไกขั้นต้นของการย่อยสลาย 
แนพธาลีนภายใต้ภาวะการรีดิวซ์ด้วยซัลเฟต (sulfate-reducing) ที่เกิดขึ้นภายใต้ปฏิกริยาไฮดรอก
ซีเลชันจนได้สารตัวกลางในรูปแนพธอล (naphthol)  
 
 

http://www.researchgate.net/researcher/38792377_M_Kornaros/
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ภาพท่ี 5.1 กลไกการย่อยสลายเบื้องต้นของแนพธาลีนภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจน (Selina และ Ian, 
2005) 

  
เนื่องจากการทดลองในส่วนแรกไม่บรรลุตามวัตถุประสงค์ของการทดลอง จึงเริ่มท้าการ

ทดลองในส่วนที่ 2 โดยท้าการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงจากตะกอนดินใต้ทะเลอีกครั้ง และ
ได้รับตัวอย่างตะกอนดินมาจากสถาบันวิจัยทรัพยากรทางน้้า จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยเช่นเดิม  
แต่ข้ันตอนการคัดแยกแตกต่างจากการทดลองในช่วงแรก โดยท้าการคัดแยกแบคทีเรียเพื่อหาเชื้อ
แบคทีเรียดีไนทริไฟอิงก่อนเพื่อให้เกิดความจ้าเพาะต่อแบคทีเรียที่ต้องการคัดแยก แล้วจึงทดสอบ
เพื่อหาเชื้อที่มีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs  ต่อไป 

 ผลการคัดแยกเชื้อจากตัวอย่างตะกอนดินใต้ทะเลบริเวณเกาะสีชังได้รับความอนุเคราะห์
จากสถาบันวิจัยทางน้้า จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยใช้อาหารวุ้นสูตรไนเทรตและเพาะเลี้ยง
ภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจนภายใน Anaerobic chamber และสามารถแยกจุลินทรีย์ได้ทั้งสิ้น 65  
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ไอโซเลต เมื่อน้าไอโซเลตที่แยกได้ทั้งหมดไปทดสอบต่อเพื่อตรวจสอบหาไอโซเลตที่มี
ความสามารถเป็นแบคทีเรียดีไนทริไฟอิง พบว่ามีแบคทีเรียที่มีความสามารถในการเกิด
กระบวนการไนทริฟิเคชันโดยรีดิวซ์ไนเทรตเป็นไนไทรต์ได้ถึง 40 ไอโซเลต แต่มีเพียง 8 ไอโซเลต
เท่านั้นที่มีความสามารถในการเกิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชัน แบคทีเรียดีไนทริไฟอิงทั้งแปดนั้น 
ได้แก่ ไอโซเลต B3/1 ไอโซเลต B3/2 ไอโซเลต  A2/1 ไอโซเลต  A2/2 ไอโซเลต  A7/1 ไอโซเลต  A7/2 
ไอโซเลต A9/1 และไอโซเลต A12/2 ซึ่งเมื่อน้าไปสืบค้นข้อมูลเพิ่มเติมจากงานวิจัยที่เคยมีมาก่อย
หน้าพบว่ามีความสอดคล้องกับผลการทดสอบความสามารถในการเกิดกระบวนการ 
denitrification ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ เมื่อน้าไปวิเคราะห์หาสายพันธุ์ของแบคทีเรียด้วยวิธีการ
เดียวกับการทดลองในช่วงแรก พบสายพันธุ์ของจุลินทรีย์เป็นดังตารางที่ 5.1 

 
ตารางท่ี 5.1 ผลการตรวจสอบสายพันธุ์ของแบคทีเรียดีไนทรไฟอิงที่คัดแยกได้จากตะกอนดินใต้
ทะเลจากบริเวณเกาะสีชัง 

Isolation 
Code 

Organism แกรม Denitrification อ้างอิง 

B3/1 Enterococcus faecalis +   BIOCYC 
Database Collection 

B3/2 Paenibacillus macerans +   Ines และคณะ (2011) 

A2/2 Bacillus subtilis +   Ines และคณะ (2011) 

A2/3 Bacillus tequilensis +   - 

A7/1 Bacillus subtilis +   Ines และคณะ (2011) 

A7/2 Bacillus subtilis +   Ines และคณะ (2011) 

A9/1 Proteus mirabilis -   Oltmann และคณะ
(1976) 

A12/2 Enterobacter asburiae -   Caspi (2010) 

  

ส้าหรับแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายดีสุดที่ได้จากการทดลองนี้
คือ ไอโซเลต A9/1 P. mirabilis โดยสามารถย่อยสลาย PAHs ชนิดต่างๆ ได้แก่ แนพธาลีน ไพรีน 
และเบนโซ-เอ-ไพรีนที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 200 ppm จนลดลงเหลือ 73 167 และ 98 ppm 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1351
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=44252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=227866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=61645
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=584
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ตามล้าดับ ซึ่งเมื่อน้าไปสืบค้นข้อมูลเพิ่มเติม พบว่า Taoufik และคณะ (2004) ที่ได้ท้าการคัดแยก
แบคทีเรียจากแม่น้้า Oued El Maleh ในเมือง  Mohammedia ประเทศ Morocco พบ Proteus 
mirabilis และแบคทีเรียแกรมลบอีกจ้านวน 3 สายพันธุ์คือ Pseudomonas sp., Klebsiella 
pneumoniae และ Staphylococcus sp. และใช้อาหารสูตร minimum medium ที่มี PAHs ชนิด
เบนซีน โทลูอีน และแนพธาลีนเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า P. mirabilis สามารถย่อยสลาย PAHs 
ได้ดีที่สุด แต่ไม่ได้กล่าวเพิ่มเติมว่าสามารถย่อยได้ไปในปริมาณเท่าใด 

B. subtilis ที่ท้าการคัดแยกจากไอโซเลต A2/2 A7/1 และ A7/2 มีความสามารถในการ
ย่อยสลาย PAHs ได้เช่นกัน โดยเมื่อท้าการสืบค้นเพิ่มเติมพบว่า Bayoumi และคณะ (2009) ได้
ท้าการศึกษาแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลาย  PAHs  ในตัวอย่างดินที่มีการปนเปื้อน
น้้ามันในบริเวณโรงกลั่นน้้ามัน และพบว่ามี 6 สายพันธุ์ที่สามารถย่อยสลายน้้ามันได้ แบคทีเรีย
ดังกล่าวอยู่ในกลุ่มของ Bacillus firmus  APIS272, Bacillus licheniformis APIS473, Bacillus 
subtilis SBS26, Burkholderia cepacia DAFS11, Micrococcus lylae SBS661 และ 
Pseudomonas alcaligenes DAFS331 จากผลการคัดแยกดังกล่าวพบว่าเป็นแบคทีเรียในกลุ่ม
ของ Bacillus ถึง 3 สายพันธุ์ โดย B. firmus APIS272 สามารถย่อยสลายอะซีแนพธิลีน แอนทรา
ซีน และเบนโซ-บี-ฟลูออแรนทรีนได้อย่างสมบูรณ์ที่ความเข้มข้น 0.381, 13.148 และ 0.229 ppm 
ตามล้าดับโดยใช้เวลา  21 วัน ภายใต้ mesophilic condition ซึ่งเมื่อน้ามาเปรียบเทียบกับการ
ทดลองในงานวิจัยนี้พบว่า B. subtilis จากทั้ง 3 ไอโซเลตที่คัดแยกมาได้มีประสิทธิภาพในการย่อย
สลายแนพธาลีนได้ดีกว่า โดยสามารถใช้แนพธาลีนไปได้ถึง 117 – 106 ppm 

นอกจากนี้ผลการถูกย่อยสลายของ PAHs โดยแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงที่คัดแยกได้จากการ
ทดลอง พบว่าจ้านวนวงเบนซีนมีผลต่อการถูกย่อยสลาย โดย PAHs ที่มีองค์ประกอบเป็นจ้านวน
วงเบนซีนที่มากกว่าจะถูกย่อยสลายได้ช้า และเห็นได้ว่าแนพธาลีนที่มีจ้านวนวงเบนซีน 2 วง ถูก
ย่อยสลายได้ดีกว่าไพรีน และเบนโซ-เอ-ไพรีนที่มีวงเบนซีนเป็นองค์ประกอบจ้านวน 4 วง และ 5 วง 
ตามล้าดับ (ภาคผนวก ง) สอดคล้องกับงานของ  Mrozik และคณะ (2003) และ Oleszczuk และ 
Baran (2003) ที่กล่าวว่าจ้านวนวงเบนซีนและน้้าหนักโมเลกุลที่เพิ่มมากขึ้นนั้นส่งผลต่อ
ความสามารถในการละลายน้้าความทนทานต่อการถูกย่อยสลายของ PAHs  

นอกจากนี้เมื่อได้ไอโซเลตที่มีความสามารถในการเกิดกระบวนการดีไนทริฟิเคชั่นแล้วจึง
น้ามาทดสอบความสามารถในการย่อยสลายต่อ โดยได้เปลี่ยนจากการใช้อาหารสูตรอุดมสมบูรณ์
ที่ใช้ในช่วงแรกมาเป็นการใช้อาหารสูตรมินิมอลซอลต์ (Minimal salt medium; MSM) ที่ดัดแปลง
ด้วยการเติมไนเทรตเพิ่มร่วมกับการเติมแก๊สไนโตรเจนในระบบ อาหารสูตรนี้ไม่มีแหล่งคาร์บอน

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
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ชนิดอ่ืนท้าให้จุลินทรีย์ถูกบังคับให้ใช้แหล่งคาร์บอนจาก  PAHs  เพียงอย่างเดียวเท่านั้น โดยผล
จากการทดลองนี้พบว่าปริมาณของ PAHs นี้มีค่าลดลงจากวันแรกที่ปริมาณเริ่มต้น 200 ppm 
และลดลงต่้าสุดในวันที่ 4 ของทุกชุดการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 4.11 – 4.13 แต่เมื่อเวลาผ่าน
ไปพบว่าปริมาณของ  PAHs มีความผันผวนเกิดขึ้นโดยที่ไม่ทราบสาเหตุ โดยเมื่อท้าการสืบค้น
ข้อมูลเพิ่มเติมพบว่าสาเหตุการเปลี่ยนรูปกลับของสารมัธยันตร์ (intermediate) ซึ่งเป็นสาร
ตัวกลางที่เกิดขึ้นในระหว่างกระบวนการย่อยสลาย  PAHs การเปลี่ยนรูปกลับของสารมัธยันตร์นี้
เกิดจากค่ารีด็อกซ์โพเทนเชี่ยล (Redox potential; Eh) ซึ่งเป็นความสามารถในการเกิดปฏิกริยา
ออกซิเดชั่น (oxidation) หรือรีดักชัน (reduction)  PAHs  เป็นสารที่มีโครงสร้างสร้างซับซ้อนและ
ไม่มีหมู่เกาะ จึงท้าให้ถูกย่อยสลายได้ยากและช้าในภาวะไร้ออกซิเจน และยังต้องการค่ารีด็อกซ์โพ
เทนเชี่ยลที่สูงในการเกิดการย่อยสลาย ซึ่งการย่อยสลายสารพวกแอโรแมติกมักเริ่มต้นจากการ
หมักที่มีการสร้างกรดแอโรแมติกซึ่งเป็นกรดอินทรีย์ (เช่น กรด 2-แนพโตอิกที่เป็นสารมัธยันตร์ใน
วิถีการย่อยแนพธาลีนภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจน) กรดอินทรีย์และแอลกอฮอล์เหล่านี้จะถูกย่อยได้ที่
ค่ารีด็อกที่ต่้ากว่า โดยสุดท้ายการย่อยจะเสร็จสมบูรณ์ได้เมื่อกรดอินทรีย์และแอลกอฮอล์สร้างขึ้นที่
ค่ารีด็อกสูงกว่าถูกถ่ายเทโดยการแพร่หรือการเคลื่อนที่ของน้้าไปที่บริเวณที่มีค่ารีด็อกต่้ากว่า (วีรา
นุช หลาง , 2554) ดังนั้นเมื่อกระบวนการย่อยสลาย PAHs ด้าเนินไปและเกิดการสร้างมัธยันตร์
ขึ้นมาจึงท้าให้วัดปริมาณสารประกอบที่หลงเหลืออยู่ในระบบได้ลดลง แต่เมื่อเวลาผ่านไปสารมัธ
ยันตร์เหล่านี้กลับถูกออกซิไดซ์/ รีดิวซ์กลับไปเป็นสารตั้งต้นโดยไอออนของเกลือและสารอ่ืนที่อยู่ใน
ระบบ ท้าให้ผลจากการท้าปริมาณวิเคราะห์มีค่าเพิ่มข้ึนและไม่เสถียร สอดคล้องกับงานวิจัยหลาย
ชิ้นที่ระบุว่าการย่อยสลาย PAHs ภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจนจะเกิดขึ้นได้ดีเมื่อมีกลุ่มประชากรหรือ
อาศัยการท้างานแบคทีเรียหลายชนิด (consortium) เพราะจุลินทรีย์แต่ละชนิดต้องการค่ารีด็อกซ์
โพเทนเชี่ยลที่แตกต่างกัน เช่น การย่อยเบนโซเอทที่เกิดได้ด้วยการเจริญของจุลินทรีย์ย่อยเบนโซ
เอทที่ไม่ใช้ออกซิเจนร่วมกับจุลินทรีย์ที่ย่อยมีเทนหรือซัลเฟต แต่อย่างไรก็ตามสรุปผลการทดเรื่อง
ในเรื่องของการเปลี่ยนรูปกลับของสารมัธยันต์ยังมีคงมีข้อมูลน้อย และไม่สามารถตรวจหาสารมัธ
ยันต์ที่เกิดขึ้นในการทดลองนี้ได้จึงควรท้าการทดลองเพิ่มเติมเพื่อยืนยันเหตุผลนี้ต่อไปในอนาคต 

นอกจากนี้ผลของการมีอยู่อย่างจ้ากัดของไนเทรตภายในระบบยังส่งผลส้าคัญต่อการย่อย
สลาย แบคทีเรียดีไนทริไฟอ้ิงคือแบคทีเรียที่สามารถใช้ไนเทรตแทนออกซิเจนเพื่อเป็นตัวรับ
อิเล็กตรอนตัวสุดท้ายในวิถีการย่อยสลายที่ไม่มีออกซิเจน แต่ในขณะเดียวกันแบคทีเรียดีไนทริไฟ
อิงยังจ้าเป็นต้องใช้ไนเทรตเพื่อเป็นแหล่งของไนโตรเจน (N-source) ในการเจริญเติบโตและแบ่ง
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เซลล์ด้วยเช่นกัน ท้าให้ไนเทรตที่มีอยู่ในระบบไม่เพียงพอต่อความต้องการ และในอาหารสูตร 
MSM (ภาคผนวก ก) ที่ใช้ในการทดลองช่วงที่สองนี้เป็นสูตรอาหารที่มีการจ้ากัดแหล่งคาร์บอน  

(C-source) ท้าให้แบคทีเรียถูกบังคับใช้ PAHs  เป็นแหล่งคาร์บอนและมีเพียงธาตุหลักที่จ้าเป็นต่อ
การเจริญเติบโตเท่านั้น จึงท้าให้การย่อยสลายที่เกิดขึ้นนี้เป็นไปได้ไม่ดีเท่าที่ควร (Junfeng และ
คณะ, 2009) 

 จากการศึกษาทั้งหมดแสดงให้เห็นว่าสามารถแยกแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงได้จากตะกอน
ดินใต้ทะเล และความสามารถในการย่อยสลาย  PAHs  ภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจนของแบคทีเรีย    
ดีไนทริไฟอิงขึ้นอยู่กับปัจจัยภายนอกอื่นๆ ร่วมด้วย ซึ่งปัจจัยที่เกี่ยวข้องและควรให้ความส้าคัญ คือ 
ค่ารีด็อกซ์โพเทนเชี่ยล ปริมาณไนเทรตที่มีในระบบ และความอุดมสมบูรณ์ของอาหารที่ใช้ในการ
เลี้ยง นอกจากนี้การคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายด้วยการใช้อาหารสูตรชักน้าที่มีการเติม  
PAHs  จะท้าให้ได้จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายดีกว่าแบคทีเรียที่ได้จากการคัดแยก
เพื่อชักน้าให้ได้แบคทีเรียดีไนทริไฟอิง 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

อาหารเหลว PDB + 2% Yeast extract + 200 ppm Naphthalene (100 มิลลิลิตร) 

PDB          3.9 กรัม 

ผงสกัดจากยีสต์         2.0 กรัม 

สารละลายแนพธาลีน        2 %  

 ละลาย  PDB และผงสกัดจากยีสต์เข้าด้วยกันโดยน้้ากลั่น ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 80 
มิลลิลิตร ต้มให้เดือดเพื่อไล่ออกซิเจน แล้วจึงแบ่งใส่ขวดฉีดยา (serum bottle) ขนาด 100 
มิลลิลิตร ปริมาณขวดละ 40 มิลลิลิตร แล้วจึงน้าไปเติมแก๊สไนโตรเจนความบริสุทธิ์ 99.99% นาน 
30 นาที ปิดด้วยจุกยางและฝาโละ น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลังฆ่าเชื้อเสร็จเติมสารละลายแนพธาลีน 2% ที่ละลายใน
เอธานอลและผ่านการกรองให้ปลอดเชื้อ ปริมาณขวดละ 10 มิลลิลิตร โดยใช้เข็มฉีดยาและเทคนิค
ปลอดเชื้อ 

 

อาหารวุ้นแข็ง PDA + 2% Yeast extract + 200 ppm Naphthalene (100 มิลลิลิตร) 

PDB          3.9 กรัม 

ผงสกัดจากยีสต์         2.0 กรัม 

วุ้นผง          2.0 กรัม 

สารละลายแนพธาลีน        2 % 

  ละลาย PDB ผงสกัดจากยีสต์ และวุ้นผง ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 80 มิลลิลิตร 
น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที หลังฆ่าเชื้อเสร็จเติมสารละลายแนพธาลีน 2% ที่ละลายในเอธานอลและผ่านการกรองให้
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ปลอดเชื้อ ปริมาณ 20 มิลลิลิตร ก่อนน้าไปเทลงในจานแก้ว เมื่ออาหารแข็งแล้วจึงน้าไปตั้งไว้
ภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจนใน anaerobic chamber เป็นเวลา 1 คืน ก่อนการใช้งาน 

 

อาหารเหลวไนเทรต (nitrate broth) 

 ละลายอาหารเลี้ยงเชื้อไนเทรต ปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่น ต้มให้เดือดเพื่อไล่ออกซิเจน แล้ว
จึงแบ่งใส่ขวดฉีดยาขนาด 50 มิลลิลิตร ในปริมาณ 25 มิลลิลิตร น้าไปเติมแก๊สไนโตรเจนความ
บริสุทธิ์ 99.99% นาน 30 นาที ปิดด้วยจุกยางและฝาโละ น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ความดันไอ 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

อาหารวุ้นแข็งไนเทรต (nitrate agar) 

 ละลายอาหารเลี้ยงเชื้อไนเทรตเข้ากับผลวุ้น  ปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่น น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่
ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ก่อนน้าไปเท
ลงในจานแก้ว เมื่ออาหารแข็งแล้วจึงน้าไปตั้งไว้ภายใต้ภาวะไร้ออกซิเจนใน anaerobic chamber 
เป็นเวลา 1 คืน ก่อนการใช้งาน 

 

อาหารเหลวมินิมอลซอลต์ (MSM broth) 

สารละลาย A  (400 มิลลิลิตร) 

แอมโมเนียมไนเทรต (NH4NO3)       16 กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจน ฟอสเฟต (KH2PO4)     18.8 กรัม 

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 0.476 กรัม 

แคลเซียมคลอไรด์ ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 0.04 กรัม 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดให้เข้ากันด้วยน้้ากลั่น และปรับเป็น pH  7 ด้วย โซเดียมไฮดรอก
ไซด์ (NaOH) ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 400 มิลลิลิตร และเก็บไว้ใช้เป็น stock ต่อไป 
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สารละลาย B (400 มิลลิลิตร) 

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO47H2O)     4.0 กรัม 

แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.H2O)       0.03 กรัม 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดเข้าด้วยกัน และปรับปริมาตรเป็น 400 มิลลิลิตร และเก็บไว้ใช้เป็น 
Stock ต่อไป 

สารละลาย C (400 มิลลิลิตร) 

เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)     0.03 กรัม 

 ละลายส่วนผสมและปรับปริมาตรเป็น 400 มิลลิลิตร น้าไปแยกนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 105 
องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เพื่อป้องกันการเกิดตะกอน 

การเตรียมอาหารสูตรมินิมอลซอลต์ (100 มิลลิลิตร) 

สารละลาย A 10 มิลลิลิตร ผสมกับน้้ากลั่น 60 มิลลิลิตร 

สารละลาย B 10 มิลลิลิตร  

สารละลาย C 20 มิลลิลิตร (แยกนึ่งฆ่าเชื้อ) 

 ผสมสารละลาย A และ B ที่เตรียมไว้เข้าด้วยกัน ก่อนน้าไปต้มให้เดือดเพื่อไล่ออกซิเจน 
แบ่งบรรจุใส่ขวดฉีดยาขนาด 100 มิลลิลิตร และเติมแก๊สไนโตรเจนความบริสุทธิ์ 99.99% 30 นาที 
ปิดด้วยจุกยางและฝาโละ น้าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

วิธีแอลฟา-แนพธิลาไมด์ (Alpha - Naphthylamine test) 

 

 การทดสอบด้วยวิธีแอลฟา-แนพธิลาไมด ์เป็นการวัดความสามารถในการเปลี่ยนไนเทรต

เป็นไนไทรต์ เมื่อน้ามาใช้ควบคู่กับการวัดความสามารถในการสร้างแก๊ส ซึ่งเป็นปฏิกริยาขั้น

สุดท้ายของกระบวนการดีไนตริฟิเคชั่น จึงท้าให้สามารถทดสอบได้ว่ามีกระบวนการ nitrification/ 

denitrification เกิดขึ้นหรือไม่ได้ ทั้งนี้แก๊สที่เกิดขึ้นจะเป็นแก๊สไนโตรเจน เนื่องจากอิทธิพลของ

อาหารสูตรไนเทรตบรอธ  

 

 

ภาพท่ี ข.1 กระบวนการไนทริฟิเคชัน/ ดีไนทริฟิเคชัน  
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อุปกรณ์และสารเคม ี

ผงซิงค์ (zinc powder) 
หลอดดักแก๊ส 
อาหารเหลวสูตรไนเทรต (nitrate broth) 
nitrate reagent A (sulfanilic scid) 
nitrate reagent B (alpha - naphthylamine) 
 

วิธีการทดลอง 

 น้าโคโลนีเดี่ยวที่แยกได้ในแต่ละไอโซเลตมา 1 โคโลนี ถ่ายลงในอาหารเหลวสูตรไนเทรต 
(nitrate broth) ที่บรรจุหลอดดักแก๊สอยู่ภายใน บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสภายใต้ภาวะไร้
อากาศใน  anaerobic chamber สังเกตและบันทึกผลแก๊สที่เกิดขึ้นภายในหลอดดักแก๊สเป็นเวลา 
14 วัน จากนั้นหยด nitrate reagent  A และ nitrate reagent B จ้านวน 3 หยด ตามล้าดับ เขย่า
ให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 1-3 นาที สังเกตการณ์เปลี่ยนแปลงของสี โดยหากเปลี่ยนเป็นสีแดง
แสดงว่าไอโซเลตนั้นมีความสามารถในการเกิดกระบวนการ nitrification สามารถเปลี่ยนไนเทรต
ไปเป็นไนไทรต์ได้ (nitrate-positive) หากไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงให้ท้าการเติมผงซิงค์ลงไป
ปริมาณเล็กน้อย เขย่าให้เข้ากัน สังเกตความเปลี่ยนแปลง หากสารละลายมีการเปลี่ยนเป็นสีแดง
หลังจากเติมผงซิงค์ แสดงว่าไอโซเลตนั้นไม่สามารถรีดิวซ์ไนเทรตไปเป็นไนไทรต์ได้ (nitrate-
negative) แต่ถ้าหากเติมผงซิงค์แล้วไม่มีการเปลี่ยนแปลงใดๆ เกิดขึ้น แสดงว่าไอโซเลตนั้น
สามารถรีดิวซ์ไนเทรตไปเป็นไนไทรต์ได้อย่างสมบูรณ์ และสามารถเปลี่ยนไนไทรต์ไปเป็นไนโตร
จีนัสแก๊สได้ (nitrate-positive) 
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ภาพท่ี ข.2 แผนภูมิการทดสอบด้วยวิธีแอลฟา-แนพธิลาไมด ์
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ภาคผนวก ค 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียที่คัดแยกได ้

 

ตารางท่ี ค.1 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงไอโซเลต B3/1  

E. faecalis 
Isolation 
Code 

ล าดับเบสของ 16S rDNA (บางส่วน) 

B3/1 
E. faecalis 

 

TGGTCGTACTGGCATGTAATGCAAGTCGAGCGCTTCTTTCCTCCCGAGTG
CTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
CAAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATAC
CGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGT
GTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG
GCTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACG
TTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGG
ATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAG
TGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT
ATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGCTCGAAAGCGTGCGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAACTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCA
CTGCTGCAGCAAACACATTACGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAA
GGTTGAAACTCAGAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCTGCGGAGCA
TGTGTGTTACTTACGAGCAACCGGAACAGCCTTACCAGGTCTAGACATCG
TTTGACCGCTCTAGACATGCAGGTTACCTTCAGGGACTAACGGCCTGTTC
TTCCTTGATTA 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1351
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1351
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ตารางท่ี ค.2 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงไอโซเลต B3/2  

P. macerans  

Isolation 
Code 

ล าดับเบสของ 16S rDNA (บางส่วน) 

B3/2 
P. macerans 

GCGTTGATGCATCCTATACATGCAAGTCGAGCGGACTTGATAGGAG
TGCTTGCACTCCTGATGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTA
GGCAACCTGCCCGTAAGACTGGGATAACTACCGGAAACGGTAGCT
AATACCGGATAATCAAGTTTCTCGCATGAGAGGCTTGGGAAAGGCG
GAGCAATCTGTCACTTACGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGTTAGTT
GGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGA
GAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG
ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG
CTCTGTTGCCAGGGAAGAACGTCTTCTGGAGTAACTGCCAGGAGAG
TGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGC
GTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTGTTTAAGTCTGGTGTTTAATCCTGG
GGCTCAACTCCGGGTCGCACTGGAAACTGGATGGCTTGAGTGCAG
AAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
GTGGAGGAACACCAGTGGCGAATGCGACTCTCTGGGCTGTAACTG
ACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGAGGAGCAAACACGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGAGTGCTACGTGTTATGGGTTTCT
ATACCCTTGGTGCCGAAGTAAACACATTAAACACTCCGCCTGAGGA
GTACCGTCGCATGACTGACACTCATTAGAATTGACCCTGACCCCGC
TATACACTGATTATGTGGTATAATTCTTAGCCACCTCGAAATACTGAC
CATGTCTTGACATCCCTCTGACGGGTACTTATATGTAGTATCCCTACT
CTACATGACGAGTAACGTGTGCATGTCGTCCTCAGCTACATGTCTTA
GATATCCGGATAACTTCTTCAATCAAGCGGAAGCTGCT 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=44252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=44252
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ตารางท่ี ค.3 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงไอโซเลต A2/2  

B. subtilis 
Isolation 
Code 

ล าดับเบสของ 16S rDNA (บางส่วน) 

A2/2 
B. subtilis 

 

 

CAGGGATGGCGTCATCATATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGA
GGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGG
CTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGT
GGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGT
CTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTA
AAGCTCTGTTGTTAGGGAAAAACAAGTACCGTTCCAATAGGGCGGT
ACCTTGACGGGACCTCCTATCAAAGCCATTGCTAAAGGATGTCCAG
ACCCCGCGGGGATCTTCGCGTGGCTTCCGTTTACCCCAATTGCTG
CACCGCTTGGGCTGGCCCGCGGCTACTCCTTTGAGATTCAAACTTG
CGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGGTAACTGCGGCA
CTAAAGGAGGGAAACGCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGC
GTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCTCACGCTTTCGC
TCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTAGT
GTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCAC
TCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCG
GGTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGGCCTGCG
AGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTA
TTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGT
ACCGTCCAGGTACCGCCCTACTCGAACGGTACTTGTTCTTCGCTTA
CCAACAGAGCTTTACGATTCGGAAA 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
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ตารางท่ี ค.4 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงไอโซเลต A2/3  

B. tequilensis 
Isolation 
Code 

ล าดับเบสของ 16S rDNA (บางส่วน) 

A2/3 
B. tequilensis 

 

CTGTGAGGCATTACTACTACGTACGGCTGACTCCTAGGAGGTTAC
CTTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCG
GTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATC
CGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACT
GCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGC
GGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCC
AGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC
CGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTG
GCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAAC
ATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTC
TGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATG
CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGT
CTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGC
AGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTT
ACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGC
TTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCC
ACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGA
ATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGAC
CCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACC
GCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCA
CCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTT
CTGGTTAGGTACCGTCCAGGTACCGGCCCTATTCGAACGGAACTT
GTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACTTCATCACT
CACGCGGCGTTGCTTCGG 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=227866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=227866
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ตารางท่ี ค.5 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงไอโซเลต A7/1  

B. subtilis 
Isolation 
Code 

ล าดับเบสของ 16S rDNA (บางส่วน) 

A7/1 
B. subtilis 

 

CCAGGCTGAATCACTACTACGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCT
CACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTG
TGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCG
ATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGAT
CCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTC
GCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCA
TAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTG
TCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAA
GATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACG
ACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCG
AAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTG
GTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCT
TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGT
ACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGG
GCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAG
CGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCC
ACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCT
TCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGGTTGAG
CCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTT
TACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGC
GGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTC
AAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAG
AGCTTTACGATCCGAAAA 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
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ตารางท่ี ค.6 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงไอโซเลต A7/2  
B. subtilis 

Isolation 
Code 

ล าดับเบสของ 16S rDNA (บางส่วน) 

A7/2 
B. subtilis 

 

ACCGGCTGACCACTACTACGGCGGCTGACTCCTAAAAGGTTACCT
GTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGG
TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCG
CGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCG
ATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTT
TCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGT
CATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTT
TGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACT
AAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCC
GAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCT
GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACC
GTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAG
GGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGG
ACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCT
CAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTC
CTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTC
CTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTT
GAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCC
CTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTAC
CGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTAC
CGTCAAGGTACCGGCCCTATTCGAACGGTACGTGGTTCTTCCCTAC
CAACAGAGCTTTACGGATCCGAAAACCTTCATCACTCACG 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423


79 

ตารางท่ี ค.7 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงไอโซเลต  A9/1  

P. mirabilis 
Isolation 
Code 

ล าดับเบสของ 16S rDNA (บางส่วน) 

A9/1 
P. mirabilis 

 

GACAGTATCACTACTAGTAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTAACTA
CTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAA
GGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTACTAG
CGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTA
CGACAGACTTTATGAGTTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTT
TGTATCTGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCA
TGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCA
GTCTCCTTTGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACAAAGGATAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGC
TGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGCGTTCCCGAAGGCACT
CCTCTATCTCTAAAGGATTCGCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTT
CTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGG
GCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCC
AGGCGGTCGATTTAACGCGTTAGCTCCAGAAGCCACGGTTCAAGA
CCACAACCTCTAAATCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGT
ATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCT
TTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCACATCTCTA
CGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACT
CTAGCCAACCAGTTTCAGATGCAATTCCCAAGTTAAGCTCGGGGCT
TTCACATCTGACTTAATTGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGT
AATTCCGATTAACGCTTGCACACTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGC
ACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATTGATAAG
GGTATTAACCTTATCACCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTA 

 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=584
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ตารางท่ี ค.8 ผลการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียดีไนทริไฟอิงไอโซเลต A12/2  

E. asburiae 
Isolation 
Code 

ล าดับเบสของ 16S rDNA (บางส่วน) 

A12/2 
E. asburiae 

 

GCAATGATCGACGCTGCGAATCGCTGAGCGAAGGGTAACTCTACT
ACTTCTTTTGGACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACA
AGGGCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACT
AGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGA
CTACGACGCACTTTATGAAGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTT
CTCTTTGTATGCGCCATTGGAGCACGTGTGGAGCCCTACTCGTAA
GGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCA
CTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGGACCGCTGGCAACAAA
GGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACA
ACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCC
GAAGGCACCAAACCATCTCTGGAAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGT
AGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCCAATTAAACCACATGCTCCACC
GCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGC
CGTACTCCCCAGGCGGACGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCC
ACGGCTCAAGGCCACAACCTCCAAGTCAATCTCGTTTACGGCGTG
GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCCCACC
TGATCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCACCCCCTGTATTT
CTCCAGATCTCTACACATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCC
CCTCTACCAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCCAATGCAGGTTCCCCG
TTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAGACTTGACAGACCGCCTGCGT
GCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTGCACCACTCCGTAT
TACCGCTGCTGCTGCACGTAGTAGCAGTGCTCTCTGTAGTACGTC
ATCGACATGTATGAACATTATCGCTTCCTCCCGCTGAAGTACTTAC
TACCCCA 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=61645
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=61645
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ภาคผนวก ง 

ผลการย่อยสลาย PAHs ของเชื้อแต่ละไอโซเลต 

 

 ผลการวิเคราะห์ด้วย  Oneway ANOVA โปรแกรม SPSS ของแต่ละไอโซเลตที่ได้จากการ
ทดลอง 3 ซ้้า อักษรยกที่ต่างกันในแนวดิ่งแสดงผลการทดลองที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  95%  (P  ≤ 0.05) 

ตารางท่ี ง.1 ผลการวิเคราะห์ด้วย Oneway ANOVA โปรแกรม SPSS ของไอโซเลต B3/1  

E. faecalis ต่อการย่อยสลาย PAHs ในวันที่ 16 

  PAHS N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 

Duncan(a) naph 3 78.0000     
pyrene 3   173.6667   
benzo 3     183.3333 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

 
ภาพท่ี ง.1 ผลการย่อยสลาย PAHs เมื่อเวลาผ่านไป 16 วัน ของไอโซเลต B3/1 

 E. faecalis ที่ความเข้มข้นของหัวเชื้อเริ่มต้น 5% 

a 

b 

c 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1351
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1351
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ตารางท่ี ง.2 ผลการวิเคราะห์ด้วย Oneway ANOVA โปรแกรม SPSS ของไอโซเลต B3/2 P. 
macerans ต่อการย่อยสลาย PAHs ในวันที่ 16 
 

  PAHS N 

Subset for alpha = .05 

1 2 

Duncan(a) naph 3 75.3333   
benzo 3 130.0000 130.0000 
pyrene 3   135.0000 
Sig.  .054 .834 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
 
 

 
ภาพท่ี ง.2 ผลการย่อยสลาย PAHs เมื่อเวลาผ่านไป 16 วัน ของไอโซเลต B3/2  

P. macerans ที่ความเข้มข้นของหัวเชื้อเริ่มต้น 5% 

 
 

 
 
 

b 

a,b 

a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=44252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=44252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=44252
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=44252
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ตารางท่ี ง.3 ผลการวิเคราะห์ด้วย Oneway ANOVA โปรแกรม SPSS ของไอโซเลต A2/2 B. 
subtilis ต่อการย่อยสลาย PAHs ในวันที่ 16 
 

  PAHS N 

Subset for alpha = .05 

1 2 

Duncan(a) naph 3 75.6667   
benzo 3   138.3333 
pyrene 3   140.6667 
Sig.  1.000 .479 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 

 

 
ภาพท่ี ง.3 ผลการย่อยสลาย PAHs เมื่อเวลาผ่านไป 16 วัน ของไอโซเลต A2/2  

B. subtilis ที่ความเข้มข้นของหัวเชื้อเริ่มต้น 5% 
 

 

 

a 

b 

b 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
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ตารางท่ี ง.4 ผลการวิเคราะห์ด้วย Oneway ANOVA โปรแกรม SPSS ของไอโซเลต A2/3 B. 
tequilensis ต่อการย่อยสลาย PAHs ในวันที่ 16 

  PAHS N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 

Duncan(a) naph 3 77.6667     
benzo 3   112.3333   
pyrene 3     154.0000 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 

 
ภาพท่ี ง.4 ผลการย่อยสลาย PAHs เมื่อเวลาผ่านไป 16 วัน ของไอโซเลต A2/3  
B. tequilensis ที่ความเข้มข้นของหัวเชื้อเริ่มต้น 5% 
 
 

 

a 

b 

c 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=227866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=227866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=227866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=227866
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ตารางท่ี ง.5 ผลการวิเคราะห์ด้วย Oneway ANOVA โปรแกรม SPSS ของไอโซเลต A7/1 B. 
subtilis ต่อการย่อยสลาย PAHs ในวันที่ 16 

  PAHS N 

Subset for alpha = .05 

1 2 

Duncan(a) naph 3 80.3333   
benzo 3 116.3333 116.3333 
pyrene 3   164.6667 
Sig.  .166 .079 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 
ภาพท่ี ง.5 ผลการย่อยสลาย PAHs เมื่อเวลาผ่านไป 16 วัน ของไอโซเลต A7/1  

B. subtilis ที่ความเข้มข้นของหัวเชื้อเริ่มต้น 5% 

 

 

 

a 

a,b 

b 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
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ตารางท่ี ง.6 ผลการวิเคราะห์ด้วย Oneway ANOVA โปรแกรม SPSS ของไอโซเลต A7/2 B. 
subtilis 

  PAHS N 

Subset for alpha = .05 

1 2 

Duncan(a) naph 3 73.0000   
benzo 3 106.3333 106.3333 
pyrene 3   166.0000 
Sig.  .297 .087 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
 
 

 
ภาพท่ี ง.6 ผลการย่อยสลาย PAHs เมื่อเวลาผ่านไป 16 วัน ของไอโซเลต A7/2 

B. subtilis ที่ความเข้มข้นของหัวเชื้อเริ่มต้น 5% 
 

 

 

a 

a,b 

b 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1423
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ตารางท่ี ง.7 ผลการวิเคราะห์ด้วย Oneway ANOVA โปรแกรม SPSS ของไอโซเลต A9/1 P. 
mirabilis ต่อการย่อยสลาย PAHs ในวันที่ 16 

  PAHS N 

Subset for alpha = .05 

1 2 

Duncan(a) naph 3 73.0000   
benzo 3 97.6667   
pyrene 3   167.3333 
Sig.  .417 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
 
 

 
ภาพท่ี ง.7 ผลการย่อยสลาย PAHs เมื่อเวลาผ่านไป 16 วัน ของไอโซเลต A9/1  

P. mirabilis ที่ความเข้มข้นของหัวเชื้อเริ่มต้น 5% 
 

 
 

 

 

c 

a 

a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=584
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ตารางท่ี ง.8 ผลการวิเคราะห์ด้วย Oneway ANOVA โปรแกรม SPSS ของไอโซเลต A12/2 E. 
asburiae ต่อการย่อยสลาย PAHs ในวันที่ 16 

  PAHS N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 

Duncan(a) naph 3 80.0000     
benzo 3   172.6667   
pyrene 3     191.0000 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
 
 

 
ภาพท่ี ง.8 ผลการย่อยสลาย PAHs เมื่อเวลาผ่านไป 16 วัน ของไอโซเลต A12/2  

E. asburiae ที่ความเข้มข้นของหัวเชื้อเริ่มต้น 5% 
 

 
 

 

a 

c 

b 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=61645
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=61645
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=61645
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ตารางท่ี ง.9 ผลการวิเคราะห์ด้วย Oneway ANOVA โปรแกรม SPSS ของ control ที ่

ไม่มีการเติมเชื้อ ต่อการย่อยสลาย PAHs ในวันที่ 16 

  PAHS N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 

Duncan(a) naph 3 180.6667     
pyrene 3   222.0000   
benzo 3     237.0000 
Sig.  1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

  

 นางสาวจิราพร พวงแก้ว เกิดเมื่อวันที่ 28 พฤศจิกายน พ.ศ. 2530 ที่จังหวัดสมุทรสงคราม 
ได้รับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ จากคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย
บูรพา ในปีการศึกษา 2552 และได้เข้าศึกษาต่อในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขา
เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2553 ปัจจุบัน
อาศัยอยู่บ้านเลขที่ 9/8 หมู่ 4 ต้าบล แม่กลอง อ้าเภอ เมืองฯ จังหวัดสมุทรสงคราม 75000 
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