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บทคัดย่อ 
 

 การรั่วไหลของน ้ามันปิโตรเลียม เป็นปัญหาส้าคัญท่ีส่งผลกระทบต่อระบบนิเวศและเศรษฐกิจของประเทศ 
อย่างไรก็ตามการก้าจัดปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนด้วยวิธีทางชีวภาพมักมีข้อจ้ากัดจากจ้านวนและความสามารถ
ของ แบคทีเรียย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน ฟองน ้าทะเลถือเป็นแหล่งส้าคัญของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
และเป็นแหล่งท่ีมีแบคทีเรียอย่างอุดมสมบูรณ์ ดังนั นงานวิจัยนี ได้ศึกษาความหลากหลายและคัดแยกแบคทีเรียท่ี
เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนจากฟองน ้าทะเลโดยใช้วิธีการเพาะเลี ยงเชื อและไม่เพาะเลี ยง
เชื อร่วมกัน ผลการทดลองสามารถคัดแยกกลุ่มแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบได้ 13 กลุ่ม 
โดยสามารถย่อยสลายน ้ามันดิบ 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ได้ 60–92 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 วัน และ
สามารถคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ ท่ีมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันดิบได้ทั งหมด 19 สายพันธุ์ 
จากนั นน้าแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ดังกล่าวมาทดสอบความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันปิโตรเลียมชนิดอื่น 
ได้แก่ น ้ามันดีเซลและน ้ามันเตา พบว่ามีแบคทีเรีย 9 สายพันธุ์ท่ีสามารถย่อยสลายน ้ามันปิโตรเลียมได้ทั ง 3 ชนิด 
โดยย่อยสลายน ้ามันดิบ น ้ามันดีเซลและน ้ามันเตา ความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ได้ 34-60 
เปอร์เซ็นต์ 31-76 เปอร์เซ็นต์ และ 30-64 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ในเวลา 7 วัน นอกจากนี พบว่า Sphingobium 
sp. MO2-4 มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันทั ง 3 ชนิดดีท่ีสุด โดยย่อยสลายได้มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ 
นอกจากนี สายพันธุ์ MO2-4 ยังสามารถย่อยสลายเตตระเดคเคนความเข้มข้น 500 มิลลิกรัม/ลิตร ฟีแนนทรีนและ
ไพรีนความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/ลิตร ได้ 71, 33 และ 25 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ในเวลา 7 วัน เมื่อศึกษาเมตา
จีโนมของฟองน ้ าทะ เลพบแบค ที เรีย ใน ไฟ ลัม  Proteobacteria Actinobacteria, Cyanobacteria และ 
Firmicutes เป็นประชากรหลักในทุกตัวอย่าง นอกจากนี ยังตรวจพบยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายอัลเคนและ 
PAHs ในฟองน ้าทะเลหลายตัวอย่าง จากผลการทดลองท้าให้ได้ข้อมูลแบคทีเรียและยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อย
สลายน ้ามันปิโตรเลียมในฟองน ้าทะเลและยังแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนจาก
ฟองน ้าทะเลมีแนวโน้มท่ีจะน้าไปใช้ประโยชน์ในการบ้าบัดส่ิงแวดล้อมท่ีปนเป้ือนปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนต่อไปได้ 
 
  
 
 
 
 
 



Abstract 
 

Petroleum oil spills are a worldwide problem, which is growing more serious with ecosystem 
and economic development. The success of the bioremediation of petroleum hydrocarbons is 
limited because of the low number and activity of hydrocarbon-degrading bacteria. Marine 
sponges (Porifera) are considered as important sources of active natural products, and contain 
an abundance of microorganisms. This study combined the culture and noncultured methods 
to examine bacterial diversity and isolate petroleum hydrocarbon-degrading bacteria from 
marine sponge samples. Thirteen sponge-associated bacterial consortia with ability to degrade 
60-92% of 0.25% (v/v) crude oil in liquid cultivation within 7 days were obtained after 
enrichment. A total of 19 bacterial strains exhibited crude oil degrading ability was isolated from 
the consortia afterward. They were further screened for petroleum oil degradation capability 
including diesel oil and fuel oil. Nine strains showed potency in all types of petroleum oil 
biodegradation. They could degrade 0.25% (v/v) of crude oil, diesel oil, and fuel oil at 34%-60%, 
31%-76%, and 30%-64%, respectively within 7 days. Among them, Sphingobium sp. MO2-4 
showed the best ability to degrade all types of petroleum oil. The strain degraded more than 
50% of initial amount of the oil within 7 days. Strain MO2-4 was then selected to evaluate its 
ability to degrade aliphatic and PAHs, the major components in petroleum oil. The results 
showed that MO2-4 could degrade 500 mg L-1 of tetradecane at 71% and degrade 50 mg L-1 of 
phenanthrene and pyrene around 33% and 25%, respectively within 7 days. In addition, the 
microbial diversity in marine sponge was investigated by metagenomic approach and the genes 
involved in petroleum hydrocarbon degradation were detected. Proteobacteria, Actinobacteria, 
Cyanobacteria and Firmicutes were dominant phyla in all the samples. Furthermore, the genes 
involved in alkane and PAH degradation were observed in several samples. Our results provide 
insight into microbial diversity and ecosystem function in marine sponges. These results 
demonstrated that the petroleum oil-degrading bacteria from marine sponges have potential for 
further bioremediation of petroleum contaminated sites. 
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ควบคุมท่ีไม่เติมแบคทีเรีย (ซ้าย) ในเวลา 7 วัน 
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2.13 จ้านวนแบคทีเรียเซลล์เด่ียว 3 สายพันธุ์ ของการยอ่ยสลายฟีแนนทรีนความเข้มข้น 50 ppm  



ท่ีเวลา 0 และ 7 วัน 34 
2.14 การย่อยสลายไพรีนของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 3 สายพันธุ์ (ขวา) เปรียบเทียบกับชุด

ควบคุมท่ีไม่เติมแบคทีเรีย (ซ้าย) ในเวลา 7 วัน 
 

35 
2.15 จ้านวนแบคทีเรียเซลล์เด่ียว 3 สายพันธุ์ ของการยอ่ยสลายไพรีนความเข้มข้น 50 ppm  

ท่ีเวลา 0 และ 7 วัน 
 

36 
2.16 จ้านวน Sphingobium sp. MO2-4 หลังการย่อยสลายสารผสมของฟีแนนทรีนความเข้มข้น 

25 ppm และเตตระเดคเคนความเข้มข้น 500 ppm เป็นเวลา 7 วัน 
 

37 
2.17 โครงสร้างไมโครไบโอมของตัวอย่างฟองน ้าจ้านวน 26 ตัวอย่าง ในระดับอาณาจักร 42 

2.18 โครงสร้างไมโครไบโอมของตัวอย่างฟองน ้าจ้านวน 26 ตัวอย่าง ในระดับไฟลัม 42 

2.19 โครงสร้างไมโครไบโอมของตัวอย่างฟองน ้าจ้านวน 26 ตัวอย่าง ในระดับคลาส 43 

 
 
 

ค้าอธิบายสัญลักษณ์และค้าย่อที่ใชใ้นงานวิจัย 
 

สัญลักษณ์และค้าย่อ ค้าเต็ม 
มล. มิลลิลิตร 
CFU Colony forming unit 
COD Chemical oxygen demand 

GC-FID Gas chromatography - flame ionization 
detector 

PAHs Polycyclic aromatic hydrocarbons 
PCR Polymerase chain reaction 

TLC-FID Thin layer chromatography - flame ionization 
detector 
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1. บทน ำ 
 
1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 
        ปัจจุบันหลายประเทศท่ัวโลกมีความต่ืนตัวเกี่ยวกับปัญหาส่ิงแวดล้อมเป็นอย่างมาก เนื่องจากปัญหา
ดังกล่าวส่งผลกระทบในหลายด้าน เช่น กระทบต่อสุขภาพประชากร และทรัพยากรธรรมชาติ รวมถึงประเทศไทย
ได้ตระหนักถึงเรื่องดังกล่าว โดยท่ีผ่านมาปัญหาส่ิงแวดล้อมในประเทศไทยมีแนวโน้มสูงขึ้นเนื่องจากการเพิ่ม
จ านวนประชากร และการขยายตัวในภาคอุตสาหกรรม โดยเฉพาะพื้นท่ีชายฝ่ังทะเลบริเวณอ่าวไทย เนื่องจากเป็น
เขตท่ีมีอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ รวมทั้งมีท่าเรือน้ าลึกและท่าเรือสินค้าส าหรับการขนส่งสินค้า ท าให้บริเวณดังกล่าว
มีโอกาสปนเป้ือนสารมลพิษหลายชนิด ท่ีส าคัญได้แก่ น้ ามันปิโตรเลียม พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 
(Polycyclic Aromatic Hydrocarbon, PAHs) และโลหะหนัก  
        มีรายงานการส ารวจสารปนเป้ือนสารมลพิษต่างๆ บริเวณดังกล่าวอย่างต่อเนื่อง อาทิ การตรวจสารอินทรีย์
ในดินตะกอนบริเวณอ่าวไทยตอนบน ใกล้เกาะสีชัง และพบการปนเป้ือน PAHs ในบริเวณดังกล่าว 
(Boonyatumanond และคณะ 2006; 2007)  นอกจากนี้ยังมีรายงานพบการสะสมปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนใน
สัตว์ทะเล เช่น ไส้เดือนทะเล ส่วนในหอยตลับลาย ปลาเห็ดโคน ปลาทรายแดง และปลาทรายขาว บริเวณอ่าวเพ 
จังหวัดระยองในช่วงเดือนมิถุนายนและกันยายน 2543 (จุมพล สงวนสิน และคณะ, 2543) ซึ่งการปนเป้ือน
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในธรรมชาติ และการสะสมในสัตว์เหล่านี้ มีความส าคัญและก่อให้เกิดผลกระทบต่อ
มนุษย์ เนื่องจากความเกี่ยวข้องกับห่วงโซ่อาหารของส่ิงมีชีวิต ส าหรับรายงานการตรวจพบโลหะหนักในบริเวณอ่าว
ไทย เช่น Censi และคณะ (2006) รายงานการกระจายตัวและความเข้มข้นของโลหะหนัก ได้แก่ วาเนเดียม (V) 
โครเมียม (Cr)  โคบอลต์ (Co) นิกเกิล (Ni) ทองแดง (Cu) สังกะสี (Zn) และยูเรเนียม (U) ในบริเวณดังกล่าว 
นอกจากนี้ Ei Tun และคณะ (2009) ยังรายงานการตรวจพบแคดเมียม (Cd) ในดินตะกอนท่ีเก็บจากบริเวณอ่าว
ไทยตอนบนอีกด้วย 
        การปนเป้ือนสารมลพิษดังกล่าวก่อให้เกิดผลกระทบต่อส่ิงมีชีวิตและส่ิงแวดล้อม โดยปัญหาท่ีส าคัญคือ สาร
มลพิษสามารถเข้าไปอยู่ในสายใยอาหารได้ (Mitra และคณะ, 2011) และแม้มีความเข้มข้นต่ าก็เป็นพิษต่อมนุษย์
ส่ิงมีชีวิตอื่นๆ ได้ โดยโลหะหนักสามารถท าลายระบบประสาท ตับ กระดูก รวมถึงขัดขวางการท างานของเอนไซม์
ท่ีส าคัญ (Urani และคณะ, 2005) และน้ ามันปิโตรเลียม โดยเฉพาะอย่างยิ่ง PAHs ซึ่งเป็นองค์ประกอบท่ีส าคัญของ
น้ ามัน เป็นสารประกอบท่ีก่อให้เกิดอันตรายร้ายแรงต่อส่ิงมีชีวิตโดยอาจชักน าให้เกิดมะเร็งและก่อให้เกิดการกลาย
พันธุ์ในส่ิงมีชีวิต (Cachot และคณะ, 2006)  ซึ่ง The United State Environment Protection Agency (U.S. 
EPA) จัดให้ PAHs อยู่ในกลุ่มของสารก่อมลพิษท่ีต้องก าจัดออกจากส่ิงแวดล้อมอย่างเร่งด่วน 
        การบ าบัดการปนเป้ือนสารพิษในส่ิงแวดล้อมด้วยวิธีทางชีวภาพ (Bioremediation) ซึ่งเป็นการอาศัย
กิจกรรมของจุลินทรีย์เพื่อย่อยสลายหรือลดปริมาณสารพิษในส่ิงแวดล้อมและเป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจส าหรับการ
การบ าบัดส่ิงแวดล้อมท่ีปนเป้ือนปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน และ PAHs เนื่องจากมีต้นทุนต่ าและไม่ส่งผลกระทบต่อ
ส่ิงแวดล้อม (Haritash และ kaushik, 2009) กระบวนการย่อยสลาย PAHs ด้วยวิธีทางชีวภาพโดยแบคทีเรียใน
สภาวะท่ีมีอากาศ เริ่มต้นจากการเติมหมู่ออกซิเจนแก่วงแอโรแมติกซึ่งเรง่ปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์ไดออกซิจีเนส 
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dioxygenase) จากนั้นผ่านการเปล่ียนรูปอีกหลายข้ันตอนจนได้สารต้ังต้นท่ีคล้ายแคทีคอล ซึ่งจะถูกย่อยสลายด้ว
(ยเอกซ์ตราไดออลไดออกซิจีเนส (extradiol dioxygenase) ผ่านทางวิถีการแตกวงแอโรแมติกแบบ เมตา เป็น
ส่วนใหญ่ หรือย่อยสลายด้วยอินตราไดออลไดออกซิจีเนส (intradiol dioxygenase) ผ่านทางวิถีการแตกวงแอโร
แมติกแบบ ออโธ เพื่อเข้าสู่วัฏจักรกรดไทรคาร์บอกซิลิกต่อไป (Peng และคณะ, 2008)  
        ส าหรับวิธีการบ าบัดน้ าปนเป้ือนโลหะหนักก็มีหลากหลายวิธี วิธีท่ีเป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจได้แก่การดูดซับ
ทางชีวภาพ โดยอาศัยมวลชีวภาพต่างๆ เช่น วัสดุทางการเกษตร เช่น ฟางข้าว ใยมะพร้าว เป็นต้น นอกจากนี้มวล
ชีวภาพของส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กได้แก่ แบคทีเรีย รา ยีสต์ สาหร่ายทะเล ได้มีการทดสอบว่าสามารถดูดซับโลหะหนัก
ได้เป็นอย่างดีอีกด้วย (Aulluri และคณะ, 2007) 
        ท้ังนี้การใช้แบคทีเรียในการบ าบัดส่ิงแวดล้อมปนเป้ือนสารมลพิษจ าเป็นต้องมีแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพสูง
ในการย่อยสลายสาร และสามารถคงทนในส่ิงแวดล้อมได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งส่ิงแวดล้อมท่ีมีโอกาสปนเป้ือนสาร
มลพิษหลายชนิด แบคทีเรียท่ีเลือกใช้จึงจ าเป็นต้องมีประสิทธิภาพหลายด้าน อาทิ สามารถย่อยสลายปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง องค์ประกอบท่ีมีความเป็นพิษสูง ได้แก่ PAHs และยังสามารถทนต่อโลหะหนัก
หรือสามารถดูดซับโลหะหนักได้อีกด้วย  และหากจะน าไปใช้บ าบัดในน้ าทะเล ก็จ าเป็นต้องเลือกใช้แบคทีเรียท่ีมี
ความทนเค็มได้ นอกจากนี้เมื่อได้แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพและคงทนแล้ว ยังจ าเป็นต้องเตรียมแบคทีเรียให้อยู่ใน
รูปแบบของแบคทีเรียพร้อมใช้ให้เหมาะสมกับสภาพการใช้งาน และให้สามารถเก็บรักษาได้นาน รวมทั้งเพื่อความ
สะดวกในการน าไปประยุกต์ใช้ 
        จากผลการวิจัยของโครงการวิจัยในปีท่ี 1 ได้คัดแยกกลุ่มแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน
น้ ามันดิบได้ท้ังหมด 13 กลุ่มแบคทีเรีย จากตัวอย่างฟองน้ าครกสีน้ าตาลเหลือง ฟองน้ าเปล่ียนสีสีน้ าตาลเหลือง 
ฟองน้ าสีด าเมือกม่วง ฟองน้ าต้นไม้สีด า สาหร่ายสีน้ าตาล ฟองน้ าสีน้ าเงิน ฟองน้ าไฟ ฟองน้ าเคลือบสีเหลือง 
ฟองน้ ายืดหยุ่นสีด า ฟองน้ าเชือก และฟองน้ าสีน้ าตาล ซึ่งกลุ่มแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ มีประสิทธิภาพในการย่อย
สลายน้ ามันดิบ 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ได้ 60–92 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 วัน และยังสามารถคัดแยก
แบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ได้ท้ังหมด 27 สายพันธุ์จาก 13 กลุ่มแบคทีเรีย โดยพบว่า 19 สายพันธุ์ มีประสิทธิภาพ
ในการย่อยสลายน้ ามันดิบ ได้แก่ แบคทีเรียในสกุล Pseudomonas 6 สายพันธุ์, Acinetobacter 1 สายพันธุ์, 
Brevibacterium 2 สายพันธุ์ Aeromonas 1 สายพันธุ์ Enterobacter 2 สายพันธุ์ Bacillus 4 สายพันธุ ์
Sphingobium sp. 1 สายพันธุ์ Methylobacterium sp. 1 สายพันธุ์ และ Microbacterium 1 สายพันธุ์  
        โครงการวิจัยในปีท่ี 2 จึงมุ่งเน้นการศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการย่อยสลายน้ ามันปิโตรเลียม 
และ PAHs หลากหลายชนิด และความทนต่อโลหะหนักชนิดต่างๆ รวมทั้งความสามารถการดูดซับโลหะหนักของ
แบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ รวมทั้งศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียและยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายน้ ามัน
ปิโตรเลียมโดยวิธีเมตาจีโนมิกอีกด้วย และโครงการวิจัยในปีท่ี 3 จะมุ่งเน้นการเตรียมแบคทีเรียในรูปแบบ
แบคทีเรียพร้อมใช้ ได้แก่ การตรึงแบคทีเรียในวัสดุตรึงท่ีเหมาะสม เพื่อสามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้ในการบ าบัดน้ า
เสียได้อย่างมีประสิทธิภาพเนื่องจากวัสดุตรึงท าหน้าท่ีเป็นตัวช่วยดูดซับ และเป็นวัสดุป้องกันเซลล์ รวมถึงสามารถ
ใช้ซ้ าได้ในระบบบ าบัดแบบต่อเนื่อง  (Obuekwe และ Al-Muttawa, 2001 และ Rahman และคณะ, 2006) 
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โดยรายงานวิจัยฉบับนี้เป็นรายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์ของโครงการวิจัยในปีท่ี 2 ซึ่งได้รายงานผล
ประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ ามันปิโตรเลียมและ PAHs และความทนต่อโลหะหนักชนิดต่างๆ ของแบคทีเรียสาย
พันธุ์บริสุทธิ์ที่คัดแยกได้ และรายงานผลการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียและยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อย
สลายน้ ามันปิโตรเลียมของแบคทีเรียในฟองน้ าในเบ้ืองต้นอีกด้วย  
 
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1. เพื่อคัดแยกและศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนจากฟองน้ า  
(ปีท่ี 1) 

2. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน และความสามารถในการทนต่อโลหะ
หนักของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ (ปีท่ี 2) 

3. เพื่อพัฒนาการผลิตหัวเช้ือแบคทีเรียพร้อมใช้ย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน ส าหรับการบ าบัด
ส่ิงแวดล้อมโดยวิธีทางชีวภาพ (ปีท่ี 3) 

1.3 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
ปีที่ 1 
1. การคัดแยกและจ าแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีสามารถย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน จะคัดแยกจากฟองน้ า 
ท่ีเก็บจากบริเวณแหล่งตัวอย่างคือ บริเวณชายฝ่ังทะเล จังหวัดชลบุรี และจังหวัดชุมพร เพื่อให้ได้แบคทีเรียหรือ
กลุ่มแบคทีเรียอย่างน้อย 10 สายพันธุ์หรือกลุ่ม  
ปีที่ 2 
2. การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน ท าโดยวิเคราะห์ข้อมูลชนิดของ
แบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ และข้อมูลจากการศึกษาจุลชีววิทยาส่ิงแวดล้อมระดับโมเลกุล ได้แก่การใช้เทคนิคเมตาจีโน
มิกส์ เพื่อตรวจหาชนิดของแบคทีเรียโดยตรงจากตัวอย่างส่ิงแวดล้อม  นอกจากนี้จะตรวจหายีนท่ีเกี่ยวข้องกับการ
ย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนจากตัวอย่างส่ิงแวดล้อม 
3. การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน และความสามารถในการทน
ต่อโลหะหนัก ได้แก่ การศึกษาความจ าเพาะต่อสารต้ังต้น ได้แก่ องค์ประกอบส าคัญในน้ ามันปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอน คือ อัลเคน และ PAHs ชนิดต่างๆ โดยศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลาย หรือความทนต่อสารต้ัง
ต้น เมื่อแปรผันความเข้มข้นของสารต้ังต้น การใช้สารต้ังต้นแบบผสม รวมถึงศึกษาความสามารถการทนต่อโลหะ
หนักของแบคทีเรียท่ีย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน  
ปีที่ 3 
4. การพัฒนาแบคทีเรียพร้อมใช้ส าหรับบ าบัดส่ิงแวดล้อมปนเป้ือนสารพิษโดยวิธีชีวภาพ โดยการตรึงแบคทีเรียบน
วัสดุตรึงท่ีเหมาะสม และหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเซลล์ หาประสิทธิภาพของเซลล์ตรึงในการย่อยสลาย 
และการดูดซับสารมลพิษ  รวมถึงประสิทธิภาพการใช้ซ้ าของวัสดุตรึง ในน้ าเสียสังเคราะห์ในระบบบ าบัดจ าลอง
ระดับห้องปฏิบัติการ 
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1.4 ทฤษฎี สมมุติฐำน และกรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวิจัย  
        การวิจัยนี้คัดแยกและศึกษาความหลากหลายและประสิทธิภาพของแบคทีเรียย่อยสลายปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอน และทนต่อโลหะหนัก จากฟองน้ าบริเวณชายฝ่ังทะเลจังหวัดชลบุรีและชุมพร รวมถึงการพัฒนา
เป็นแบคทีเรียพร้อมใช้ส าหรับการบ าบัดทางชีวภาพ โดยโครงการวิจัยมีกรอบแนวคิดการวิจัยดังนี้ 
        การคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีสามารถย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนและทนต่อโลหะหนัก จากส่ิงแวดล้อม
ท่ีพบการปนเป้ือนของสารมลพิษดังกล่าว โดยเฉพาะฟองน้ าซึง่เป็นตัวกรองท้ังแบคทีเรียและสารมลพิษในทะเล จะ
ท าให้มีโอกาสสูงท่ีจะได้แบคทีเรียหลากหลายชนิดท่ีมีประสิทธิภาพดีเพื่อน าไปใช้ในการบ าบัดส่ิงแวดล้อมปนเป้ือน
สารมลพิษ และการคัดแยกแบคทีเรียจากส่ิงแวดล้อมท่ีมีความอุดมสมบูรณ์ของแบคทีเรียสูง โดยวิธีการ 
enrichment ซึ่งเป็นการกระตุ้นในแบคทีเรียต่างๆ จากตัวอย่างส่ิงแวดล้อมนั้นใช้สารมลพิษ ก็จะเป็นอีกวิธีหนึ่งท่ี
จะท าให้ได้แบคทีเรียท่ีน่าสนใจท่ีมีประสิทธิภาพสูง 
        นอกจากนี้การศึกษาโดยใช้จุลชีววิทยาส่ิงแวดล้อมระดับโมเลกุล ได้แก่ การใช้เทคนิคเมตาจีโนมิกส์ เพื่อ
ตรวจหาชนิดของแบคทีเรียโดยตรงจากตัวอย่างส่ิงแวดล้อม และตรวจหายีนท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนจากตัวอย่างส่ิงแวดล้อม จะท าให้ได้ข้อมูลความหลากหลายของแบคทีเรียท่ีมี
ประสิทธิภาพเพิ่มข้ึน 
        และส าหรับการพัฒนาการเตรียมแบคทีเรียพร้อมใช้ การตรึงเซลล์แบคทีเรียบนวัสดุตรึงท่ีเหมาะสมจะช่วย
เป็นแหล่งคุ้มกัน ท าให้แบคทีเรียสามารถทนต่อสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมกับการเจริญ เช่น ปริมาณน้ ามันท่ีมี
ความเข้มข้นสูง หรือสารอาหารท่ีมีปริมาณต่ าในน้ าเสีย ท าให้อัตราการอยู่รอดของแบคทีเรียเพิ่มขึ้น และเพิ่ม
ประสิทธิภาพการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได้ นอกจากนี้ยังสามารถน าแบคทีเรียท่ีถูกตรึงนี้กลับมาใช้ซ้ า
ได้ ท าให้ค่าใช้จ่ายในการด าเนินการบ าบัดน้ าเสียในระยะยาวต่ า 
 
1.5 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ เช่น กำรเผยแพร่ในวำรสำร จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหน่วยงำนที่น ำผลกำรวิจัย
ไปใช้ประโยชน์ จำกกำรด ำเนินกำรวิจัยครบ 3 ปี 

1. ผลงานวิจัยจะน าไปตีพิมพ์ในวารสารวิทยาศาสตร์ระดับนานาชาติ อย่างน้อย 2 เรื่อง 
2. ผลงานวิจัยท่ีได้เป็นต้นแบบให้หน่วยงานต่างๆ น าไปใช้ประโยชน์ได้ เช่น กรมควบคุมมลพิษ กรมทรัพยากร

ทางทะเลและชายฝ่ัง กระทรวงอุตสาหกรรม  โรงงานอุตสาหกรรมท่ีมีน้ าเสีย หรือมีการปนเป้ือนปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอน และ/หรือโลหะหนักในพื้นท่ีของโรงงาน 

 
1.6 กำรทบทวนวรรณกรรม/สำรสนเทศ (information) ที่เก่ียวข้อง  
        ปัจจุบันพบปัญหาการปนเป้ือนสารมลพิษต่างๆ ในส่ิงแวดล้อมเพิ่มขึ้น อาทิ การปนเป้ือนของปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอน โดยเฉพาะ PAHs และโลหะหนัก เช่น สารหนู แคดเมียม โครเมียม ทองแดง ตะกั่ว ปรอท สังกะสี 
ในน้ าทะเลโดยเฉพาะบริเวณแหล่งอุตสาหกรรม เช่น นิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุด และแหลมฉบัง รวมถึงบริเวณ
ชายฝ่ังทะเล และแม่น้ า (Boonyatumanond และคณะ, 2006; 2007) ตัวอย่างองค์ประกอบของปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอน (น้ ามันดิบ) แสดงในรูปท่ี 1.1  โดยองค์ประกอบท่ีส าคัญ ได้แก่ พอลิไซคลิกอะโรมาติก
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ไฮโดรคาร์บอน (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs)  ซึ่งมีความเป็นพิษ และเป็นสารเหนี่ยวน า
ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ มะเร็งและความผิดปกติของทารกในครรภ์ (Peng และคณะ, 2008) 

 

รูปท่ี 1.1 ตัวอย่างองค์ประกอบของน้ ามนัดิบ (Mcgenity, 2014) 
 
 
 
 
        เหตุการณ์น้ ามันรั่วไหลในประเทศไทย พบว่าจากสถิติของกรมเจ้าท่าระหว่างปี พ.ศ. 2540-2558 มี
เหตุการณ์การรั่วไหลของน้ ามันท้ังในทะเล และบริเวณชายฝ่ัง รวมท้ังไปถึงท่าเทียบเรือ อันเนื่องมาจากอุบัติเหตุ
ระหว่างการขนถ่ายน้ ามันบริเวณท่าเทียบและอุบัติเหตุอื่นๆ เกิดขึ้นอย่างต่อเนื่อง ดังสรุปตัวอย่างในตารางท่ี 1.1  
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ตารางท่ี 1.1 ตัวอย่างเหตุการณ์น้ ามันรั่วไหลท่ีเกิดขึ้นในประเทศไทย ระหว่างปีพ.ศ. 2540-2558 

ล าดับท่ี วัน/เดือน/ป ี ชนิดของ
น้ ามัน 

สาเหตุ สถานท่ี ปริมาณ 

1 22 พฤษภาคม 2544 น้ ามันดิบ Brakeaway 
Coupling ท่ีก าลัง
ขนถ่ายจากเรือ 
หลุดออกจากกัน  

ท่าเรือมาบตาพุด  
จ.ระยอง 

30,000 
ลิตร 

2 15 มกราคม 2545 น้ ามันเตา เรือชนกับหินฉลาม นอกฝ่ัง อ.สัตหีบ              
จ.ชลบุรี 

234,000 
ลิตร 

3 17 ธันวาคม 2545 น้ ามันเตา เรือชนกัน              ทางเข้าท่าเรือแหลม-
ฉบัง จ.ชลบุรี 

210,000 
ลิตร 

4 20 พฤศจิกายน 2548 น้ ามันดิบ ท่อเช่ือมต่อหลุด 
ขณะส่งถ่ายน้ ามัน 

บริเวณทุ่นผูกเรือ           
อ.ศรีราชา จ.ชลบุรี 

20,000 
ลิตร 

5 4 พฤษภาคม 2549 น้ ามันเตา รั่วไหลจากรอยรั่วที่
ระวางของเรือ
บรรทุกน้ ามัน 

บริเวณท่าเทียบเรือ             
อ.มาบตาพุต                 
จ.ระยอง 

20,000 
ลิตร 

6 6 ตุลาคม 2550 Saraline 
185V 

รั่วไหลจากถังเก็บ
น้ ามัน 

บริเวณแท่นขุดเจาะ
น้ ามัน 

34,000 
ลิตร 

7 9 ธันวาคม 2550 น้ ามัน
ดีเซลและ
น้ ามันเตา 

เ รื อบ ร ร ทุ กแ ก๊ ส
อับปาง 

ในทะเลห่างชายฝ่ัง           
อ.สทิงพระ จ.สงขลา 
ประมาณ 6 ไมล์ทะเล 

20,000 
ลิตร 

8 15 มิถุนายน 2551 น้ ามันเตา รั่วไหลจากเรือ
บรรทุกสินค้า 

บริเวณอู่เรือ                     
อ.พระสมุทรเจดีย์             
จ.สมุทรปราการ 

40,000 
ลิตร 

ท่ีมา: กรมเจ้าท่า (2558) 
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ตารางท่ี 1.1 ตัวอย่างเหตุการณ์น้ ามันรั่วไหลท่ีเกิดขึ้นในประเทศไทย ระหว่างปีพ.ศ. 2540-2558 (ต่อ) 

ล าดับท่ี วัน/เดือน/ป ี ชนิดของน้ ามัน สาเหตุ สถานท่ี ปริมาณ 
9 4 กันยายน 2554 น้ ามันดีเซล (B5) เรือบรรทุก

น้ ามันอับปาง 
ห่างจากเกาะราชา-
ใหญ่ ทางตะวันออก 
ประมาณ 4 ไมล์ทะเล 
จ.ภูเก็ต 

40,000 ลิตร 

10 27 กรกฎาคม 
2556 

น้ ามันดิบ รั่วไหลจากท่อ
รับน้ ามันดิบ  

บริเวณทุ่นรับน้ ามัน
กลางทะเล จ.ระยอง 

50,000 ลิตร 

11 26 มีนาคม 2557 น้ ามันเตา ไม่ทราบ ในเขตท่าเรือศรีราชา 
จ.ชลบุรี 

ไม่ทราบ 

12 7 เมษายน 2557 น้ ามันเครื่อง 
ใช้แล้ว 

กากน้ ามันเตา 
น้ าท้องเรือ 

เรือช่ือ 
“นภสินธุ์”จม 

ใกล้ปากแม่น้ าท่าจีน 
อ.เมือง จ.สมุทรสาคร 

10,000 ลิตร 

13 8 ตุลาคม 2558 น้ ามันเตา ท่อระบาย
อากาศของเรือ 
HEIKE P ท่ีเช่ือม
ผ่านไปยังถัง
น้ ามันแตกหัก 

ท่าเทียบเรือ 
แหลมฉบัง C1 

5,000 ลิตร 

14 29 พฤศจิกายน 
2558 

ก้อนน้ ามันสีด า 
(Tar ball) 

ไม่ทราบ ชายหาดบริเวณ
ปากน้ าหลังสวน-หาด
บางมะพร้าว จ.ชุมพร 

ไม่ทราบ 
(เป็นแนวยาว
ประมาณ 10 
กิโลเมตร) 

15 17 ธันวาคม 
2558 

ก้อนน้ ามันสีด า 
(Tar ball) 

ไม่ทราบ ชายหาดบริเวณ  
หมู่ 9 ต.เกาะเพชร  
อ.หัวไทร  
จ.นครศรีธรรมราช 

ไม่ทราบ 
(เป็นแนวยาว
ประมาณ 3 
กิโลเมตร) 

ท่ีมา: กรมเจ้าท่า (2558) 
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        การปนเปื้อนของน้ ามันปิโตรเลียมในส่ิงแวดล้อม ท าให้มีผลกระทบท้ังทางด้านส่ิงแวดล้อม สุขภาพ และ
เศรษฐกิจ จึงจ าเป็นต้องมีการจัดการปัญหามลพิษดังกล่าวอย่างถูกต้อง และเป็นการแก้ปัญหาอย่างยั่งยืน โดยการ
บ าบัดส่ิงแวดล้อมท่ีปนเป้ือนสารพิษโดยวิธีทางชีวภาพ (bioremediation) เป็นวิธีการหนึ่งท่ีน่าสนใจ โดยเป็นการ
ใช้จุลินทรีย์ในการย่อยสลายสารพิษ โดยจุลินทรีย์สามารถน าสารเคมีนั้นๆไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน
หรืออาจเปล่ียนโครงสร้างของสารพิษบางส่วน ท าให้ความเป็นพิษหมดไปหรือลดลง  ซึ่งเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ 
เป็นมิตรกับส่ิงแวดล้อม และค่าใช้จ่ายในการด าเนินการต่ า (Johnsen และคณะ, 2005; Peng และคณะ, 2008)  
ท้ังนี้การบ าบัดสารพิษในส่ิงแวดล้อมโดยชีววิธีจ าเป็นต้องมีจุลินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารพิษ และ
ทนต่อสภาวะแวดล้อมท่ีต้องการบ าบัดได้ 
        มีรายงานการคัดแยกแบคทีเรียหลายชนิดท่ีมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนชนิด
ต่างๆ จากส่ิงแวดล้อม ท้ังในดินปนเปื้อนสารมลพิษ และน้ าเสีย น้ าทะเล และดินตะกอน เช่น แบคทีเรียท่ีย่อย
สลาย n-อัลเคน ได้แก่  แบคทีเรียในสกุล  Acinetobacter  Alcanivorax  Burkhoderia  Pseudomonas  
Mycobacterium และ Rhodococcus (van Beilen และ Funhoff, 2007)  แบคทีเรียท่ีย่อยสลาย PAHs เช่น 
แบคทีเรียในสกุล Pseudomonas (Zhang และคณะ, 2004) สกุล Sphingomonas (Pinyakong และคณะ, 
2003) สกุล Mycobacterium (Heitkamp และคณะ, 1988; Bastiaens และคณะ, 2000) และในงานวิจัยก่อน
หน้านี้กลุ่มผู้วิจัยสามารถคัดแยกแบคทีเรียจากธรรมชาติ ได้แก่ จากดินและน้ าเสียในประเทศไทยท่ีปนเป้ือนน้ ามัน
ปิโตรเลียม แบคทีเรียท่ีแยกได้เหล่านี้มีความสามารถในการย่อยสลายสารในกลุ่มปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน ได้แก่ 
PAHs เช่น Diaphorobacter sp. และ Pseudoxanthomonas sp. ท่ีสามารถย่อยสลายไพรีน ฟีแนนทรีน 
(Klankeo และคณะ, 2009) Sphingomonas sp. ท่ีสามารถย่อยสลายอะซีแนพธีน (Saiphet และคณะ, 2006) 
ซึ่ง ต่อมาก็พบว่าแบคทีเรียเหล่านี้มีความสามารถย่อยสลายน้ ามันหล่อล่ืนได้ นอกจากนี้ยัง ไ ด้คัดแยก 
Acenitobacter sp. ท่ีสามารถย่อยสลายน้ ามันหล่อล่ืนได้ (Tathong, 2007) เป็นต้น นอกจากนี้ยังได้มีรายงาน
เกี่ยวกับการศึกษากลไกการย่อยสลาย และการศึกษายีนท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนใน
แบคทีเรียท่ีคัดแยกได้จากธรรมชาติ เช่น ยีนประมวลรหัสอัลเคนไฮดรอกซิเลส ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีมีความส าคัญใน
แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายอัลเคน (Wang และคณะ, 2010) ได้แก่ ยีน alk ซึ่งมีความจ าเพาะต่อ
สารต้ังต้นท่ีแตกต่างกัน ดังแสดงในตารางท่ี 1.2 
 
ตารางท่ี 1.2 ยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารประกอบปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในน้ ามันดิบ 

ยีน หน้าท่ี อ้างอิง 
alkB จ าเพาะกับอัลเคนสายกลาง C

6
-C

12
 Kohno และคณะ, 2002 

alkM จ าเพาะกับอัลเคนสายยาว C
12

 ขึ้นไป Kohno และคณะ, 2002 

alkB1 ไม่จ าเพาะเจาะจง Kohno และคณะ, 2002 
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ยีน หน้าท่ี อ้างอิง 
alkB-1 จ าเพาะกับอัลเคนสายกลาง C

13
-C

23
 Kloos และคณะ, 2006 

alkB1 
 

จ าเพาะกับอัลเคนสายกลางถึงอัลเคนสาย
ยาว C

12
-C

26 
และอัลเคนท่ีเป็นโซ่กิ่ง 

Whyte และคณะ, 2002 
 

alkB2 จ าเพาะกับอัลเคนสายกลางถึงอัลเคนสาย
ยาว C

12
-C

26
 

Whyte และคณะ, 2002 

CYP 153 จ าเพาะกับอัลเคนสายกลาง C
6
-C

16
 Wang และคณะ, 2011 

CYP 153 จ าเพาะกับอัลเคนสายกลาง C
8
-C

15
 Wang และคณะ, 2010 

almA จ าเพาะกับอัลเคนสายกลาง C
8
-C

16 

และอัลเคนสายยาว C
22

-C
36

 

Liu และคณะ, 2011 

CYP 153 จ าเพาะกับอัลเคนสายกลาง C
8
-C

16
 van Beilen และคณะ, 2006 

 
        นอกจากนี้ Peng, และคณะ (2008) รายงานสรุปการศึกษายีนประมวลรหัสเอนไซมไ์ดออกซิจีเนสท่ี
เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ในแบคทีเรียหลายชนิด เช่น ยีน nah ของ P. putida สายพันธุ์ G7 ยีน ndo 
ของ P. putida สายพันธุ์ NCIB9816 ยีน dox ของ Pseudomonas สายพันธุ์ C18 ยีน pah ของ  P. aeruginosa 
สายพันธุ์ PaK1 ยีน phn ของ Burkholderia sp. สายพันธุ์ RP007 ยีน arh ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ์ 
A4 และยีน nid ของ  Mycobacterium vanbaalenii สายพันธุ์ PYR-1 เป็นต้น ซึ่งข้อมูลเหล่านี้จะท าให้สามารถ
น าแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ไปประยุกต์ใช้ได้อย่างเหมาะสม 
        อย่างไรก็ตามยังมีแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพและน่าสนใจอีกเป็นจ านวนมากในส่ิงแวดล้อมท่ีหลากหลาย ท่ี
ยังไม่ได้ถูกคัดแยกและศึกษา โดยเฉพาะอย่างยิ่งตัวอย่างจากธรรมชาติท่ีน่าสนใจท่ีจะเป็นแหล่งของแบคทีเรียย่อย
สลายสารมลพิษ เช่น ฟองน้ า น้ าทะเล และดินตะกอนท่ีปนเป้ือนสารมลพิษ เนื่องจากมีรายงานพบว่าฟองน้ า
สามารถท าหน้าท่ีเป็นตัวกรองท้ังแบคทีเรีย และสารต่างๆ รวมถึงสารมลพิษในทะเล เช่น มีรายงานว่าฟองน้ าทะเล 
Halichondria panacea สะสมโลหะหนัก ได้แก่ ทองแดง สังกะสี และแคดเมียม ในปริมาณท่ีเป็นสัดส่วนโดยตรง
กับความเข้มข้นของโลหะหนักท่ีละลายอยู่ในอาหารเพาะเล้ียง จึงแนะน าว่าสามารถใช้ฟองน้ าทะเลสปีชีส์นี้เป็นตัว
ตรวจวัดทางชีวภาพได้อีกด้วย (Hansen และคณะ, 1995) และยังพบว่ากว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ของมวลชีวภาพของ
ฟองน้ าประกอบไปด้วยแบคทีเรีย (Webster และ Bourne, 2007) และยังมีรายงานท่ีศึกษาการใช้แบคทีเรียท่ี
เกี่ยวข้องกับฟองน้ าเป็นตัวบ่งช้ีการปนเป้ือนสารอนิทรีย์ (Kefalas และคณะ, 2003) รวมถึงรายงานการศึกษา
แบคทีเรีย ได้แก่ Vibrio, Pseudomonas, Coliforms, Salmonella และ Shigella จากน้ าทะเล และดินตะกอน
จากอ่าวเบงกอล ท่ีสามารถทนต่อโลหะหนักได้หลายชนิด ได้แก่ นิกเกิล โครเมียม คอปเปอร์ โคบอลต์ ตะกั่ว และ
ปรอท Ni, Cr, Cu, Co, Pb and Hg (50 mM) ได้ (Santhiya และคณะ, 2011) ตัวอย่างแบคทีเรียท่ีมีความสามารถ
ในการทนต่อโลหะหนักแสดงดังตารางท่ี 1.3 ดังนัน้จึงคาดว่าท้ังฟองน้ า น้ าทะเล และดินตะกอนน่าจะเป็นแหล่งท่ี
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จะสามารถพบแบคทีเรียท่ีน่าสนใจท่ีมีประสิทธิภาพการย่อยสลายสารมลพิษ และมีสมบัติท่ีเหมาะสมในการน าไป
ประยุกต์ใช้ต่อไปได้ 
 
ตารางท่ี 1.3 ความสามารถในการทนต่อโลหะหนักของแบคทีเรียชนิดต่างๆ 

จุลินทรีย์ โลหะหนัก (mM) อ้างอิง 

Cu2+ As3+ Zn2+ Cd2+ Ni2+ Pb2+ Co2+ Hg2+ 
Acidithiobacillus  
ferrooxidans 

800 84 1071 500 1000 ND ND ND Dopson และ
คณะ, 2003 

Thiomonas cuprina DSM 
5495 

7.9 1.3 150 0.09 170 ND ND ND Schippers, 
2007 

Roseobacter sp. MSI06 
Pseudomonas sp. MSI09 
Vibrio sp. MSI016 
Micromonospora sp. 
MSI28 

20 
40 
40 
20 

ND 
ND 
ND 
ND 

ND 
ND 
ND 
ND 

0.5 
160 
160 
160 

40 
40 
40 
160 

40 
40 
40 
40 

40 
40 
40 
160 

ND 
ND 
ND 
ND 

Selvin และ
คณะ, 2009 

Cupriavidus 
metallidurans CH34 

3 4 12 4 13 ND ND ND Monsieurs 
และคณะ, 
2011 

Sphingomonas 
paucimobilis  O12 
Sphingomonas 
paucimobilis  A32 
Sphingomonas 
paucimobilis  A55 
Stenotrophomonas 
maltophilia C21 
Arthrobacter oxydans 
O4 

4.7 
3.9 
3.9 
3.1 
3.9 

ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

8.5 
8.5 
8.5 
<0.8 
<0.8 

<0.4 
<0.4 
<0.4 
<0.4 
<0.4 

17 
17 
17 
0.9 
8.5 

ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

2.5 
2.5 
2.5 
0.8 
2.5 

0.4 
0.4 
0.4 
0.1 
0.1 

Altimiral และ
คณะ, 2012 

 
        นอกจากนี้ในปัจจุบันพบว่าจุลินทรีย์กว่าร้อยละ 99 ตามธรรมชาติไม่สามารถถูกเพาะเล้ียงได้ในสภาวะท่ีใช้
ในห้องปฏิบัติการ หรือเพาะเล้ียงได้ยาก จึงเป็นสาเหตุส าคัญท่ีท าให้ยังขาดข้อมูลของจุลินทรีย์ ยีนและเอนไซม์ท่ี
ส าคัญอีกมาก ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องอาศัยเทคนิคใหม่ทางชีวโมเลกุลในการศึกษาแบคทีเรียและยีนในส่ิงแวดล้อม
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โดยตรง เช่น การศึกษาประชากรแบคทีเรียโดยเทคนิค PCR-Denaturing gradient gel electrophoresis 
(DGGE), Terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP), Fluorescent in situ 
hybridization (FISH), การโคลน 16S rDNA, การโคลนยีนเป้าหมายอื่นๆ เช่น ยีนไดออกซิจีเนส, DNA barcode, 
การคัดแยกยีนจากห้องสมุดเมตาจีโนมจากส่ิงแวดล้อมโดยตรง, การศึกษาด้วย phyloarray, microarray, real-
time PCR, metaproteomics, metatranscriptomics, metabolomics เป็นต้น   ซึ่งวิธีการเหล่านี้ท าให้
สามารถค้นพบแบคทีเรีย ยีนและเอนไซม์ท่ีมีประโยชน์จากส่ิงแวดล้อมโดยไม่ต้องคัดแยกเช้ือก่อน รวมถึงหลาย
วิธีการท าให้เข้าใจบทบาทหน้าท่ีของแบคทีเรียและยีนเหล่านั้นในส่ิงแวดล้อมอีกด้วย (Liang และคณะ, 2009; 
Santos และคณะ, 2009; Spiegelman และคณะ, 2005) ซึ่งจะท าให้จัดการส่ิงแวดล้อมได้อย่างถูกวิธี และ
สามารถหาวิธีน าแบคทีเรียและยีนใหม่ๆ ไปใช้ประโยชน์ได้อีกด้วย ท้ังนี้มีงานวิจัยท่ีรายงานการพบแบคทีเรีย
หลากหลายชนิด และยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายน้ ามันปิโตรเลียมและ PAHs จากดินตะกอนและน้ าทะเลใน
ต่างประเทศ เช่น Long และคณะ (2009) ใช้วิธี PCR-DGGE และโคลน 16S rDNA ท าให้พบว่าแบคทีเรียในกลุ่ม 
Proteobacteria  และ Actinobacteria มีบทบาทส าคัญในการย่อยสลายฟีแนนทรีน และแอนทราซีนในดิน
ตะกอนปากแม่น้ าบริสตอล ประเทศอังกฤษ  และ Niepceron และคณะ (2010) ใช้วิธีการท าระบบนิเวศจ าลองน้ า
ทะเลปนเป้ือน PAHs, PCR-DGGE, RT-PCR, โคลน 16S rDNA และ real-time PCR แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย
หลายสปีชีส์ในกลุ่ม Cycloclasticus และ Pseudomonas มีบทบาทส าคัญในการย่อยสสลาย PAHs ในน้ าทะเล 
ประเทศฝรั่งเศส Marcos และคณะ (2009) ได้ออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกับยีนไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียกลุ่ม
แกรมบวก และใช้ในการตรวจหายีนดังกล่าวในระบบนิเวศน้ าทะเล บริเวณซับ-แอนตาร์คติก นอกจากนี้ Wang 
และคณะ (2010) ได้ศึกษาความหลากหลายและความอุดมสมบูรณ์ของแบคทีย่อยสลายน้ ามันปิโตรเลียม และ
ยีนอัลเคนไฮดรอกซีเลส (alkB) ในน้ าทะเลบริเวณเกาะเซียะเหมิน ประเทศจีน และสามารถคัดแยกแบคทีเรียย่อย
สลายได้น้ ามันได้ 16 สายพันธุ์ และตรวจพบยีน alkB ในทุกสายพันธุ์โดยใช้วิธี PCR รวมทั้งยังสามารถพบ alkB 
จาก DNA ของเมตาจีโนมด้วย และเมื่อใช้วิธี real-time PCR ก็ท าให้ทราบความอุดมสมบูรณ์ของยีน alkB ใน
บริเวณดังกล่าวอีกด้วย งานวิจัยของ Mason และคณะ (2014) ได้เก็บตัวอย่างดินตะกอนบริเวณท่ีมกีารรั่วไหลของ
น้ ามันของแท่นขุดเจาะน้ ามัน Deepwater Horizon ได้ศึกษาไมโครไบโอมเปรียบเทียบกับบริเวณท่ีไม่มีการ
ปนเป้ือนของน้ ามัน โดยการวิเคราะห์เมตาจีโนมิกส์ดีเอ็นเอท่ีสกัดจากส่ิงแวดล้อมโดยตรง ผลการศึกษาพบว่า 
Proteobacteria โดยเฉพาะ Gammaproteobacterium เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญในดินตะกอนท่ีมีการปนเป้ือน
ของน้ ามัน แสดงให้เห็นว่าการมีอยู่หรือความเข้มข้นของไฮโดรคาร์บอนส่งผลต่อความแตกต่างของไมโครไบโอม 
และงานวิจัยของ Alex และ Antunes คณะ (2015) ได้ศึกษาไมโครไบโอมตัวอย่างฟองน้ าท่ีเก็บมาจากมหาสมุทร
แอตแลนติก สามารถพบจุลินทรีย์หลากหลายชนิด โดยพบแบคทีเรีย 75.5 เปอร์เซ็นต์ และอาร์เคีย 22 เปอร์เซ็นต์ 
ซึ่งม ีProteobacteria เป็นประชากรเด่น ซึ่งพบ 43.4 เปอร์เซ็นต์ และ Crenarchaeota 20.6 เปอร์เซ็นต์ โดยใน
ปัจจุบันการวิเคราะห์เมตาจีโนมิกส์ดีเอ็นเอท่ีสกัดจากส่ิงแวดล้อมโดยตรง ถือเป็นวิธีการท่ีทันสมัยท่ีสุดในการศึกษา
ไมโครไบโอมในส่ิงแวดล้อม  ซึ่งเป็นการศึกษาประชากรจุลินทรีย์ และความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
จุลินทรีย์ในส่ิงแวดล้อมท่ีสนใจ ซึ่งวิธีการนี้เป็นวิธีท่ีท าแล้ววิเคราะห์ผลได้ปริมาณมาก (high throughput 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Spiegelman%20D%22%5BAuthor%5D
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methods) และท าให้เข้าใจบทบาทของจุลินทรีย์ต่อส่ิงแวดล้อมต่างๆ ได้มากขึ้น (Fierer และคณะ, 2012; Roder 
และคณะ, 2015)  
        ส าหรับวิธีการบ าบัดน้ าปนเป้ือนโลหะหนักมีหลากหลายวิธี ได้แก่ วิธีทางกายภาพ ทางเคมี ซึ่งวิธีท่ีเป็น
ทางเลือกท่ีน่าสนใจ ได้แก่ การดูดซับทางชีวภาพ โดยอาศัยมวลชีวภาพต่างๆ เช่น วัสดุทางการเกษตร เช่น ฟางข้าว 
ใยมะพร้าว เป็นต้น นอกจากนี้มวลชีวภาพของส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กได้แก่ แบคทีเรีย รา ยีสต์ สาหร่ายทะเล ได้มีการ
ทดสอบว่าสามารถดูดซับโลหะหนักได้เป็นอย่างดีอีกด้วย เช่น พบว่า Bacillus polymyxa สามารถดูดซับทองแดง
ได้ และ Pseudomonas sp. สามารถดูดซับ โครเมียม ทองแดง แคดเมียม นิกเกิล ได้ เป็นต้น (Aulluri และคณะ
, 2007)  
        นอกจากนี้ยังมีรายงานถึงผลของโลหะหนักต่อการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนโดยวิธีทางชีวภาพ 
ตัวอย่างเช่น Zukauskaite และคณะ (2008) พบว่า ประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ ามันดีเซล เพิ่มข้ึน 11-15 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อมีการเติมทองแดง และแมงกานีสลงในดิน และประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ ามันด าเพิ่มขึ้น 29% 
เมื่อมีการเติมแมงกานีสและทองแดง  Al-Mailem และคณะ (2011) รายงานว่าอาเคียร์ทนเค็มท่ีสามารถย่อยสลาย
น้ ามันปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได้สามารถทนต่อเมอคิวรี่ได้ในสภาวะท่ีมีความเค็มสูง และ Al-Saleh และ 
Obuekwe (2009) รายงานถึงผลของนิกเกิลต่อการย่อยสลายไฮโดรคาร์บอนของจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในดิน
ประเทศคูเวต โดยพบว่านิกเกิลมีผลท าให้ลดจ านวนจุลินทรีย์ย่อยสลายไฮโดรคาร์บอนในดิน โดยผลดังกล่าวเป็น
สัดส่วนโดยตรงกับปริมาณนิกเกิล ส าหรับการยับย้ังกิจกรรมการย่อยสลายพบว่าขึ้นอยู่กับชนิดของสาร เช่น 
ปริมาณนิกเกิลไม่มีผลกระทบต่อการย่อย น้ ามันดิบและเฮกซะเดกเคน แต่มีผลยับย้ังการย่อยแนพธาลีน  
        การประยุกต์ใช้แบคทีเรียในการบ าบัดน้ าเสียสามารถท าได้โดยการใช้เทคนิคตรึงเซลล์แบคทีเรียบนวัสดุตรึง
ท่ีเหมาะสม จะช่วยเป็นแหล่งคุ้มกัน อีกท้ังยังท าให้แบคทีเรียสามารถทนต่อสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมกับการ
เจริญ เช่น ปริมาณน้ ามันท่ีมีความเข้มข้นสูง หรือสารอาหารท่ีมีปริมาณต่ าในน้ าเสีย ท าให้อัตราการอยู่รอดของ
แบคทีเรียเพิ่มขึ้น และเพิ่มประสิทธิภาพการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได้ (Gentry และคณะ, 2004; 
Obuekwe และ Al-Muttawa, 2001) นอกจากนี้ยังสามารถน าแบคทีเรียท่ีถูกตรึงนี้กลับมาใช้ซ้ าได้ ท าให้ค่าใช้จ่าย
ในการด าเนินการบ าบัดน้ าเสียในระยะยาวต่ า การตรึงเซลล์ท าได้หลายรูปแบบ เช่น การจับกลุ่มของเซลล์ การดูด
ซับบนผิววัสดุตรึง การสร้างพันธะโควาเลนท์ระหว่างเซลล์กับวัสดุตรึง การเช่ือมกันของเซลล์ การบรรจุเซลล์ใน
วัสดุตรึง และการท าให้เซลล์ติดอยู่ในเมทริกซ์ (Cassidy และคณะ, 1996) นอกจากนี้ยังพบว่ามีวัสดุตรึง
หลากหลายชนิด เช่น ไคติน ไคโตซาน พอลิยูรีเทน อัลจิเนต คาร์บอนกัมมันต์ เป็นต้น  
        รายงานการใช้เซลล์ตรึงในการบ าบัดน้ าเสียปนเป้ือนปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน ได้แก่ Rahman และคณะ 
(2006) ใช้แบคทีเรียตรึงในอัลจิเนตเพื่อการบ าบัดน้ าทะเลสังเคราะห์ท่ีปนเป้ือนปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน พบว่า
เซลล์ตรึงมีประสิทธิภาพในการถูกใช้ซ้ าได้มากกว่า 150 วันโดยไม่ลดความสามารถในการย่อยสลายปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอน   
        Gentili และคณะ (2006) น าแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพย่อยปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนตรึงบนไคตินและไค
โตซานจากกุ้งและใช้ในการบ าบัดน้ าทะเลท่ีปนเป้ือนน้ ามันดิบในระบบบ าบัดระดับห้องปฏิบัติการ พบว่าการตรึง
เซลล์ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ ามันดิบ และเพิ่มการอยู่รอดของแบคทีเรียในระบบบ าบัด    
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        นอกจากนี้ Lan และคณะ (2009) ได้ศึกษาความสามารถของเซลล์ตรึงบนแคลเซียมอัลจิเนตในการย่อย
สลายน้ ามันและการลดค่า COD ซึ่งพบว่าการตรึงเซลล์ช่วยเพิ่มความเสถียรของเซลล์ในสภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง และ
เพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ ามันท่ีมีความเข้มข้นสูง และช่วยลด COD ได้ดีกว่าการใช้เซลล์อิสระ และ
พบว่าเซลล์ตรึงมีความเสถียรเมื่อถูกเก็บท่ี 4 องศาเซลลเซียส เป็นเวลา 30 วัน และถูกน ากลับมาใช้ได้ 12 ครั้ง 
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2. กำรด ำเนินกำรวิจัย 

 
2.1 วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย  

2.1.1   แบคทีเรียที่ใช้ในงำนวิจัย 

        แบคทีเรียท่ีใช้ในงานวิจัยนี้เป็นแบคทีเรียท่ีคัดแยกกลุ่มแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ ามันดิบ 
จ านวน 19 สายพันธุ์ ซึ่งคัดแยกได้จากงานวิจัยในปีท่ี 1 แบคทีเรียเหล่านี้มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ ามันดิบ 
0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ได้ 16-60 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 วัน แสดงดังตารางท่ี 2.1 

ตารางท่ี 2.1 แบคทีเรียท่ีใช้ในงานวิจัย 

สายพันธุ์ ชนิดแบคทีเรีย เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายน้ ามันดิบ 
Chan2-2 Pseudomonas taiwanensis 59.96±4.80 
MO2-1 Bacillus sp. 56.90±1.11 
MO2-4 Sphingobium sp. 50.53±1.03 
MO2-5 Bacillus sp. 45.23±2.87 
NN4-1 Bacillus sp. 36.92±1.08 
NY1-3 Brevibacterium casei 34.99±3.11 
NY1-5 Brevibacterium sp. 50.84±5.19 
SAK2-2 Pseudomonas sp. 60.12±1.71 
SS-B1-1 Aeromonas hydrophila 33.46±1.65 
SS-B1-5 Enterobacter cloacae 16.26±2.92 
SS-C1-1 Acinetobacter sp. 59.42±1.58 
SS-C1-2 Pseudomonas putida 44.40±1.27 
TL01-2 Bacillus megaterium 52.30±2.19 
TL02-3 Microbacterium esteraromaticum 40.46±1.08 
TL02-4 Methylobacterium sp. 36.37±2.00 
TY4-1 Pseudomonas aeruginosa 33.81±3.88 
TY5-1 Enterobacter cloacae 26.71±4.11 
TY5-2 Pseudomonas sp. 26.25±3.32 
TY5-3 Pseudomonas pseudoalcaligenes 48.72±4.31 
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2.1.2 ทดสอบควำมสำมำรถในกำรย่อยสลำยน  ำมันปิโตรเลียมของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ทดสอบการย่อยสลายน้ ามันปิโตรเลียม ได้แก่ น้ ามันดีเซลและน้ ามันเตา ความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตร/ปริมาตร) ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 19 สายพันธุ์ เพาะเล้ียงแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์โดยเขี่ยโคโลนี
เด่ียวจากอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ 50 มิลลิลิตร จากนั้น
น าไปเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจึงท าการปั่นแยกเซลล์ด้วย
เครื่องปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 °ซ เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นล้างเซลล์ด้วยน้ าเกลือ 
0.85 เปอร์เซ็นต์ ท าขั้นตอนดังกล่าวซ้ า 2 ครั้ง แล้วจึงน าเซลล์ท่ีได้มาละลายในน้ าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ แล้ววัด
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เพื่อให้แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์มีความเข้มข้นเริ่มต้นในอาหาร
เล้ียงเช้ือ NSW ประมาณ 8 Log CFU/ml และเติมแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) 
ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ท่ีมีน้ ามันดีเซลหรือน้ ามันเตา ความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) บ่มท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน เก็บตัวอย่างวันท่ี 0 และ 7 เพื่อหาอัตราการอยู่รอดและการเจริญของแบคทีเรียใน
อาหารเล้ียงเช้ือ NSW ด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ ามันดีเซลโดยวิธ ี
TLC-FID เปรียบเทียบกับชุดควบคุม คือ อาหารเล้ียงเช้ือ NSW ท่ีไม่เติมแบคทีเรีย ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 
2.1.3   ทดสอบควำมสำมำรถในกำรย่อยสลำยน  ำมันดิบควำมเข้มข้นต่ำงๆของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ทดสอบการย่อยสลายน้ ามันดิบชนิด ARL+AXL 2 ความเข้มข้น ได้แก่ ความเข้มข้น 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตร/ปริมาตร) ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียวที่คัดเลือกจากผลการย่อยสลายน้ ามันดิบความเข้มข้น 0.25 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ซึ่งมีท้ังหมด 5 สายพันธุ์ ได้แก่ Chan2-2, MO2-1, MO2-4, SAK2-2 และ SS-C1-
1 เพาะเล้ียงแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์เช่นเดียวกับการทดลองข้อท่ี 2.1.2 โดยเติมแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ 10 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ซึ่งมีความเข้มข้นเริ่มต้นในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW 
ประมาณ 8 Log CFU/ml ท่ีมีน้ ามันดิบความเข้มข้น 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 14 วัน เก็บตัวอย่างวันท่ี 0 และ 7 ส าหรับความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ส่วนความ
เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 21 วัน เก็บตัวอย่างวันท่ี 0 และ 21 เพื่อหา
อัตราการอยู่รอดและการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 
LB ประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ ามันดิบโดยวิธี TLC-FID เปรียบเทียบกับชุดควบคุม คือ อาหารเล้ียงเช้ือ NSW ท่ี
ไม่เติมแบคทีเรีย ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 
2.1.4   ทดสอบควำมสำมำรถในกำรย่อยสลำยน  ำมันดีเซลควำมเข้มข้นต่ำงๆ ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ทดสอบการย่อยสลายน้ ามันดีเซลสองระดับความเข้มข้น ได้แก่ ความเข้มข้น 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตร/ปริมาตร) ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียวที่คัดเลือกจากผลการย่อยสลายน้ ามันดีเซลความเข้มข้น 0.25 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ซึ่งมีท้ังหมด 8 สายพันธุ์ ได้แก ่MO2-1, MO2-4, SS-B1-1, SS-B1-5, SS-C1-1, 
TY4-1, TY5-1 และ TY5-2 เพาะเล้ียงแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์เช่นเดียวกับการทดลองข้อท่ี 2.1.2 โดยเติม
แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ซึ่งมีความเข้มข้นเริ่มต้น
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ในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ประมาณ 8 Log CFU/ml ท่ีมีน้ ามันดีเซลความเข้มข้น 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/
ปริมาตร) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน เก็บตัวอย่างวันท่ี 0 และ 7 ส าหรับความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตร/ปริมาตร) ส่วนความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 21 วัน เก็บ
ตัวอย่างวันท่ี 0 และ 21 เพื่อหาอัตราการอยู่รอดและการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ด้วยวิธีดร
อปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ ามันดีเซลโดยวิธี TLC-FID เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม คือ อาหารเล้ียงเช้ือ NSW ท่ีไม่เติมแบคทีเรีย ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 
2.1.5   ทดสอบควำมสำมำรถในกำรย่อยสลำยน  ำมันเตำควำมเข้มข้นต่ำงๆ ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ทดสอบการย่อยสลายน้ ามันเตาสองระดับความเข้มข้น ได้แก่ ความเข้มข้น 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตร/ปริมาตร) ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียวที่คัดเลือกจากผลการย่อยสลายน้ ามันเตาความเข้มข้น 0.25 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ซึ่งมีท้ังหมด 5 สายพันธุ์ ได้แก่ Chan2-2, MO2-4, TY5-1, TY5-2 และ TY5-3 
เพาะเล้ียงแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์เช่นเดียวกับการทดลองข้อท่ี 2.1.2 โดยเติมแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ 10 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ซึ่งมีความเข้มข้นเริ่มต้นในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW 
ประมาณ 8 Log CFU/ml ท่ีมีน้ ามันเตาความเข้มข้น 0.5 และ 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 14 วัน เก็บตัวอย่างวันท่ี 0 และ 7 ส าหรับความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ส่วนความ
เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 21 วัน เก็บตัวอย่างวันท่ี 0 และ 21 เพื่อหา
อัตราการอยู่รอดและการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 
LB ประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ ามันเตาโดยวิธี TLC-FID เปรียบเทียบกับชุดควบคุม คือ อาหารเล้ียงเช้ือ NSW ท่ี
ไม่เติมแบคทีเรีย ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 
2.1.6   ทดสอบควำมสำมำรถในกำรย่อยสลำยเตตระเดคเคนของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ทดสอบการย่อยสลายเตตระเดคเคนความเข้มข้น 500 ppm ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียวที่คัดเลือกจาก
ผลการย่อยสลายน้ ามันดิบและน้ ามันดีเซลความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ซึ่งมีท้ังหมด 10 สาย
พันธุ์ ได้แก่ Chan2-2, MO2-1, MO2-4, SAK2-2, SS-B1-1, SS-B1-5, SS-C1-1, TY4-1, TY5-1 และ TY5-2 
เพาะเล้ียงแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์เช่นเดียวกับการทดลองข้อท่ี 2.1.2 โดยเติมแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ 10 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ซึ่งมีความเข้มข้นเริ่มต้นในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW 
ประมาณ 8 Log CFU/ml และเติมเตตระเดคเคนความเข้มข้น 500 ppm บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน เก็บ
ตัวอย่างวันท่ี 0 และ 7 เพื่อหาอัตราการอยู่รอดและการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ด้วยวิธีดรอป
เพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ประสิทธิภาพการย่อยสลายเตตระเดคเคนโดยวิธี GC-FID เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม คือ อาหารเล้ียงเช้ือ NSW ท่ีไม่เติมแบคทีเรีย ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
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2.1.7   ทดสอบควำมสำมำรถในกำรย่อยสลำยฟีแนนทรีนของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ทดสอบการย่อยสลายฟีแนนทรีนความเข้มข้น 50 ppm ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียวที่คัดเลือกจากผลการ
ย่อยสลายน้ ามันเตาความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ซึ่งมีท้ังหมด 3 สายพันธุ์ ได้แก่ MO2-4, 
TY5-1 และ TY5-2 เพาะเล้ียงแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์เช่นเดียวกับการทดลองข้อท่ี 2.1.2 โดยเติมแบคทีเรียแต่ละ
สายพันธุ์ 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ซึ่งมีความเข้มข้นเริ่มต้นในอาหารเล้ียง
เช้ือ NSW ประมาณ 8 Log CFU/ml และเติมฟีแนนทรีนความเข้มข้น 50 ppm บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน 
เก็บตัวอย่างวันท่ี 0 และ 7 เพื่อหาอัตราการอยู่รอดและการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ด้วยวิธีดร
อปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีแนนทรีนโดยวิธี HPLC เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม คือ อาหารเล้ียงเช้ือ NSW ท่ีไม่เติมแบคทีเรีย ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 
2.1.8   ทดสอบควำมสำมำรถในกำรย่อยสลำยไพรีนของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ทดสอบการย่อยสลายไพรีนความเข้มข้น 50 ppm ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียวที่คัดเลือกจากผลการย่อย
สลายน้ ามันเตาความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ซึ่งมีท้ังหมด 3 สายพันธุ์ ได้แก่ MO2-4, TY5-1 
และ TY5-3 เพาะเล้ียงแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์เช่นเดียวกับการทดลองข้อท่ี 2.1.2 โดยเติมแบคทีเรียแต่ละสาย
พันธุ์ 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ซึ่งมีความเข้มข้นเริ่มต้นในอาหารเล้ียงเช้ือ 
NSW ประมาณ 8 Log CFU/ml และเติมไพรีนความเข้มข้น 50 ppm บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน เก็บ
ตัวอย่างวันท่ี 0 และ 7 เพื่อหาอัตราการอยู่รอดและการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ด้วยวิธีดรอป
เพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ประสิทธิภาพการย่อยสลายฟีแนนทรีนโดยวิธี HPLC เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
คือ อาหารเล้ียงเช้ือ NSW ท่ีไม่เติมแบคทีเรียท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 
2.1.9   ทดสอบควำมสำมำรถในกำรย่อยสลำยสำรผสมของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ทดสอบการย่อยสลายสารผสมของฟีแนนทรีนความเข้มข้น 25 ppm  และเตตระเดคเคนความเข้มข้น 500 
ppm ของแบคทีเรียสายพันธุ์ MO2-4 เพาะเล้ียงแบคทีเรียเช่นเดียวกับการทดลองข้อท่ี 2.1.2 โดยเติมแบคทีเรีย
แต่ละสายพันธุ์ 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ซึ่งมีความเข้มข้นเริ่มต้นในอาหาร
เล้ียงเช้ือ NSW ประมาณ 8 Log CFU/ml และฟีแนนทรีนความเข้มข้น 25 ppm  และเตตระเดคเคนความเข้มข้น 
500 ppm บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน เก็บตัวอย่างวันท่ี 0, 1, 3, 5 และ 7 เพื่อหาอัตราการอยู่รอดและการ
เจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ประสิทธิภาพการย่อย
สลายฟีแนนทรีนโดยวิธี HPLC  และประสิทธิภาพการย่อยสลายเตตระเดคเคนโดยวิธี GC เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม คือ อาหารเล้ียงเช้ือ NSW ท่ีไม่เติมแบคทีเรีย ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 
2.1.10 ทดสอบควำมสำมำรถในกำรทนต่อโลหะหนักของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        โลหะหนักท่ีน ามาทดสอบมีท้ังหมด 9 ชนิด คือ Hg (HgCl2), Zn (ZnSO4.7H2O), Fe (Fe(SO4)3.H2O), Pb 
(O4PbS), Ni (NiCl2.6H2O), Co (CoCl2.6H2O), Cd (Cd(NO3)2), Cr (K2Cr2O7) และ Cu (Cu(NO3)2.2.5H2O) 
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แบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบความสามารถในการทนต่อโลหะหนัก คือ แบคทีเรียสายพันธุ์ MO2-4 เพาะเล้ียง
แบคทีเรียเช่นเดียวกับการทดลองข้อท่ี 2.1.2 โดยเติมแบคทีเรีย 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือ NSW ซึ่งมีความเข้มข้นเริ่มต้นในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW OD600 = 0.1 และโลหะหนักชนิดต่างๆ ความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน เก็บตัวอย่างเพื่อหาอัตราการอยู่รอดและการ
เจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ท่ีมีโลหะหนักชนิดต่างๆ ด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 
LB และวัดด้วยค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับชุดควบคุม คือ อาหารเล้ียงเช้ือ NSW ท่ีไม่เติม
โลหะหนัก ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
  
2.1.11 ทดสอบควำมสำมำรถในกำรทนต่อสำรลดแรงตึงผิวของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        สารลดแรงตึงผิวที่น ามาทดสอบในการทดลองนี้มี 2 ชนิด คือ ซิลิกอนและสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจาก
แบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ์ TL401 แบคทีเรียท่ีน ามาทดสอบความสามารถในการทนต่อสารลดแรง
ตึงผิว คือ แบคทีเรียสายพันธุ์ MO2-4 เพาะเล้ียงแบคทีเรียเช่นเดียวกับการทดลองข้อท่ี 2.1.2 โดยเติมแบคทีเรีย 
10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ซึ่งมีความเข้มข้นเริ่มต้นในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW 
OD600 = 0.1 และซิลิกอน 1 เปอร์เซ็นต์ และ 2.4 เปอร์เซ็นต์ ส่วนสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากแบคทีเรีย 
Pseudomonas sp. สายพันธุ์ TL401 เติมท่ีความเข้มข้น 2.4 เปอร์เซ็นต์ (2XCMD) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เขย่าท่ี 200 
รอบ/นาที เป็นเวลา 3 วัน เก็บตัวอย่างเพื่อหาอัตราการอยู่รอดและการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ 
NSW ท่ีมีสารลดแรงตึงผิวชนิดต่างๆ ด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB เปรียบเทียบกับชุดควบคุม คือ 
อาหารเล้ียงเช้ือ NSW ท่ีไม่เติมสารลดแรงตึงผิว ท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 
2.1.12 ทดสอบควำมสำมำรถในกำรย่อยสลำยน  ำมันปิโตรเลียมในสภำวะที่มีกำรเติมสำรลดแรงตึงผิวของ
แบคทีเรียเซลล์เด่ียว 
        ทดสอบการย่อยสลายน้ ามันดิบชนิด ARL+AXL ความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ใน
สภาวะท่ีมีการเติมสารลดแรงตึงผิวของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียวสายพันธุ์ MO2-4 สารลดแรงตึงผิวท่ีน ามา
ทดสอบในการทดลองนี้มี 2 ชนิด คือ ซิลิกอน 1 เปอร์เซ็นต์ และสารลดแรงตึงผิวท่ีผลิตจากแบคทีเรีย 
Pseudomonas sp. สายพันธุ์ TL401 2.4 เปอร์เซ็นต์ (2XCMD) เพาะเล้ียงแบคทีเรียเช่นเดียวกับการทดลองข้อ
ท่ี 2.1.2 โดยเติมแบคทีเรีย 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ซึ่งมีความเข้มข้น
เริ่มต้นในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ประมาณ 8 Log CFU/ml และเติมสารลดแรงตึงผิวแต่ละชนิด บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 
เขย่าท่ี 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 7 วัน เก็บตัวอย่างวันท่ี 0, 3 และ 7 เพื่อหาอัตราการอยู่รอดและการเจริญของ
แบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ NSW ด้วยวิธีดรอปเพลทบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LB ประสิทธิภาพการย่อยสลาย
น้ ามันดิบโดยวิธี TLC-FID เปรียบเทียบกับชุดควบคุม คือ อาหารเล้ียงเช้ือ NSW ท่ีไม่เติมแบคทีเรีย ท าการทดลอง 
3 ซ้ า 
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2.1.13 ศึกษำไมโครไบโอมในตัวอย่ำงฟองน  ำโดยวิธี 16S metagenome sequencing  
        สกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียในฟองน้ าโดยตรง โดยใช้ตัวอย่างฟองน้ าทะเล 5 กรัม สกัดด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ 
PowerSoil® DNA Isolation Kit (บริษัท MO BIO Laboratories, Inc., USA) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผู้ผลิต โดย
สกัดดีเอ็นเอท้ังหมด 3 ซ้ า แล้วน าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ท้ัง 3 ซ้ ามารวมกัน 
        จากนั้นน าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มาท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ 515F (5’-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) และ 806R (5’-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’) ซึ่งจ าเพาะต่อบริเวณ 
16S rDNA ของแบคทีเรีย ผลิตภัณฑ์ PCR ท่ีได้คือ 291 bp ส่วนผสมของสารในปฏิกิริยาและความเข้มข้นสุดท้าย
ของแต่ละสารในปฏิกิริยามีดังนี้ GoTaq® Green Master Mix ปริมาตร 15 ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร์ความ
เข้มข้น 20 ไมโครโมลต่อไมโครลิตร ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ ปรับปริมาตรด้วยน้ าปลอดประจุปลอดเช้ือ รวมส่วนผสม
ท้ังหมดให้มีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน หลังจากนั้นด าเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยเครื่อง
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo Cycle) โดยให้มีสภาวะดังนี้ 

1. Initial denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
2. Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
3. Annealing  ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที 
4. Extension  ท่ีอุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
5. ท าขั้นตอน 2 ถึง 4 ซ้ า จ านวน 28 รอบ 
6. Final extension  ท่ีอุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที 

        ท าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ PCR โดยใช้ AxyPrepTM Mag CR Clean-Up (บริษัท Axygen, USA) ตามวิธีท่ีระบุ
โดยบริษัทผู้ผลิต จากนั้นติด Index ด้วยชุด Nextera XT Index Kit (บริษัท Illumina, USA) ท่ีบริเวณปลาย 
sequencing primer ท้ัง 2 ด้าน และติดท่ี Illumina sequencing adapters ส่วนผสมของสารในปฏิกิริยาใน
ปฏิกิริยามีดังนี้ 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix (บริษัท Kapa Biosystems, USA) ปริมาตร 15 ไมโครลิตร 
สารละลาย Nextera XT Index Primer 1 (N7xx) 5 ไมโครลิตร Nextera XT Index Primer 2 (S5xx) 5 
ไมโครลิตร ผลิตภัณฑ์ PCR ท่ีได้จากการท าบริสุทธิ์ 5 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ าปลอดประจุปลอดเช้ือ รวม
ส่วนผสมท้ังหมดให้มีปริมาตรสุทธิ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน หลังจากนั้นด าเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วย
เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo Cycle) โดยให้มีสภาวะดังนี้ 

1. Initial denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 
2. Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
3. Annealing  ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
4. Extension  ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
5. ท าขั้นตอน 2 ถึง 4 ซ้ า จ านวน 8 รอบ 
6. Final extension  ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
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        ท าบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ Index PCR อีกครั้งโดยใช้ AxyPrepTM Mag CR Clean-Up (บริษัท Axygen, USA) 
ตามวิธีท่ีระบุโดยบริษัทผู้ผลิต เพื่อชะล้างสารละลายไพรเมอร์ไดเมอร์ท่ีอาจยังคงมีหลงเหลืออยู่ในระหว่างขั้นตอน
ของการท า PCR วัดความเข้มข้นดีเอ็นเอท่ีได้ด้วยเครื่อง DeNovix (บริษัท DeNovix, USA) และค านวณความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอ โดยมีสูตรค านวณความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ดังนี้ 

        (concentration in ng/µl)          × 106 = concentration in nM 
(660 g/mol × average library size) 

        เจือจางตัวอย่างและรวมตัวอย่าง (Pooling) โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 4 nM จากนั้นวิเคราะห ์
metagenomic sequencing ด้วยเครื่อง Miseq (บริษัท Illumina, USA) โดยใช้ Miseq Reagent kit V2 (บริษัท 
Illumina, USA) และน าผลท่ีได้ไปวิเคราะห์ไมโครไบโอม 
 
2.1.14 ตรวจหำยีนที่เก่ียวข้องกับกำรย่อยสลำยปิโตรเลียมไฮโดรคำร์บอนในตัวอย่ำงฟองน  ำด้วยปฏิกิริยำ

ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 
        น าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้อ 2.1.13 ตรวจสอบเบื้องต้นเพื่อหายีนอัลเคนไฮดรอกซิเลสและยีนไดออกซิจีเนส 
ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์และขนาดคาดหวังของผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิ
เมอร์เรส แสดงในตารางท่ี 2.2 โดยใช้ส่วนผสมของสารในปฏิกิริยาเช่นเดียวกับข้อ 2.1.13 จากนั้นท า PCR ด้วย
เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  
ตารางท่ี 2.2 ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนและ PAHs 

ช่ือไพร
เมอร์ 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’ ถึง 3’) ขนาด
ผลิตภัณฑ์ 
PCR (bp) 

 

ดีเอ็นเอ
เป้าหมาย 
(เอนไซม)์ 

อ้างอิง 

alk1 CATAATAAAGGGCATCACCGT-(F) 
GATTTCATTCTCGAAACTCCAAAC-(R) 

185 alkB Kohno และ
คณะ, 2002 

alk2 GAGACAAATCGTCTAAAACGTAA-(F) 
TTGTTATTATTCCAACTATGCTC-(R) 

271 alkM 

alk3 TCGAGCACATCCGCGGCCACCA-(F) 
CCGTAGTGCTCGACGTAGTT-(R) 

330 alkB1 

alkB-1 AAYACNGCNCAYGARCTNGGNCAYAA-(F) 
GCRTGRTGRTCNGARTGNCGYTG-(R) 

550 alkB-1 Kloos และ
คณะ, 2006 

alkB1 ATCTGGGCGCGTTGGGATTTGAGCG-(F) 
CGCATGGTGATCGCTGTGCCGCTGC-(R) 

629 alkB1 Whyte และ
คณะ, 2002 
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ช่ือไพร
เมอร์ 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’ ถึง 3’) ขนาด
ผลิตภัณฑ์ 
PCR (bp) 

 

ดีเอ็นเอ
เป้าหมาย 
(เอนไซม)์ 

อ้างอิง 

alkB2 ACTCTGGCGCAGTCGTTTTACGGCC-(F) 
CCCACTGGGCAGGTTGGGCGCACCG-(R) 

552 alkB2 Whyte และ
คณะ, 2002 

CYP 
153 

ATGTTYATYGCNATGGAYCCN-(F) 
GCGRTTVCCCATRCARCGRTG-(R) 

820 CYP153 Wang และ
คณะ, 2011 

P450 TGTCGGTTGAAATGTTCATYGCNMTGGAYCC-(F) 
TGCAGTTCGGCAAGGCGGTTDCCSRYRCAVCKRTG
-(R) 

800 CYP153 Wang และ
คณะ, 2010 

almAw GGNGGNACNTGGGAYCTNTT-(F) 
ATRTCNGCYTTNAGNGTCC-(R) 

1131 almA Liu และคณะ, 
2011 

P450 
fw1 & 
rv3 

GTSGGCGGCAACGACACSAC-(F) 
GCASCGGTGGATGCCGAAGCCRAA (R) 

339 CYP153 van Beilen 
และคณะ, 
2006 

GN GAGATGCATACCACGTKGGTTGGA-(F) 
AGCTGTTGTTCGGGAAGAYWGTGCMGTT-(R) 

306 PAH-

RHDα ใน
แบคทีเรีย
แกรมลบ 

Cébron และ
คณะ, 2008 

GP CGGCGCCGACAAYTTYGTNGG-(F) 
GGGGAACACGGTGCCRTGDATRAA-(R) 

292 PAH-

RHDα ใน
แบคทีเรีย
แกรมบวก 
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ผลกำรวิจัย 
 

2.1 ผลกำรวิจัย 
2.2.1  ประสิทธิภำพกำรย่อยสลำยน  ำมันปิโตรเลียมของแบคทีเรียสำยพันธุ์บริสุทธิ ์
        ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ 19 สายพันธุ์ ในการย่อยสลายน้ ามันดีเซล 
พบว่ามีแบคทีเรีย 8 สายพันธุ์ที่สามารถย่อยสลายน้ ามันดีเซลความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ได้
มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 วัน ได้แก่ แบคทีเรียสายพันธุ์ MO2-1, MO2-4, SS-B1-1, SS-B1-5, SS-C1-1, 
TY4-1, TY5-1 และ TY5-2 ส าหรับการย่อยสลายน้ ามันเตา พบว่ามีแบคทีเรีย 5 สายพันธุ์ที่สามารถย่อยสลาย
น้ ามันดีเซลความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ได้มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 วัน ได้แก ่
แบคทีเรียสายพันธุ์ Chan2-2, MO2-4, TY5-1, TY5-2 และ TY5-3 (ตารางท่ี 2.3) นอกจากนี้พบว่าแบคทีเรีย
สามารถเจริญและเพิ่มจ านวนได้ท้ังในน้ ามันดีเซลและน้ ามันเตา (รูปท่ี 2.1-2.2)  
 
ตารางท่ี 2.3 ปริมาณน้ ามันดีเซลและน้ ามันเตาท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียวหลังการย่อย
สลายน้ ามันความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 7 วัน 

สายพันธุ์ ชนิดแบคทีเรีย ปริมาณน้ ามันดีเซลท่ี
ลดลง (เปอร์เซ็นต์) 

ปริมาณน้ ามันเตาท่ี
ลดลง (เปอร์เซ็นต์) 

Chan2-2 Pseudomonas taiwanensis 34.97±2.52 56.50±2.89 
MO2-1 Bacillus sp. 66.80±0.87 48.37±4.12 
MO2-4 Sphingobium sp. 52.54±2.72 54.18±0.77 
MO2-5 Bacillus sp. 46.54±3.37 31.01±3.19 
NN4-1 Bacillus sp. 29.88±2.40 20.40±1.56 
NY1-3 Brevibacterium casei 44.48±2.49 13.41±1.86 
NY1-5 Brevibacterium sp. 34.89±4.39 24.25±4.83 
SAK2-2 Pseudomonas sp. 30.31±5.71 30.15±5.49 
SS-B1-1 Aeromonas hydrophila 69.12±1.43 35.03±4.52 
SS-B1-5 Enterobacter cloacae 60.88±1.57 39.76±4.62 
SS-C1-1 Acinetobacter sp. 62.02±0.99 39.12±4.58 
SS-C1-2 Pseudomonas putida 14.03±3.76 25.04±5.90 
TL01-2 Bacillus megaterium 33.67±3.77 29.97±3.25 
TL02-3 Microbacterium esteraromaticum 23.69±0.86 40.37±2.34 
TL02-4 Methylobacterium sp. 34.31±3.23 43.94±2.57 
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สายพันธุ์ ชนิดแบคทีเรีย ปริมาณน้ ามันดีเซลท่ี
ลดลง (เปอร์เซ็นต์) 

ปริมาณน้ ามันเตาท่ี
ลดลง (เปอร์เซ็นต์) 

TY4-1 Pseudomonas aeruginosa 57.40±2.46 46.94±5.80 
TY5-1 Enterobacter cloacae 76.47±2.26 57.51±2.77 
TY5-2 Pseudomonas sp. 52.08±2.12 63.74±1.30 

TY5-3 Pseudomonas pseudoalcaligenes 16.17±3.94 61.90±2.31 
หมายเหตุ ปริมาณน้ ามันท่ีลดลงของแบคทีเรียคิดเทียบกับชุดควบคุม 
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รูปท่ี 2.1 จ านวนแบคทีเรียเซลล์เด่ียว 19 สายพันธุ์ ของการย่อยสลายน้ ามันดีเซลความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์  
ท่ีเวลา 0 และ 7 วัน 
 
 

 
รูปท่ี 2.2 จ านวนแบคทีเรียเซลล์เด่ียว 19 สายพันธุ์ ของการย่อยสลายน้ ามันเตาความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์  
ท่ีเวลา 0 และ 7 วัน 
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2.2.2  ประสิทธิภำพกำรย่อยสลำยน  ำมันดิบควำมเข้มข้นต่ำงๆของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ ามันดิบความเข้มข้นต่างๆ ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ 5 
สายพันธุ์ ได้แก่ Chan2-2, MO2-1, MO2-4, SAK2-2 และ SS-C1-1 พบว่าแบคทีเรียท้ัง 5 สายพันธุ์สามารถย่อย
สลายน้ ามันดิบความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ ได้ 29-66 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 14 วัน โดย Sphingobium sp. 
MO2-4 มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสูงท่ีสุด ส าหรับน้ ามันดิบความเข้มข้น 1.0 เปอร์เซ็นต์ แบคทีเรียท้ัง 5 สาย
พันธุ์มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายใกล้เคียงกัน โดยสามารถย่อยสลายได้ 38-49 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 21 วัน 
แสดงดังตารางท่ี 2.4 โดยพบว่าแบคทีเรียสามารถเจริญและเพิ่มจ านวนได้ (รูปท่ี 2.3-2.4)  

ตารางท่ี 2.4 ปริมาณน้ ามันดิบท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียวหลังการย่อยสลายน้ ามันดิบ 

สายพันธุ์ ชนิดแบคทีเรีย ความเข้มข้น
น้ ามันดิบ 

(เปอร์เซ็นต์) 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณน้ ามันดิบท่ี
ลดลง (เปอร์เซ็นต์) 

Chan2-2 
 

Pseudomonas taiwanensis 
 

0.5 14 50.86±5.35 
1 21 48.52±1.88 

MO2-1 
 

Bacillus sp. 0.5 14 34.29±4.72 
1 21 38.13±3.18 

MO2-4 Sphingobium sp. 0.5 14 65.69±0.95 
1 21 47.17±3.36 

SAK2-2 Pseudomonas sp. 0.5 14 29.28±2.24 
1 21 48.27±4.41 

SS-C1-1 
 

Acinetobacter sp. 0.5 14 39.35±3.45 
1 21 46.22±1.51 

หมายเหตุ ปริมาณน้ ามันท่ีลดลงของแบคทีเรียคิดเทียบกับชุดควบคุม 
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รูปท่ี 2.3 จ านวนแบคทีเรียเซลล์เด่ียว 5 สายพันธุ์ ของการย่อยสลายน้ ามันดิบความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ 

 
  

 
 

รูปท่ี 2.4 จ านวนแบคทีเรียเซลล์เด่ียว 5 สายพันธุ์ ของการย่อยสลายน้ ามันดิบความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
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2.2.3 ประสิทธิภำพกำรย่อยสลำยน  ำมันดีเซลควำมเข้มข้นต่ำงๆของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ ามันดีเซลความเข้มข้นต่างๆ ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ 
8 สายพันธุ์ ได้แก่ MO2-1, MO2-4, SS-B1-1, SS-B1-5, SS-C1-1, TY4-1, TY5-1 และ TY5-2 พบว่าแบคทีเรีย
ท้ัง 8 สายพันธุ์สามารถย่อยสลายน้ ามันดิบความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ ได้ 13-54 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 14 
วัน โดย Sphingobium sp. MO2-4 มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสูงท่ีสุด ส าหรับน้ ามันดีเซลความเข้มข้น 1.0 
เปอร์เซ็นต์ แบคทีเรียท้ัง 8 สายพันธุ์มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายประมาณ 14-45 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 21 
วัน โดย Sphingobium sp. MO2-4, Aeromonas sp. SS-B1-1 และ Pseudomonas sp. TY5-2 มีประสิทธิภาพ
ในการย่อยสลายดีท่ีสุด แสดงดังตารางท่ี 2.5 นอกจากนี้พบว่าแบคทีเรียสามารถเจริญและเพิ่มจ านวนได้ (รูปท่ี 
2.5-2.6)  

 
ตารางท่ี 2.5 ปริมาณน้ ามันดีเซลท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียวหลังการย่อยสลายน้ ามันดีเซล 

สายพันธุ์ ชนิดแบคทีเรีย ความเข้มข้นน้ ามัน
ดีเซล (เปอร์เซ็นต์) 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณน้ ามันดีเซล
ท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) 

MO2-1 
 

Bacillus sp. 0.5 14 31.99±4.72 
1 21 14.02±0.52 

MO2-4 Sphingobium sp. 0.5 14 54.16±2.07 
1 21 43.72±0.25 

SS-B1-1 
 

Aeromonas hydrophila 
 

0.5 14 46.79±5.60 
1 21 45.16±2.36 

SS-B1-5 Enterobacter cloacae 0.5 14 43.68±1.76 
1 21 15.39±1.31 

SS-C1-1 
 

Acinetobacter sp. 0.5 14 13.44±1.01 
1 21 42.39±2.00 

TY4-1 
 

Pseudomonas aeruginosa 
 

0.5 14 46.65±4.19 
1 21 40.04±1.54 

TY5-1 Enterobacter cloacae 0.5 14 53.00±1.38 
1 21 23.16±1.16 

TY5-2 Pseudomonas sp. 0.5 14 38.53±3.21 
1 21 43.74±1.31 

หมายเหตุ ปริมาณน้ ามันท่ีลดลงของแบคทีเรียคิดเทียบกับชุดควบคุม 
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รูปท่ี 2.5 จ านวนแบคทีเรียเซลล์เด่ียว 8 สายพันธุ์ ของการย่อยสลายน้ ามันดีเซลความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์  

 
 

 
รูปท่ี 2.6 จ านวนแบคทีเรียเซลล์เด่ียว 8 สายพันธุ์ ของการย่อยสลายน้ ามันดีเซลความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
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2.2.4 ประสิทธิภำพกำรย่อยสลำยน  ำมันเตำควำมเข้มข้นต่ำงๆ ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ ามันเตาความเข้มข้นต่างๆ ของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ 5 
สายพันธุ์ ได้แก่ Chan2-2, MO2-4, TY5-1, TY5-2 และ TY5-3 พบว่าแบคทีเรียท้ัง 5 สายพันธุ์สามารถย่อยสลาย
น้ ามันเตาความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ ได้ 29-56 เปอร์เซ็นต์ ในระยะเวลา 14 วัน ส าหรับน้ ามันเตาความเข้มข้น 
1.0 เปอร์เซ็นต์ แบคทีเรียท้ัง 5 สายพันธุ์มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายประมาณ 34-59 เปอร์เซ็นต์ ใน
ระยะเวลา 21 วัน โดย Pseudomonas sp. TY5-2 มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสูงท่ีสุดท้ังสองความเข้มข้น 
แสดงดังตารางท่ี 2.6 นอกจากนี้พบว่าแบคทีเรียสามารถเจริญและเพิ่มจ านวนได้ (รูปท่ี 2.7-2.8)  
 
ตารางท่ี 2.6 ปริมาณน้ ามันเตาท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียวหลังการย่อยสลายน้ ามันเตา 

สายพันธุ์ ชนิดแบคทีเรีย ความเข้มข้น
น้ ามันเตา 

(เปอร์เซ็นต์) 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณน้ ามันเตาท่ี
ลดลง (เปอร์เซ็นต์) 

Chan2-2 
 

Pseudomonas taiwanensis 
 

0.5 14 35.31±2.41 
1 21 35.87±2.69 

MO2-4 Sphingobium sp. 0.5 14 29.35±1.09 
1 21 34.07±2.07 

TY5-1 Enterobacter cloacae 0.5 14 47.85±3.61 
1 21 55.21±0.91 

TY5-2 Pseudomonas sp. 0.5 14 56.01±4.83 
1 21 59.35±1.71 

TY5-3 Pseudomonas 
pseudoalcaligenes 

0.5 14 40.16±0.25 
1 21 57.37±2.14 
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รูปท่ี 2.7 จ านวนแบคทีเรียเซลล์เด่ียว 5 สายพันธุ์ ของการย่อยสลายน้ ามันเตาความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์  

 
 

 
รูปท่ี 2.8 จ านวนแบคทีเรียเซลล์เด่ียว 5 สายพันธุ์ ของการย่อยสลายน้ ามันเตาความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
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2.2.5 ประสิทธิภำพกำรย่อยสลำยเตตระเดคเคนของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
     ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายเตตระเดคเคนความเข้มข้น 500 ppm ของแบคทีเรียท่ีคัดเลือก
จากผลการย่อยสลายน้ ามันดิบและน้ ามันดีเซลความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ท้ังหมด 10 สาย
พันธุ์ ได้แก่ Chan2-2, MO2-1, MO2-4, SAK2-2, SS-B1-1, SS-B1-5, SS-C1-1, TY4-1, TY5-1 และ TY5-2 (รูป
ท่ี 2.9) พบว่าแบคทีเรียท้ัง 10 สายพันธุ์สามารถย่อยสลายเตตระเดคเคนได้ โดย Sphingobium sp. MO2-4, 
Enterobacter sp. SS-B1-5, Bacillus sp. MO2-1, Pseudomonas sp. SAK2-2 แ ละ  Pseudomonas sp. 
Chan2-2 มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายเตตระเดคเคนได้สูงถึง 71-87 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 วัน แสดงดังตาราง
ท่ี 2.7 นอกจากนี้พบว่าแบคทีเรียสามารถเจริญและเพิ่มจ านวนได้ (รูปท่ี 2.10)  
 

                ชุดควบคุม    Chan2-2                            MO2-1 

   
                
               MO2-4                         SAK2-2                           SS-B1-1 

   
    SS-B1-5                        SS-C1-1                             TY4-1 
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                                TY5-1                          TY5-2 

 
รูปท่ี 2.9 การย่อยสลายเตตระเดคเคนของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 10 สายพันธุ์ (ซ้าย)  เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุมท่ีไม่เติมแบคทีเรีย (ขวา)  ในเวลา 7 วัน  
 
ตารางท่ี 2.7 ปริมาณเตตระเดคเคนท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียวหลังการย่อยสลายเตตระ 
เดคเคนเป็นเวลา 7 วัน 

สายพันธุ์ ชนิดแบคทีเรีย ปริมาณเตตระเดคเคนท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) 

Chan2-2 Pseudomonas taiwanensis 87.38±2.70 
MO2-1 Bacillus sp. 82.00±4.39 
MO2-4 Sphingobium sp. 71.47±1.67 
SAK2-2 Pseudomonas sp. 84.67±3.15 
SS-B1-1 Aeromonas hydrophila 53.87±6.60 
SS-B1-5 Enterobacter cloacae 76.57±4.74 
SS-C1-1 Acinetobacter sp. 37.69±3.84 
TY4-1 Pseudomonas aeruginosa 56.79±10.08 
TY5-1 Enterobacter cloacae 35.86±3.06 
TY5-2 Pseudomonas sp. 38.83±5.07 

หมายเหตุ ปริมาณเตตระเดคเคนท่ีลดลงของแบคทีเรียคิดเทียบกับชุดควบคุม 
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รูปท่ี 2.10 จ านวนแบคทีเรียเซลล์เด่ียว 10 สายพันธุ์ ของการย่อยสลายเตตระเดคเคนความเข้มข้น 500 ppm ท่ี
เวลา 0 และ 7 วัน 
 
2.2.6 ประสิทธิภำพกำรย่อยสลำยฟีแนนทรีนของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟีแนนทรีนความเข้มข้น 50 ppm ของแบคทีเรียท่ีคัดเลือก
จากผลการย่อยสลายน้ ามันเตาความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ท้ังหมด 3 สายพันธุ์ ได้แก่ 
MO2-4, TY5-1 และ TY5-2 (รูปท่ี 2.11-2.12) พบว่าแบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุ์สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ 
25-33 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 วัน แสดงดังตารางท่ี 2.8 นอกจากนี้พบว่าแบคทีเรียสามารถเจริญและเพิ่มจ านวนได้ 
(รูปท่ี 2.13)  
 

MO2-4                              TY5-1                                  TY5-2 

   
 

รูปท่ี 2.11 การย่อยสลายฟีแนนทรีนของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 3 สายพันธุ์ (ซ้าย) เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ี
ไม่เติมแบคทีเรีย (ขวา) ในเวลา 3 วัน  
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                 MO2-4                                TY5-1                                     TY5-2 

   
รูปท่ี 2.12 การย่อยสลายฟีแนนทรีนของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 3 สายพันธุ์ (ซ้าย) เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ี
ไม่เติมแบคทีเรีย (ขวา) ในเวลา 7 วัน 

 
ตารางท่ี 2.8 ปริมาณฟีแนนทรีนท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียวหลังการย่อยสลายฟีแนนทรีน 
ความเข้มข้น 50 ppm เป็นเวลา 7 วัน 

สายพันธุ์ ชนิดแบคทีเรีย ปริมาณฟีแนนทรีนท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) 

MO2-4 Sphingobium sp. 32.67±0.24 
TY5-1 Enterobacter cloacae 25.67±4.12 
TY5-2 Pseudomonas sp. 24.81±4.16 

 

 
รูปท่ี 2.13 จ านวนแบคทีเรียเซลล์เด่ียว 3 สายพันธุ์ ของการย่อยสลายฟีแนนทรีนความเข้มข้น 50 ppm ท่ีเวลา 0 
และ 7 วัน 
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2.2.7 ประสิทธิภำพกำรย่อยสลำยไพรีนของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายไพรีนความเข้มข้น 50 ppm ของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกจากผล
การย่อยสลายน้ ามันเตาความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ท้ังหมด 3 สายพันธุ์ ได้แก่ MO2-4, 
TY5-1 และ TY5-3 (รูปท่ี 2.14) พบว่าแบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุ์สามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ 24-26 เปอร์เซ็นต์ 
ในเวลา 7 วัน แสดงดังตารางท่ี 2.9 นอกจากนี้พบว่าแบคทีเรียสามารถเจริญและเพิ่มจ านวนได้ (รูปท่ี 2.15)  
 

             MO2-4                            TY5-1                            TY5-3 

     
รูปท่ี 2.14 การย่อยสลายฟีแนนทรีนของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 3 สายพันธุ์ (ซ้าย) เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ี
ไม่เติมแบคทีเรีย (ขวา) ในเวลา 7 วัน  
 
 
ตารางท่ี 2.9 ปริมาณไพรีนท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) ของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียวหลังการย่อยสลายไพรีนความเข้มข้น 
50 ppm เป็นเวลา 7 วัน 

สายพันธุ์ ชนิดแบคทีเรีย ปริมาณไพรีนท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) 

MO2-4 Sphingobium sp. 25.16±2.04 
TY5-1 Enterobacter cloacae 24.08±3.28 
TY5-3 Pseudomonas pseudoalcaligenes 26.47±5.15 
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รูปท่ี 2.15 จ านวนแบคทีเรียเซลล์เด่ียว 3 สายพันธุ์ ของการย่อยสลายไพรีนความเข้มข้น 50 ppm  

ท่ีเวลา 0 และ 7 วัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2.8 ประสิทธิภำพกำรย่อยสลำยสำรผสมของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารผสมของฟีแนนทรีนความเข้มข้น 25 ppm  และเตตระ 
เดคเคนความเข้มข้น 500 ppm ของ Sphingobium sp. MO2-4 พบว่าสามารถย่อยสลายฟีแนนทรีนได้ 31 
เปอร์เซ็นต์ และย่อยสลายเตตระเดคเคนได้ 29 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 วัน แสดงดังตารางท่ี 2.10 โดยพบว่า
แบคทีเรียสามารถเจริญและเพิ่มจ านวนได้ (รูปท่ี 2.16) อย่างไรก็ตามพบว่าประสิทธิภาพการย่อยสลายเตตระ 
เดคเคนลดลงเมื่ออยู่ในรูปแบบสารผสม ซึ่ง Sphingobium sp. MO2-4 สามารถย่อยสลายเตตระเดคเคนความ
เข้มข้น 500 ppm ได้ถึง 71 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 วัน เมื่ออยู่ในรูปแบบสารเด่ียว 
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ตารางท่ี 2.10 ปริมาณเตตระเดคเคนและฟีแนนทรีนท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) ของ Sphingobium sp. MO2-4 หลัง
การย่อยสลายสารผสมเป็นเวลา 7 วัน 

วันท่ี ปริมาณเตตระเดคเคนท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) ปริมาณฟีแนนทรีนท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) 

0 3.80±0.92 0.79±0.32 
1 24.43±7.58 4.60±0.40 
3 35.82±5.15 14.89±4.76 

5 36.64±3.89 25.09±1.46 
7 28.57±5.16 30.72±0.43 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.16 จ านวน Sphingobium sp. MO2-4 หลังการย่อยสลายสารผสมของฟีแนนทรีนความเข้มข้น 25 ppm 
และเตตระเดคเคนความเข้มข้น 500 ppm เป็นเวลา 7 วัน 
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2.2.9 ควำมสำมำรถในกำรทนต่อโลหะหนักของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ผลการทดสอบการทนต่อโลหะหนักของ Sphingobium sp. MO2-4 พบว่าแบคทีเรียสามารถทนต่อโลหะ
หนักได้หลากหลายชนิด โดยสามารถทนต่อโคบอลต์ แคดเมียมและโครเมียมได้ดี แสดงดังตารางท่ี 2.11 
 

ตารางท่ี 2.11 การทนต่อโลหะหนักของ Sphingobium sp. MO2-4 หลังบ่มเป็นเวลา 3 วัน 

ชนิดโลหะหนัก ความเข้มข้นโลหะหนัก 
(ไมโครกรัมต่อลิตร) 

OD600 จ านวนแบคทีเรียท่ีเหลืออยู่ 
(เปอร์เซ็นต์) 

จ านวนแบคทีเรีย  
(Log CFU/ml) 

Hg 100 0.05±0.01 39.66 2.64±0.05 

Zn 100 0.09±0.01 69.92 4.66±0.06 

Fe 100 0.12±0.02 60.31 4.02±0 

Pb 100 0.03±0.01 36.00 2.40±0 

Ni 100 0.28±0.03 80.01 5.33±0.02 

Co 10 0.23±0.01 +26.30 8.41±0.05 

50 0.19±0.02 +8.69 7.24±0.06 
100 0.04±0.00 0 0 

Cd 10 0.18±0.03 +21.15 8.07±0.13 

50 0.09±0.00 20.21 5.31±0.33 
100 0.02±0.00 0 0 

Cr 10 0.28±0.02 +10.88 7.39±0.04 

50 0.09±0.01 28.42 4.77±0.02 
100 0.02±0.01 0 0 

Cu 100 0.14±0.02 82.55 5.50±0.04 

ชุดควบคุม  0.34±0.02 100 6.66±0.10 

หมายเหตุ เครื่องหมาย + คือจ านวนแบคทีเรียท่ีเพิ่มขึ้น 
 
2.2.10 ควำมสำมำรถในกำรทนต่อสำรลดแรงตึงผิวของแบคทีเรียแบบเซลล์เด่ียว 
        ผลการทดสอบการทนต่อสารลดแรงตึงผิวของ Sphingobium sp. MO2-4 โดยใช้ซิลิกอนและสารลดแรง
ตึงผิวท่ีผลิตจากแบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ์ TL401 พบว่า Sphingobium sp. MO2-4 สามารถทน
ต่อสารลดแรงตึงผิวท่ีผลิตจากแบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุ์ TL401 และซิลิกอนความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์ได้ แต่ไม่สามารถอยู่รอดได้ในซิลิกอนความเข้มข้น 2.4 เปอร์เซ็นต์ แสดงดังตารางท่ี 2.12 
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ตารางท่ี 2.12 การทนต่อสารลดแรงตึงผิวของแบคทีเรียสายพันธุ์ MO2-4 หลังบ่มเป็นเวลา 3 วัน 

ชนิดสารลดแรงตึงผิว ความเข้มข้นสารลดแรงตึงผิว 
(เปอร์เซ็นต์) 

จ านวนแบคทีเรียท่ีเหลืออยู่ 
(เปอร์เซ็นต์) 

ซิลิกอน 1 97.90 
ซิลิกอน 2.4 0 
Culture broth จากสายพันธุ์ 
TL401 

2.4 100 

 
2.2.11 ประสิทธิภำพในกำรย่อยสลำยน  ำมันปิโตรเลียมเม่ือกำรเติมสำรลดแรงตึงผิวของแบคทีเรียแบบเซลล์
เด่ียว 
        ผลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ ามันดิบชนิด ARL+AXL ความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตร/ปริมาตร) ของ Sphingobium sp. MO2-4 เมื่อมีการเติมสารลดแรงตึงผิวซิลิกอน 1 เปอร์เซ็นต์ และ
สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากแบคทีเรีย Pseudomonas sp. TL401 2.4 เปอร์เซ็นต์ (2XCMD) พบว่าในชุดท่ีมีการ
เติมซิลิกอน 1 เปอร์เซ็นต์ เกิดการย่อยสลายน้ ามันดิบเพียงเล็กน้อยประมาณ 18 เปอร์เซ็นต์ และพบว่าจ านวน
แบคทีเรียลดลงจ านวนมาก ในขณะท่ีชุดท่ีมีการเติมสารลดแรงตึงผิวท่ีผลิตจากแบคทีเรีย Pseudomonas sp. 
TL401 2.4 เปอร์เซ็นต์ พบการย่อยสลายน้ ามันดิบประมาณ 40 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 วัน แสดงดังตารางท่ี 2.13 
อย่างไรก็ตามพบว่าการเติมสารลดแรงตึงผิวท่ีผลิตจากแบคทีเรีย Pseudomonas sp. TL401 ไม่ได้ช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ ามันดิบ ของ Sphingobium sp. MO2-4 
 
ตารางท่ี 2.13 จ านวนแบคทีเรียท่ีเพิ่มขึ้น (เปอร์เซ็นต์) และปริมาณน้ ามันดิบท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) ของ 
Sphingobium sp. MO2-4 ในการย่อยสลายน้ ามันดิบท่ีมีการเติมสารลดแรงตึงผิวเป็นเวลา 7   วัน 

ตัวอย่าง จ านวนแบคทีเรีย 
(Log CFU/ml) 

จ านวนแบคทีเรียท่ี
เพิ่มขึ้น (เปอร์เซ็นต์) 

ปริมาณน้ ามันดิบท่ีลดลง 
(เปอร์เซ็นต์) 

วันท่ี 3 วันท่ี 7 วันท่ี 3 วันท่ี 7 วันท่ี 3 วันท่ี 7 

NSW+ซิลิกอน 1 
เปอร์เซ็นต์ 

- - - - 8.17±0.43 8.17±0.43 

NSW+Culture broth จาก
สายพันธุ์ TL401 2.4
เปอร์เซ็นต์ 

- - - - 3.71±1.62 3.71±1.62 

NSW+MO2-4+ซิลิกอน 1
เปอร์เซ็นต์ 

3.72±0.33 3.59±0 *-47.22 -49.12 18.12±2.01 18.12±2.01 
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ตัวอย่าง จ านวนแบคทีเรีย 
(Log CFU/ml) 

จ านวนแบคทีเรียท่ี
เพิ่มขึ้น (เปอร์เซ็นต์) 

ปริมาณน้ ามันดิบท่ีลดลง 
(เปอร์เซ็นต์) 

วันท่ี 3 วันท่ี 7 วันท่ี 3 วันท่ี 7 วันท่ี 3 วันท่ี 7 

NSW+MO2-4+ Culture 
broth จากสายพันธุ์ 
TL401 2.4 เปอร์เซ็นต์ 

7.81±0.18 8.73±0.22 10.63 23.65 39.94±1.50 
 

39.94±1.50 
 

หมายเหตุ คิดปริมาณน้ ามันดิบท่ีลดลงเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่มีการเติมสารลดแรงตึงผิวและแบคทีเรีย 
                เครื่องหมาย * คือ แบคทีเรียท่ีลดลง 
                จ านวนแบคทีเรียวันท่ี 0 เท่ากับ 7.06±0.06 
 
2.1.12 ข้อมูลไมโครไบโอมเบื องต้นของตัวอย่ำงฟองน  ำจำกกำรวิเครำะห์ด้วยวิธี 16S metagenomics 
analysis 
        จากการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างฟองน้ า 41 ตัวอย่าง สามารถสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างฟองน้ าได้ท้ังหมด 
26 ตัวอย่าง ท้ังนี้เนื่องจากสารบางอย่างจากฟองน้ าอาจรบกวนการท างานของเอนไซม์ท่ีใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 
จากนั้นจึงใช้ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้เป็นแม่แบบในการวิเคราะห์หาความหลากหลายของแบคทีเรียด้วยวิธี 16S 
metagenomics analysis ด้วย เทคนิค  Next generation sequencing (NGS) โดยพบว่ าจ านวน read ท่ี
วิเคราะห์ได้และผ่านการคัดกรองคุณภาพ มีค่าประมาณ 71,955 ถึง 386,242 read ซึ่งส่วนใหญ่มีค่ามากกว่า 
100,000 read แสดงดังตารางท่ี 2.14 
 
ตารางท่ี 2.14 จ านวน read ท่ีวิเคราะห์ได้และผ่านการคัดกรองคุณภาพ 

ตัวอย่างฟองน้ า จ านวน read 
C1 137,619 
C2 94,440 

LAVA1 212,760 
LAVA2 71,955 
NN1 233,101 
NN3 142,200 
NN4 90,014 
NN5 73,291 
NN6 242,705 
NN7 113,816 
NY1 117,271 
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ตัวอย่างฟองน้ า จ านวน read 
NY4 258,586 
SAK2 217,683 
SAK6 173,114 
SAK9 130,223 
SAK10 161,873 
SAK11 237,322 
SB1 103,969 
SB2 267,813 
SS1 221,021 
SS2 212,807 
SS3 231,442 
TL01 173,956 
TL02 386,242 
TL03 162,968 
TY4 125,966 

 
        เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลไมโครไบโอมของตัวอย่างฟองน้ า 26 ตัวอย่าง ในระดับอาณาจักร (Kingdom) พบว่ามี
โครงสร้างคล้ายคลึงกัน คือพบแบคทีเรียเป็นประชากรหลัก ประมาณ 72.72 ถึง 99.03 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ยัง
พบอาร์เคีย 0.06 ถึง 16.90 เปอร์เซ็นต์ แสดงดังรูปท่ี 2.17 เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลในระดับไฟลัม (Phylum) พบว่า
ข้อมูลไมโครไบโอมของฟองน้ าท้ัง 26 ตัวอย่าง มีความใกล้เคียงกัน แสดงดังรูปท่ี 2.18 โดยพบแบคทีเรียไฟลัม 
Proteobacteria เป็นประชากรหลัก ประมาณ 19.84 ถึง 87.35 เปอร์เซ็นต์ และพบแบคทีเรียในไฟลัมอื่นๆ เช่น 
Actinobacteria, Cyanobacteria และ Firmicutes เป็นต้น เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลในระดับคลาส (Class) พบว่า
ข้อมูล ไม โคร ไบโอมของฟองน้ า ท้ัง  26 ตั วอย่ าง  มีความ ใก ล้เ คียงกัน  แสดง ดั งรู ป ท่ี  2.19 โดยพบ 
Gammaproteobacteria และ Alphaproteobacteria เป็นประชากรเด่นในทุกตัวอย่าง ประมาณ 8.63 ถึง 
52.02 เปอร์เซ็นต์ และ 2.63 ถึง 45.97 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ รองลงมา ได้แก่ Clostridia  
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รูปท่ี 2.17 โครงสร้างไมโครไบโอมของตัวอย่างฟองน้ าจ านวน 26 ตัวอย่าง ในระดับอาณาจักร 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.18 โครงสร้างไมโครไบโอมของตัวอย่างฟองน้ าจ านวน 26 ตัวอย่าง ในระดับไฟลัม 
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รูปท่ี 2.19 โครงสร้างไมโครไบโอมของตัวอย่างฟองน้ าจ านวน 26 ตัวอย่าง ในระดับคลาส 

 
2.1.13 ตรวจสอบยีนที่เก่ียวข้องกับกำรย่อยสลำยปิโตรเลียมไฮโดรคำร์บอนในตัวอย่ำงฟองน  ำ 
        ในการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอบริเวณยีนท่ีประมวลรหัสเอนไซม์อัลเคนไฮดรอกซิเลส และอะโรมาติกริง-
ไฮดรอกซิเลทิงไดออกซีจีเนสด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสในตัวอย่างฟองน้ า พบว่าสามารถพบยีนท่ีเกี่ยวข้อง
กับการย่อยสลายอัลเคนหลากหลายยีน ในตัวอย่างฟองน้ าส่วนใหญ่ อย่างไรก็ตามมีเพียง 4 ตัวอย่างท่ีพบยีนท่ี
เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย PAHs ได้แก่ ตัวอย่าง NN5, SAK2, SB2 และ SS3 ท้ังนี้ยังจ าเป็นต้องวิเคราะห์ล าดับนิ
วคลีโอไทด์ของยีนท่ีตรวจพบ เพื่อยืนยันและศึกษาความหลากหลายของยีน 
  
ตารางท่ี 2.15 ผลการตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน 

ตัวอย่าง
ฟองน้ า 

Alk1 Alk2 Alk3 AlkB1 AlkB2 AlkB-1 almAw CYP153 P450 P450fw GN GP 

C1 - - + - - - - + + + - - 

LAVA1 - - - - - + - + + + - - 

LAVA2 - - + - - - - - - - - - 

NN1 - - + + - - - + + + - - 

NN3 - - + - - - - - - + - - 

NN4 - - - + - - - + + + - - 

NN5 - - + - - + - + + + + - 

NN6 - - + + - - - - + + - - 

NN7 - - - - - - - - + + - - 



44 
 

ตัวอย่าง
ฟองน้ า 

Alk1 Alk2 Alk3 AlkB1 AlkB2 AlkB-1 almAw CYP153 P450 P450fw GN GP 

NY4 - - - + - - - + + + - - 

SAK2 - - + + - - - + + + + - 

SAK6 - - - - - - - + + + - - 

SAK9 - - + - - - - + + + - - 

SAK10 - - - - - - - + + + - - 

SAK11 - - - - - - - + + + - - 

SB1 - - + - - - - - - + - - 

SB2 - - - - - + - + + + + - 

SS1 - - - - - - - - - - - - 

SS2 - - - - - - - - - - - - 
SS3 - - - - + - - + + + + - 

TL01 - - - - - - - - - - - - 
TL02 - - - + - + - + + + - - 

TL03 + - - - + + - + + + - - 
หมายเหตุ + คือ พบผลิตภัณฑ์ PCR ตามขนาดท่ีคาดหวัง 
            - คือ ไม่พบผลิตภัณฑ์ PCR ตามขนาดท่ีคาดหวัง 
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3. อภิปรำยผลกำรกำรวิจัย 
 
        กิจกรรมต่างๆ ของมนุษย์ก่อให้เกิดการปนเปื้อนของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในส่ิงแวดล้อม โดยเฉพาะ 
ส่ิงแวดล้อมทางทะล ซึ่งมีสาเหตุมาจากการขนส่ง การท่องเท่ียว คมนาคม อุตสาหกรรมต่างๆ รวมถึงการเกิด
อุบัติเหตุการรั่วไหลของน้ ามัน ด้วยสมบัติความเป็นพิษของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนก่อให้เกิดความเสียทางต่อ
ระบบนิเวศทางทะเล และมีผลกระทบต่อเศรษฐกิจของประเทศได้ ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจการคัดแยกกลุ่ม
แบคทีเรีย และแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนจากฟองน้ า
ทะเล โดยฟองน้ าทะเลเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีรับสารอาหารจากการสูบน้ าทะเลเข้าทางช่องออสเทียผ่านระบบทางเดินน้ า
ภายในก่อนปลายให้น้ าทะเลออกทางช่องออสคูลัม ซึ่งท าให้มีโอกาสเกิดการสะสมของสารปนเปื้อนท่ีพบใน
ส่ิงแวดล้อมทางทะเลในเนื้อเยื่อของฟองน้ าทะเล นอกจากนี้ในช้ันมี โซฟิลล์ของฟองน้ าทะเลยังเป็นแหล่งของ
สารอาหารท่ีสมบูรณ์ส าหรับแบคทีเรียมากกว่าสภาพแวดล้อมภายนอก (Webster และ Bourne, 2007) ดังนั้น
ฟองน้ าทะเลจึงเป็นแหล่งส าคัญท่ีสามารถพบแบคทีเรียท่ีคงทนต่อสารปนเปื้อน และสามารถย่อยสลายสาร
ปนเปื้อนได้ โดยงานวิจัยในปีท่ี 1 สามารถคัดแยกกลุ่มแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายน้ ามันดิบจาก
ฟองน้ าทะเลได้ท้ังหมด 13 กลุ่มแบคทีเรียและคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ท่ีมีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
น้ ามันดิบได้ 19 สายพันธุ์ ซึ่งมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ ามันดิบ 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ได้ 
16-60 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 วัน 
        ส าหรับงานวิจัยในปีท่ี 2 นี้ ได้ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ ามันปิโตรเลียมชนิดอื่นๆ ได้แก่ น้ ามัน
ดีเซลและน้ ามันเตาของแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ 19 สายพันธุ์ นอกจากนี้ยังทดสอบประสิทธิภาพในการย่อย
สลายน้ ามันปิโตรเลียมเมื่อมีการแปรผันความเข้มข้นเริ่มต้นอีกด้วย ซึ่งพบว่าแบคทีเรียแต่ละชนิดมีความสามารถ
ในการย่อยสลายชนิดของน้ ามันปิโตรเลียมและความเข้มข้นแตกต่างกัน สรุปดังตารางท่ี 3.1 นอกจากนี้ยังได้
ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายอัลเคน ได้แก่ เตตระเดคเคน และ PAHs ได้แก่ ฟีแนนทรีนและไพรีน จาก
ผลการทดลองพบว่ามีแบคทีเรีย 1 สายพันธุ์ ท่ีมีความน่าสนใจ คือ Sphingobium sp. MO2-4 เนื่องจากมี
ความสามารถในการย่อยสลายน้ ามันปิโตรเลียมได้ท้ัง 3 ชนิด ซึ่งย่อยสลายได้มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ท่ีความ
เข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ในเวลา 7 วัน ย่อยสลายเตตระเดคเคนความเข้มข้น 500 ppm ได้ 
71 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 วัน ย่อยสลายฟีแนนทรีนและไพรีนความเข้มข้น 50 ppm ได้ 33 และ 25เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ ในเวลา 7 วัน  
       แบคทีเรียสกุล Sphingobium เป็นแบคทีเรียแกรมลบ จัดอยู่ในแฟมิลี Shingomonaceae มักถูกคัดแยก
จากส่ิงแวดล้อมเนื่องจากสมบัติในการใช้ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน  เช่น PAHs 
โดยมีรายงานวิจัยจ านวนมากได้ศึกษาเกี่ยวกับความสามารถในการย่อยสลาย PAHs มวลโมเลกุลต่ าและมวล
โ ม เ ลกุ ล สู ง  ข อ ง  Sphingobium อี ก ด้ ว ย  เ ช่ น  Sphingobium sp. P2 (Pinyakong แ ละ คณะ , 2003), 
Sphingobium sp. HV3 (Sipila แ ละ คณะ , 2010), Sphingobium scionense WP01 (Liang แ ละ  Lloyd-
Jones, 2010), Sphingobium chungbukense DJ77 (Yeon แ ละ  Kim, 2011), Sphingobium sp. KK22 
(Maeda และคณะ , 2013) เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีการศึกษาเกี่ยวกับความสามารถในการย่อยสลายน้ ามัน
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ปิโตรเลียมอื่นๆ เช่น น้ ามันดีเซล น้ ามัน Jet ยกตัวอย่างเช่น Sphingobium sp. P2 (Khondee และคณะ , 
2012), Sphingobium sp. DhA-95 (Yu และคณะ, 2000) ตัวอย่างแบคทีเรียสกุล Sphingobium ท่ีสามารถ
ย่อยสลาย PAHs ชนิดต่างๆ และปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนอื่นๆ แสดงในตารางท่ี 3.2 นอกจากนี้แบคทีเรียในสกุล
นี้ไม่อยู่ในบัญชีรายการเช้ือโรคควบคุมตามพระราชบัญญัติเช้ือโรคและพิษจากสัตว์  พ.ศ. 2558 ท าให้มีความ
น่าสนใจท่ีจะน าไปศึกษาต่อ 
 
ตารางท่ี 3.1 ปริมาณน้ ามันท่ีลดลงของแบคทีเรียหลังการย่อยสลายน้ ามันปิโตรเลียมชนิดและความเข้มข้นต่างๆ 

สาย
พันธุ ์

ความเข้มข้นน้ ามัน (เปอร์เซ็นต์) ระยะ 
เวลา (วัน) 

ปริมาณน้ ามันท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) 
น้ ามันดิ

บ 
น้ ามันดีเซล น้ ามันเตา น้ ามันดิบ น้ ามันดีเซล น้ ามันเตา 

Chan2-
2 
 

0.25 0.25 0.25 7 59.96±4.8
0 

34.97±2.5
2 

56.50±2.89 

0.5 0.5 0.5 14 50.86±5.3
5 

- 35.31±2.41 

1 1 1 21 48.52±1.8
8 

- 35.87±2.69 

MO2-1 0.25 0.25 0.25 7 56.90±1.1
1 

66.80±0.8
7 

48.37±4.12 

0.5 0.5 0.5 14 34.29±4.7
2 

31.99±4.7
2 

- 

1 1 1 21 38.13±3.1
8 

14.02±0.5
2 

- 

MO2-4 0.25 0.25 0.25 7 50.53±1.0
3 

52.54±0.8
7 

54.18±0.77 

0.5 0.5 0.5 14 65.69±0.9
5 

54.16±2.0
7 

29.35±1.09 

1 1 1 21 47.17±3.3
6 

43.72±0.2
5 

34.07±2.07 
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สาย
พันธุ ์

ความเข้มข้นน้ ามัน (เปอร์เซ็นต์) ระยะ 
เวลา (วัน) 

ปริมาณน้ ามันท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) 
น้ ามันดิ

บ 
น้ ามันดีเซล น้ ามันเตา น้ ามันดิบ น้ ามันดีเซล น้ ามันเตา 

SAK2-2 0.25 0.25 0.25 7 60.12±1.7
1 

30.31±5.7
1 

30.15±5.49 

0.5 0.5 0.5 14 29.28±2.2
4 

- - 

1 1 1 21 48.27±4.4
1 

- - 

SS-B1-1 0.25 0.25 0.25 7 33.46±1.6
5 

69.12±1.4
3 

35.03±4.52 

0.5 0.5 0.5 14 - 46.79±5.6
0 

- 

1 1 1 21 - 45.16±2.3
6 

- 

SS-B1-5 0.25 0.25 0.25 7 16.26±2.9
2 

60.88±1.5
7 

39.76±4.62 

0.5 0.5 0.5 14 - 43.68±1.7
6 

- 

1 1 1 21 - 15.39±1.3
1 

- 

SS-C1-
1 

0.25 0.25 0.25 7 59.42±1.5
8 

62.01±0.9
9 

39.12±4.58 

0.5 0.5 0.5 14 39.35±3.4
5 

13.44±1.0
1 

- 

1 1 1 21 46.22±1.5
1 

42.39±2.0
0 

- 
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สาย
พันธุ ์

ความเข้มข้นน้ ามัน (เปอร์เซ็นต์) ระยะ 
เวลา (วัน) 

ปริมาณน้ ามันท่ีลดลง (เปอร์เซ็นต์) 
น้ ามันดิ

บ 
น้ ามันดีเซล น้ ามันเตา น้ ามันดิบ น้ ามันดีเซล น้ ามันเตา 

TY4-1 0.25 0.25 0.25 7 33.81±3.8
8 

57.40±2.4
6 

46.94±5.80 

0.5 0.5 0.5 14 - 46.65±4.1
9 

- 

1 1 1 21 - 40.04±1.5
4 

- 

TY4-1 0.25 0.25 0.25 7 26.71±4.1
1 

76.47±2.2
6 

57.51±2.77 

0.5 0.5 0.5 14 - 53.00±1.3
8 

47.85±3.61 

1 1 1 21 - 23.16±1.1
6 

55.21±0.91 

TY5-2 0.25 0.25 0.25 7 26.25±3.3
2 

52.08±2.1
2 

63.74±1.30 

0.5 0.5 0.5 14 - 38.53±3.2
1 

56.01±4.83 

1 1 1 21 - 43.74±1.3
1 

59.35±1.71 

TY5-3 0.25 0.25 0.25 7 48.72±4.3
1 

16.17±3.9
4 

61.90±2.31 

0.5 0.5 0.5 14 - - 40.16±0.25 
1 1 1 21 - - 57.37±2.14 

หมายเหตุ – หมายถึงไม่ได้ท าการทดลอง 
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ตารางท่ี 3.2 แบคทีเรียสกุล Sphingobium ท่ีมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน 

แบคทีเรีย ความสามารถในการย่อยสลาย เอ้างอิง 
Sphingobium sp. P2 แนพธาลีน, อะซีแนพทรีน,  

อะซีแนพธิลีน, ฟีแนนทรีน, 
ไ ด เบ น โซฟู แ รน , ฟ ลูออแ รนธี น , 
ฟลูออรีน, แอนทราซีน 
น้ ามันหล่อล่ืน 

Pinyakong แ ละ คณะ  (2000); 
Supaka และคณะ (2001) 
 
 
Khondee และคณะ, 2012 

Sphingobium sp. HV3 แนพธาลีน, ฟลูออรีน, ฟีแนนทรีน Sipila และคณะ, 2010 
S. chlorophenolicum C3R ฟีแนนทรีน Colombo และคณะ, 2011 
Sphingobium sp. PNB ฟีแนนทรีน Roy และคณะ, 2012 
Sphingobium sp. KK22 ฟีแนนทรีน, เบนซ์[เอ]แอนทราซีน Maeda และคณะ, 2013 
Sphingobium sp. DhA-95 น้ ามัน JetA-1 Yu และคณะ, 2000 

  
        เมื่อทดสอบการทนต่อโลหะหนักของ Sphingobium sp. MO2-4 พบว่าสายพันธุ์ MO2-4 สามารถอยู่รอด
ประมาณ 82, 36 และ 70% ต่อทองแดง ตะกั่ว และ สังกะสี ความเข้มข้นถึง 100 โมโครกรัมต่อลิตรได้ ซึ่งโลหะ
หนักเหล่านี้มีรายงานของ Chaiyara และคณะ (2013) รายงานว่าพบในแม่น้ าเจ้าพระยา แม่น้ าท่าจีน และแม่น้ า
แม่กลอง ได้แก่ แคดเมียม (ความเข้มข้น 0.03, 0.03, 0.02 โมโครกรัมต่อลิตร ตามล าดับ) ทองแดง (ความเข้มข้น 
0.81, 0.46 โมโครกรัมต่อลิตร ตามล าดับ), ตะกั่ว (ความเข้มข้น 0.43, 0.43, 0.08 โมโครกรัมต่อลิตร ตามล าดับ) 
และสังกะสี (ความเข้มข้น 0.19, 0.53, 0.19 โมโครกรัมต่อลิตร ตามล าดับ) จากผลการทดสอบพบว่าสายพันธุ์ 
MO2-4 สามารถทนต่อความเข้มข้นของโลหะหนักท่ีสูงกว่าความเข้มข้นที่พบในแม่น้ าหลายเท่า 
         
       จากการวิเคราะห์ข้อมูลไมโครไบโอมของตัวอย่างฟองน้ า 26 ตัวอย่าง พบว่ามีความหลากหลายของ
แบคทีเรีย โดยพบแบคทีเรียไฟลัม Proteobacteria เป็นประชากรหลักในทุกตัวอย่าง ซึ่งแบคทีเรียกลุ่มดังกล่าว
มักพบเป็นประชากรเด่นในส่ิงแวดล้อม ท้ังในดิน (Janssen, 2006) ดินตะกอน (Wang และคณะ, 2012; Mason 
และคณะ, 2014) น้ าทะเล (Feng และคณะ, 2009) รวมถึงสามารถพบในฟองน้ าทะเลอีกด้วย (Radax และคณะ, 
2009) และยังเป็นกลุ่มแบคทีเรียท่ีส าคัญท่ีพบในบริเวณท่ีมีการปนเปื้อนสารพิษ เช่น น้ ามัน  (Harayama และ
คณะ, 2004) PAHs (Zhang และคณะ , 2010) และโลหะหนักอีกด้วย (Margesin และคณะ, 2011) โดยกลุ่ม
แบคทีเรีย ท่ีมักพบในฟองน้ าทะเล ไ ด้แก่  Acidobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi, Nitrospira และ
Proteobacteria โดยเฉพาะในคลาส Alpha-, Delta- และ Gammaproteobacteria (Webster และคณะ , 
2009) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยนี้ท่ีพบ Gammaproteobacteria และ Alphaproteobacteria เป็นประชากร
เด่นในทุกตัวอย่างฟองน้ า 
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4. สรุป 

 
ปัญหาการปนเป้ือนน้ ามันปิโตรเลียมในส่ิงแวดล้อมทางทะเล ส่งผลกระทบต่อระบบนิเวศและเศรษฐกิจ

ของประเทศ ดังนั้นงานวิจัยนี้มีเป้าหมายเพื่อคัดแยกกลุ่มแบคทีเรีย และแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ที่มี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ ามันดิบจากตัวอย่างฟองน้ าทะเลท่ีเก็บจากทะเลจังหวัดชลบุรีและจังหวัดชุมพร 
จากข้อมูลไมโครไบโอมพบว่าในฟองน้ าทะเลมีความหลากหลายของแบคทีเรีย และยังพบกลุ่มแบคทีเรียท่ีส าคัญท่ี
มักพบในบริเวณท่ีมีการปนเป้ือนสารพิษ และเมื่อตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอน พบว่าในตัวอย่างฟองน้ าทะเลมียีนท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน
หลากหลายยีน แสดงให้เห็นว่ามีแบคทีเรียท่ีมีบทบาทในการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนอยู่ในฟองน้ า และ
เมื่อเพิ่มกลุ่มแบคทีเรียดังกล่าว พบว่าสามารถคัดแยกกลุ่มแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ ามันดิบได้
ท้ังหมด 13 กลุ่มแบคทีเรีย ซึ่งมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ ามันดิบ 0.25 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ได้ 
60–92 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 7 วัน และสามารถคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์บริสุทธิ์ท่ีมีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
น้ ามันดิบ ได้ท้ังหมด 19 สายพันธุ์ ได้แก่ แบคทีเรียในสกุล Pseudomonas 6 สายพันธุ์, Acinetobacter 1 สาย
พันธุ,์ Brevibacterium 2 สายพันธุ์ Aeromonas 1 สายพันธุ์ Enterobacter 2 สายพันธุ์ Bacillus 4 สายพันธุ์ 
Sphingobium sp. 1 สายพันธุ์ Methylobacterium sp. 1 สายพันธุ์ และ Microbacterium 1 สายพันธุ์ โดย
แบคทีเรีย 19 สายพันธุ์นี้มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ ามันดิบ น้ ามันดีเซลและน้ ามันเตา ความเข้มข้น 0.25 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ได้ 16-60 เปอร์เซ็นต์ 14-76 เปอร์เซ็นต์ และ 13-64 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ใน
เวลา 7 วัน โดยพบว่าแบคทีเรีย Sphingobium sp. MO2-4 เป็นแบคทีเรียท่ีมีความน่าสนใจ เนื่องจากสามารถ
ย่อยสลายน้ ามันปิโตรเลียมท้ัง 3 ชนิดได้มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ และยังย่อยสลายเตตระเดคเคน ฟีแนนทรีนและ
ไพรีนได้อีกด้วย นอกจากนี้ยังสามารถทนต่อโลหะหนักได้หลากหลายชนิด เช่น ทองแดง ตะกั่ว สังกะสี โคบอลต์ 
แคดเมียม และโครเมียม จึงจะน าแบคทีเรียดังกล่าวไปพัฒนาเป็นแบคทีเรียพร้อมใช้ส าหรับบ าบัดส่ิงแวดล้อม
ปนเป้ือนสารพิษโดยวิธีชีวภาพต่อไป  
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5. ข้อเสนอแนะ 
 

        จากงานวิจัยพบว่า Sphingobium sp. MO2-4 สามารถย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได้หลากหลาย
ชนิดและมีความสามารถในการทนต่อโลหะหนัก จึงควรน ามาศึกษาต่อยอดและพัฒนาเป็นแบคทีเรียตรึง ซึ่งจะ
สามารถช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพการใช้แบคทีเรียในการบ าบัดส่ิงแวดล้อมได้ โดยจะต้องมีการศึกษาวัสดุท่ีใช้ใน
การตรึง ซึ่งควรเป็นวัสดุท่ีหาง่าย เตรียมง่าย มีความสามารถในการดูดซับสารมลพิษได้ดี และแบคทีเรียสามารถยึด
เกาะได้ดี หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเซลล์ ทดสอบประสิทธิภาพของเซลล์ตรึงในการย่อยสลายและการดูดซับ
สารมลพิษในน้ าเสียสังเคราะห์ รวมถึงทดสอบประสิทธิภาพการใช้ซ้ าของวัสดุตรึงในน้ าเสียสังเคราะห์ในระบบ
บ าบัดจ าลองระดับห้องปฏิบัติการต่อไป  
        ในส่วนของการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียและยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายปิโตรเลียม
ไฮโดรคาร์บอนจากฟองน้ า จากข้อมูลท่ีได้มีความน่าสนใจท่ีจะน าไปเปรียบเทียบหาความสัมพันธ์ของข้อมูลไมโคร
ไบโอมท่ีได้กับข้อมูลชนิดของฟองน้ า เพื่อสร้างองค์ความรู้เกี่ยวกับประโยชน์จากแบคทีเรียในฟองน้ า ซึ่ง
ข้อเสนอแนะท้ังหมดนี้จะน าไปศึกษาต่อในปีท่ี 3 ของโครงการ 
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6. ผลผลิต  
 

1. งานวิจัยปีท่ี 2 ได้องค์ความรู้เกี่ยวกับความสามารถย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนของแบคทีเรียท่ีคัด
แยกได้  

2. งานวิจัยปีท่ี 2 ได้ข้อมูลไมโครไบโอมในฟองน้ าทะเลท่ีเก็บมาจากทะเลจังหวัดชลบุรีและจังหวัดชุมพร และ
ยีนท่ีเกี่ยวข้องในการย่อยสลายน้ ามันปิโตรเลียมในตัวอย่างฟองน้ า 

3. มีแผนจะน าผลการวิจัยในปีท่ี 1 รวมกับผลการวิจัยปีท่ี 2 บางส่วน เตรียมเป็น manuscript ส าหรับตีพิมพ์
เผยแพร่ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 
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ภำคผนวก 
สูตรอำหำรเลี ยงเชื อ 
อาหารเล้ียงเช้ือ Luria-Bertani (LB) 
 ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)      5 กรัม 
 ทิปโตน (Tryptone)       10 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       10 กรัม 
 ละลายสารท้ัง 3 ชนิดในน้ ากล่ันปรับความเป็นกรด-ด่าง ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)  
เข้มข้น 5 โมลาร์ จน pH เท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้าย 1,000 มิลลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ  
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 อาหารเล้ียงเช้ือแข็งละลายผงวุ้นหรือแบคโตอะการ์ 15 กรัม ต่ออาหาร 1,000 มิลลิลิตร  
ก่อนน าไปนึง่ฆ่าเช้ือ 
 
อาหารเล้ียงเช้ือ Natural sea water (NSW) 
 น้ าทะเล (Sea water)       200 มิลลิลิตร 
 น้ าปรอบประจุ        800 มิลลิลิตร 
 NH4NO3        1 กรัม 
 K2HPO4        0.02 กรัม 
 Ferric citrate        0.02 กรัม 
 ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)      0.5 กรัม 
น าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
ส่วนประกอบของน  ำมันดิบ 
Arab Extra Light (AXL) 
LPG      1.64 % 
TOPS (C5-C85)     9.18 % 
Naphtha (C85-C150)    14.08 % 
Kerosene (C150-C270)    24.06 % 
Gasoil (C270-C370)    18.39 % 
Waxy (C370-C570)    24.06 % 
SR (C570+)     8.59 % 
 
Arab Light (ARL) 
LPG      2.22 % 
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TOPS (C5-C85)     5.45 % 
Naphtha (C85-C150)    10.18 % 
Kerosene (C150-C270)    19.54 % 
Gasoil (C270-C370)    18.30 % 
Waxy (C370-C570)    28.62 % 
SR (C570+)     15.70 % 
 
ตัวอย่ำง Chromatogram 

 
ก). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

                    ข). 
รูปที่ 18 ประสิทธิภำพกำรย่อยสลำยน  ำมันดิบ 0.25% v/v ของ TY4 ในเวลำ 7 วัน ก). ชุดควบคุม ข).ชุด

ทดลอง 
โครมำโตแกรมกำรวิเครำะห์ปริมำณน  ำมันดิบที่เหลืออยู่จำกกำรย่อยสลำยโดยแบคทีเรียกลุ่ม TY4 ในเวลำ 7 
วัน ก). ชุดควบคุม ข).ชุดทดลอง 
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