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บทคัดย�อ 

การฟอกหนังเปAนอุตสาหกรรมท่ีพบได$ท่ัวไปในทุกประเทศซ่ึงท้ิงสารปนเปBCอนความเข$มข$นสูงท่ี
ไม0สามารถสลายทางชีวภาพได$ออกมากับน้ําท้ิง ท่ีจําเปAนต$องอาศับเทคโนโลยีในการกําจัดท่ีมีประสิทธ
ภาพเพ่ือรักษาสิ่งแวดล$อมต0อไป  หนึ่งในสารปนเปBCอนหลักท่ีพบในน้ําท้ิงจากอุตสาหกรรมฟอกหนังนี้
คือโครเมียม ซ่ึงเฮกซาวาเลนซ�โครเมียมหรือ Cr(VI) นั้นจัดเปAนรูปวาเลนซ�ของโครเมียมท่ีมีอันตราย 
จัดเปAนสารก0อมะเร็งท่ีสามารถละลายน้ําได$ในทุกค0าพีเอช การรีดักชั่น Cr(VI) ด$วยแบคทีเรียได$มีการ
ยืนยันแล$วว0าเปAนวิธีการกําจัด Cr(VI) ท่ีมีประสิทธิภาพและเปAนมิตรกับสิ่งแวดล$อม แต0ประสิทธิภาพ
ของแบคทีเรียท่ีจะใช$ในการกําจัดยังคงมีข$อจํากัดตามปLจจัยทางกายภาพ เช0น ค0าพีเอช อุณหภูมิ และ
หรือความเค็มของน้ําท้ิงท่ีจะใช$ในการบําบัด ด$วยเหตุนี้งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค�ท่ีจะค$นหา
แบคทีเรียชนิดใหม0ท่ีมีศักยภาพสูงในการกําจัด Cr(VI) ทางชีวภาพ โดยทําการคัดเลือกจากแบคทีเรียท่ี
พบมีในห$องปฏิบัติการ ผ0านการมีของชิ้นยีนท่ีกําหนดการสร$างเอนไซม�โครเมทรีดักเทส ซ่ึงเปAน
เอนไซม�หลักท่ีใช$ในการรี ดักชั่นโครเมียม ผลการทดลองพบแบคทีเรียจํานวน 5 ชนิด ได$แก0 
Acinetobacter baylyi, Bacillus megaterium, B. cereus, B. subtilis และ Streptococcus 
sciuri มียีนท่ีกําหนดการสร$างเอนไซม�โครเมทรีดักเทส ซ่ึงสามารถผลิตเอนไซม�ได$ท่ีค0าแอคติวิตีในช0วง 
2-10 หน0วยต0อมิลลิลิตร โดยพบว0าแบคทีเรียจํานวน 3 ชนิดในสกุล Bacillus คือ B. megaterium, 
B. cereus และ B. subtilis สามารถเจริญและทดต0อสภาวะท่ีมี Cr(VI) ความเข$มข$นสูง (≤ 50 
มิลลิกรัมต0อลิตร) ได$โดยสามารถกําจัด Cr(VI) ได$อย0างสมบูรณ�ในสภาวะท่ีมีเกลือสูงถึงร$อยละ 7.5 
(น้ําหนักต0อปริมาตร) ด$วยเหตุนี้จึงเลือกแบคทีเรียท้ังสามชนิดนี้มาทําการศึกษาต0อไป  

การศึกษาการกําจัด Cr(VI) ท่ีความเข$มข$น 20 มิลลิกรัมต0อลิตร ในระบบแบบแบทพบว0า  
B. megaterium สามารถกําจัด Cr(VI) ได$อย0างสมบูรณ�ภายในเวลา 12 ชั่วโมง ภายใต$สภาวะ
เหมาะสมคือ อุณหภูมิ 30-45 องศาเซลเซียส ค0าพีเอชเท0ากับ 7.0 โดยใช$ความเร็วในการเขย0าเท0ากับ 
250 รอบต0อนาที โดยพบว0าทริปโตนและฟรุคโตสเปAนตัวให$อิเล็กตรอนท่ีเหมาะสมต0อการเจริญและ
การรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium นอกจากนี้ยังพบประสิทธิภาพในการรีดักชั่น Cr(VI) ท่ีสูง
มากกว0าร$อยละ 90 เม่ือใช$กลีเซอรอล กลูโคส โซเดียมอะซิเตท และแลคโตสเปAนตัวให$อิเล็กตรอน 
สําหรับการปนเปBCอนของโลหะหนักในระบบไม0พบการรบกวนประสิทธิภาพในการรีดักชั่นของ Cr(VI) 
โดยแบคทีเรีย ยกเว$นการมีของ Ag+ และ Hg2+  

เซลล�อิสระของ B. cereus สามารถรีดักชั่น Cr(VI) ความเข$มข$น 25 มิลลิกรัมต0อลิตร ได$
สมบูรณ�ในสภาวะหมาะสมคือ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค0าพีเอช 7.0 ความเร็วในการกวน 50 รอบ
ต0อนาที และหัวเชื้อร$อยละ 25 โดยใช$ฟรุคโตสเปAนตัวให$อิเล็กตรอน ในสภาวะท่ีไม0มีไอออนของโลหะ
หนักท่ีไม0ใช0 Cu2+ และ Ba2+ ขณะท่ี B. subtilis สามารถกําจัด Cr(VI) ในน้ําเสียสังเคราะห�ท่ีใช$ 
ทริปโตนเปAนตัวให$อิเล็กตรอนและมี Cr(VI) ความเข$มข$นเริ่มต$น 20 มิลลิกรัมต0อลิตร ได$อย0างสมบูรณ�
ท่ีค0าพีเอช 7.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด$วยการกวนท่ีความเร็ว 200 รอบต0อนาทีและใช$หัวเชื้อต้ัง
ต$นร$อยละ 10 โดยพบว0าประสิทธิภาพในการรีดักชั่นจะเพ่ิมข้ึนเม่ือมีไอออนของ Zn2+ และ Cu2+ 
ปนเปBCอน ผลการทดลองท่ีได$แสดงให$เห็นถึงศักยภาพของ B. megaterium, B. cereus และ B. 
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subtilis ท่ีจะนํามาใช$ในการกําจัด Cr(VI) ท่ีปนเปBCอนมากับน้ําท้ิงจากกระบวนการอุตสาหกรรมต0อไป
ในอนาคต  

คําสําคัญ  การรีดักชั่นทางชีวภาพ, เฮกซาวาเลนซ�โครเมียม, การกําจัด Cr(VI), Bacillus sp.  
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Abstract 

Leather tanning is a wide common industry all over the world. The high 
concentrations of pollutants with low biodegradability in tannery wastewater 
represent a serious and actual technological and environmental challenge. 
Chromium is one of the major contaminants in the effluents and demands special 
attention. Among the two stable valence states of chromium, the hexavalent 
chromium, Cr(VI) is remarkably hazardous because its properties of carcinogenic and 
water soluble in the full pH range. Reduction of Cr(VI) by bacteria has been found to 
be an efficient and environmental friendly strategy to solve chromate pollution. 
However, the performance of these bacteria suffers when pH, temperature, and/or 
salinity fluctuate. This study aims to explore a novel bacterium with potential to 
biological removal of Cr(VI). 

Bacteria from laboratory stock were preliminary screened as candidate of Cr(VI) 
reducers based on the presence of a chromate reductase gene. Five bacteria 
including Acinetobacter baylyi, Bacillus megaterium, B. cereus, B. subtilis and 
Streptococcus sciuri contained the chromate reductase gene. Assay of chromate 
reductase activity revealed enzyme production in the range of 2-10 U/mL. However, 
three bacteria in the genus Bacillus, B. megaterium, B. cereus and B. subtilis exhibited 
relatively high tolerance to Cr(VI) (≤ 50 mg/L) and whole reduction of Cr(VI) in the 
salty condition up to 7.5% (w/v). Hence, these bacteria were selected for further 
studies.  

Study on the removal of 20 mg/L Cr(VI) in batch experiments by B. megaterium 
showed complete reduction of Cr (VI) within 12 hours under optimized conditions of 
temperature 30-45 °C, pH 7.0 and 250 rpm. Tryptone and fructose were found to be 
an effective electron donor for growth of B. megaterium and Cr (VI) reduction. High 
reduction of Cr (VI) (≥ 90%) was also obtained for glycerol, glucose, sodium acetate 
and lactose. Presence of metal ions except Ag+ and Hg2+ did not affect reduction 
ability of B. megaterium.  

Free-cells of B. cereus showed complete reduction of 25 mg/L Cr(VI) at the 
optimum condition of temperature 37 °C, pH 7.0, shaking velocity (50 rpm) and 
biomass dose (25% culture inoculums) in the absence of metal ions except Cu2+ and 
Ba2+ and use of fructose as electron donor. B. subtilis showed complete reduction of 
20 mg/L Cr(VI) at pH 7.0 and 37 °C, 200 rpm of shaking velocity by using 10% of 
biomass dose. Tryptone was found to be the best electron donor for the Cr(VI) 
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reduction and the presence of Zn2+ and Cu2+ did not affect reduction ability of B. 
subtilis. Our finding evidently shows that B. megaterium, B. cereus and B. subtilis are 
a potential candidate to practically biotreat the industrial effluents containing Cr(VI) 
in the future.   
 
Keywords:  Bioreduction, Hexavalent chromium, Cr(VI) removal, Bacillus sp.  
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หน$า 

 
71 
72 
73 
74 
75 
77 
79 
81 
83 
85 
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สารบัญตาราง 

 

ตารางท่ี  หน$า 
 1  Cr(VI) ท่ีใช$ในอุตสาหกรรมต0างๆ 18 
 2  สารดูดซับทางชีวภาพท่ีใช$ในการกําจัด Cr(VI) 20 
 3  การดูดซับ Cr(VI) โดยจุลินทรีย� 21 
 4  แบคทีเรียในห$องปฏิบัติการท่ีใช$ในการวิจัย 27 
 5  ผลของแหล0งคาร�บอนต0อการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium 41 
 6  ผลของไอออนโลหะต0อการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium 
 7  ผลของแหล0งคาร�บอนต0อการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. cereus 
 8  ผลของไอออนโลหะต0อการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. cereus 
 9  ผลของแหล0งคาร�บอนต0อการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. subtilis 
10 ผลของไอออนโลหะต0อการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. subtilis 

42 
47 
47 
51 
52 
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สารบัญภาพ 

 
ภาพท่ี  หน$า 
 1   กลไกในการรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรียในสภาวะท่ีมีและไม0มีออกซิเจน 25 
 2   ปฏิกิริยาระหว0าง Cr(VI) กับ 1,5-diphenylcarbazide 28 
 3   การวิเคราะห�อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของตัวอย0างจาก Acinetobacter baylyi 31 
 4   การวิเคราะห�อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของตัวอย0างจาก Bacillus megaterium 31 
 5   การวิเคราะห�อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของตัวอย0างจาก Bacillus cereus 32 
 6   การวิเคราะห�อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของตัวอย0างจาก Bacillus subtilis 32 
 7   การวิเคราะห�อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของตัวอย0างจาก Streptococcus sciuri 33 
 8   ลําดับดีเอ็นเอท่ีหาได$จากผลิตภัณฑ�พีซีอาร�ของแบคทีเรียท้ังห$าสายพันธุ� 34 
 9   การเทียบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนท่ีคาดเดาจากยีนโครเมทรีดักเทสท่ีเตรียมได$ 
     จากแบคทีเรียท้ังห$าสายพันธุ�   

34 

10  การเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรียท้ังห$าสายพันธุ� 36 
11  การรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรียเม่ือใช$ความเข$มข$น Cr(VI) เริ่มต$นต0างกัน 37 
12  ผลของความเข$มข$นเกลือ NaCl ต0อการรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรีย 37 
13  ผลของค0าพีเอชเริ่มต$นต0อการเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium 38 
14  การเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium ท่ีความเร็วในการเขย0าต0างกัน 39 
15  ผลของอุณหภูมิต0อการเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium 
16  ผลของความเข$มข$นเริ่มต$นของ Cr(VI) ต0อการเจริญและความสามารถในการรีดักชั่นของ  
     B. megaterium 

39 
  40 

17  การเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium ท่ีเวลาต0างกัน 
18  ผลของปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นต0อเจริญและการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus 

41 
43 

19  ผลของค0าพีเอชเริ่มต$นของน้ําเสียสังเคราะห�ต0อการเจริญและการกําจัด Cr(VI) ของ  
     B. cereus 
20  ผลของอุณหภูมิต0อการเจริญและการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus 
21  ผลของความเร็วในการเขย0าต0อการเจริญและการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus 
22  ผลของความเข$มข$น Cr(VI) ต0อการเจริญและการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus 
23  การติดตามการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus 
24  ผลของปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นต0อการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ  
     B. subtilis 
25  ผลของค0าพีเอชเริ่มต$นของน้ําเสียสังเคราะห�ต0อการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ�  
     Cr(VI) ของ B. subtilis 
 

43 
 

44 
45 
45 
46 
48 

 
48 
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สารบัญภาพ (ต�อ) 

 
ภาพท่ี  หน$า 
26  ผลของอุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อต0อการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI)  
     ของ B. subtilis 
27  ผลของความเร็วในการเขย0าต0อการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI)  
     ของ B. subtilis 
28  ผลของความเข$มข$นโครเมียมเริ่มต$นต0อการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI)  
     ของ B. subtilis 
29  การติดตามการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. subtilis 

49 
 

50 
 

50 
 

51 
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คําอธิบายสัญลักษณ0และคําย�อท่ีใช5ในการวิจัย 

 
 <  = น$อยกว0า 
 ±  = บวกหรือลบ 
 %  = ร$อยละ 
 °C  = องศาเซลเซียส 
 h  = ชั่วโมง 
 kV  = กิโลโวลล� 
 min  = นาที 
 mg/L  = มิลลิกรัมต0อลิตร 
 OD  = Optical density 
 Pa  = ปาสคาล 
 pH  = ค0าความเปAนกรด-ด0าง, ค0าพีเอช 
 ppm  = ส0วนในล$านส0วน 
 R2  = Regression coefficient 
 rpm  = ความเร็วรอบต0อนาที 
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บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ความสําคัญและที่มาของป<ญหา 

การฟอกหนัง (Tanning) คือกระบวนการเตรียมพ้ืนผิวของหนังสัตว�ให$พร$อมก0อนท่ีจะนํามาผลิต
เปAนเครื่องหนัง ซ่ึงเปAนหนึ่งในอุตสาหกรรมท่ีเก0าแก0ท่ีสุดในโลกและรองรับความต$องการของประชากร
ในทุกภาคส0วน เม่ือจํานวนประชากรเพ่ิมสูงข้ึนส0งผลให$การใช$หนังฟอกนั้นมีความต$องการเพ่ิมสูงข้ึน
ด$วย จึงนําไปสู0การขยายตัวของกิจการฟอกหนังจากกิจการระดับเล็กไปสู0อุตสาหกรรมระดับใหญ0ข้ึน 
สําหรับประเทศไทยท่ีจัดเปAน 1 ใน 4 ของประเทศท่ีมีการส0งออกหนังฟอกและผลิตภัณฑ�ท่ีทําจาก
เครื่องหนังมากท่ีสุดในโลก (Ramanujam et al., 2009) ประกอบกับนโยบายของภาครัฐท่ีส0งเสริมให$
ประเทศไทยเปAนเมืองแฟชั่นเสื้อผ$าและเครื่องแต0งกาย ทําให$อุตสาหกรรมเครื่องหนังมีกําลังขยายตัว
เพ่ิมข้ึนด$วย จึงไม0สามารถหลีกเลี่ยงกับปLญหามลพิษท่ีจะตามมาได$ ในกระบวนการฟอกหนังเริ่มจาก
วัตถุดิบท่ีเปAนหนังเค็ม (หนังแช0เกลือ) ผ0านขบวนการต0างๆ จนได$เปAนหนังสําเร็จพ0นสีท่ีพร$อมส0ง
จําหน0ายได$นั้นจําเปAนต$องมีการใช$วัตถุดิบเคมีภัณฑ� พลังงาน และน้ําเปAนจํานวนมาก ท่ีกลายเปAนของ
เสียท่ีทําให$เกิดปLญหาสิ่งแวดล$อม เช0น น้ําเสีย อากาศเสีย และกากของเสียจากการผลิต โดยพบว0า
ปLญหาหลักของโรงงานฟอกหนังคือ น้ําเสียท่ีมีโลหะหนักจากการฟอกโครมปนเปBCอนและกลิ่นเหม็นท่ี
ยังไม0สามารถแก$ไขได$อย0างเปAนการถาวร (Khan et al., 1999) 

โครเมียม (Chromium) เปAนหนึ่งในสารปนเปBCอนหลักท่ีพบในน้ําท้ิงจากกระบวนการฟอกหนัง
และยังคงต$องได$รับการกําจัดด$วยวิธีเฉพาะ โดยรูปเสถียรของโครเมียมท่ีพบการปนเปBCอนสูงท่ีสุดในน้ํา
ท้ิงจากกระบวนการฟอกหนัง ได$แก0 ไทรวาเลนซ�โครเมียม (trivalent chromium) หรือ Cr(III) ท่ี
สามารถละลายน้ําได$น$อย มีความเปAนพิษน$อยกว0า และเปAนท่ีทราบดีว0า Cr(III) ในปริมาณตํ่า จะเปAน
สารอาหารท่ีสําคัญสําหรับการเจริญและเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย� (Xu et al., 2013) และเฮกซาวา
เลนซ�โครเมียม (hexavalent chromium) หรือ Cr(VI) ท่ีจัดเปAนสารอันตรายเนื่องจากเปAนสารก0อ
มะเร็ง (carcinogen) และสารมิวทาเจน (mutagen) สําหรับสิ่งมีชีวิต นอกจากนี้ยังสามารถละลาย
น้ําได$ในทุกค0าพีเอชทําให$พบการตกค$างในสิ่งแวดล$อมท่ีหลากหลายได$ (Megharaj et al., 2003; 
Mohanty et al., 2006) ซ่ึงเคยมีรายงานของ USEPA พบการปนเปBCอนของ Cr(VI) ในน้ําท้ิงจาก
กระบวนการฟอกหนังปริมาณสูงถึง 0.05 มิลลิกรัมต0อลิตร (Laxman & More, 2002) ซ่ึงโรงงาน
ฟอกหนังทุกแห0งจําเปAนอย0างยิ่งท่ีจะต$องทําการกําจัดโครเมียมในน้ําท้ิงก0อนปล0อยสู0สิ่งแวดล$อมต0อไป 
(Cronje et al., 2011)  

การกําจัดโครเมียมในอดีต นิยมทําโดยการเติมสารเคมีให$เกิดการตกตะกอน (chemical 
precipitation) หรือการแยกโดยใช$เมมเบรน (membrane based separation) หรือ เรซินแลก
เปลี่ยนไอออน (ion exchange resin) แต0วิธีเหล0านี้ก็ยังไม0สามารถกําจัดโครเมียมได$อย0างสมบูรณ� 
รวมท้ังเกิดการผลิตกากตะกอนท่ีมีความเปAนพิษ และใช$ต$นทุนในการกําจัดท่ีสูงอีกด$วย เนื่องจากการ
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เกิดปฏิกิริยารีดักชั่น (chemical reduction) ของ Cr(VI) เปAน Cr(III) นั้นต$องใช$สารเคมีในปริมาณสูง 
ส0วนการแยกโดยใช$เมมเบรนและกระบวนการแลกเปลี่ยนไอออนต$องใช$เครื่องมือท่ีมีต$นทุนสูงและ
คนงานท่ีมีประสบการณ� (Eckenfedler, 1989; Philip et al., 1998; Liu et al., 2010) ด$วยเหตุนี้
การพัฒนาวิธีการกําจัดโครเมียมท่ีมีประสิทธิภาพและเปAนมิตรกับสิ่งแวดล$อมจึงเปAนประเด็นท่ีได$รับ
ความสนใจเพ่ิมมากข้ึน 

การประยุกต�ใช$จุลินทรีย�ในการกําจัดโลหะหนักท่ีปนเปBCอนมากับน้ําท้ิงเปAนอีกวิธีหนึ่งท่ีกําลังได$รับ
ความสนใจ ซ่ึงมีรายงานยืนยันแล$วว0าจุลินทรีย�สามารถปรับตัวเพ่ือการเจริญได$ในสภาวะท่ีมีโลหะหนัก 
และจะป�องกันตัวเองจากพิษของโลหะหนักผ0านการเปลี่ยนรูปโลหะหนักนั้นให$เปAนสารท่ีมีพิษน$อยลง 
ด$วยปฏิกิริยารีดักชั่น (reduction) ออกซิเดชั่น (oxidation) หรือการตกตะกอน (precipitation) 
(Wang & Shen, 1995) ซ่ึงเคยมีรายงานพบแบคทีเรียหลายชนิดท่ีสามารถรีดิวส� Cr(VI) เปAน Cr(III) ท่ี
มีความเปAนพิษน$อยลงได$ (Wang & Shen, 1995; Shen & Wang, 1995; Laxman & More, 2002) 
จากการทํางานของเอนไซม�โครเมทรีดักเทส (chromate reductase) ท่ีอยู0ในเซลล�ส0งอิเล็กตรอนจาก 
NADH หรือ NADPH ให$โครเมท (Bopp & Elrich, 1988; Wang & Shen, 1997; Philip et al., 
1998; Murugavelh & Mohanty, 2012) ซ่ึงการใช$แบคทีเรียกําจัดโครเมียมมีข$อดีเหนือการใช$
สารเคมีกําจัดคือ สามารถกําจัดได$อย0างสมบูรณ�แม$ปริมาณของโครเมียมท่ีพบจะมีเพียงเล็กน$อย ซ่ึง
การใช$สารเคมีกําจัดไม0สามารถทําได$ นอกจากนี้ การใช$สารเคมีกําจัดโครเมียมนั้นจําเปAนต$องมีการ
ปรับค0าพีเอชของน้ําท้ิงให$มีความเปAนกรด (ค0าพีเอช 2 หรือ 3) ขณะท่ีการใช$แบคทีเรียกําจัดโครเมียม
สามารถดําเนินการได$ในช0วงค0าพีเอชใกล$เคียงความเปAนกลาง ท่ีไม0ทําให$เกิดปLญหาการตกค$างของน้ํา
ท้ิงท่ีมีความเปAนกรดลงสู0สิ่งแวดล$อมต0อไป (Shen & Wang, 1995; Murugavelh & Mohanty, 
2012) จากข$อเท็จจริงข$างต$น ทําให$โครงการวิจัยนี้สนใจท่ีจะคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการ
กําจัดโครเมียมผ0านการทํางานของเอนไซม�โครเมทรีดักเทส เพ่ือนํามาผลิตเปAนเอนไซม�ตรึงท่ีมี
ศักยภาพสูงในการกําจัดโครเมียม เพ่ือเปAนองค�ความรู$ใหม0ท่ีสามารถถ0ายทอดให$ภาคอุตสาหกรรมฟอก
หนังนํามาพัฒนาต0อยอดและใช$ในการบําบัดน้ําท้ิงท่ีเกิดข้ึนต0อไป โดยในป2ท่ี 1 ของการดําเนินงานวิจัย
จะมุ0งสนใจไปท่ีการคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการกําจัดโครเมียมจากตัวอย0างดินท่ีมีการ
ปนเปBCอนโครเมียม การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะ การระบุชนิด และการหาสภาวะเพาะเลี้ยงท่ี
เหมาะสมของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได$  

1.2 วัตถุประสงค0ของการวิจัย (ปAที่ 1 ปAงบประมาณ พ.ศ. 2560) 

คัดแยกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการกําจัดโครเมียมจากตัวอย0างดินท่ีมีการปนเปBCอน
โครเมียม ศึกษาคุณลักษณะเฉพาะ ระบุชนิด และหาสภาวะเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมของแบคทีเรียท่ีคัด
แยกได$ 
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บทท่ี 2 
  

การทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวข5อง 
 

2.1 ทฤษฏีและงานวิจัยที่เกี่ยวข5อง 

2.1.1 กระบวนการฟอกหนัง 
การฟอกหนัง (Tanning) คือกระบวนการเตรียมพ้ืนผิวของหนังสัตว�ให$พร$อมก0อนท่ีจะ

นํามาผลิตเปAนเครื่องหนัง ซ่ึงเปAนหนึ่งในอุตสาหกรรมท่ีเก0าแก0ท่ีสุดในโลกและรองรับความต$องการของ
ประชากรในทุกภาคส0วน เม่ือจํานวนประชากรเพ่ิมสูงข้ึนส0งผลให$การใช$หนังฟอกนั้นมีความต$องการ
เพ่ิมสูงข้ึนด$วย จึงนําไปสู0การขยายตัวของกิจการฟอกหนังจากกิจการระดับเล็กไปสู0อุตสาหกรรมระดับ
ใหญ0ข้ึน สําหรับประเทศไทยท่ีจัดเปAน 1 ใน 4 ของประเทศท่ีมีการส0งออกหนังฟอกและผลิตภัณฑ�ท่ีทํา
จากเครื่องหนังมากท่ีสุดในโลก (Ramanujam et al., 2009) ประกอบกับนโยบายของภาครัฐท่ี
ส0งเสริมให$ประเทศไทยเปAนเมืองแฟชั่นเสื้อผ$าและเครื่องแต0งกาย ทําให$อุตสาหกรรมเครื่องหนังมีกําลัง
ขยายตัวเพ่ิมข้ึนด$วย จึงไม0สามารถหลีกเลี่ยงกับปLญหามลพิษท่ีจะตามมาได$ ในกระบวนการฟอกหนัง
เริ่มจากวัตถุดิบท่ีเปAนหนังเค็ม (หนังแช0เกลือ) ผ0านขบวนการต0างๆ จนได$เปAนหนังสําเร็จพ0นสีท่ีพร$อม
ส0งจําหน0ายได$นั้นจําเปAนต$องมีการใช$วัตถุดิบเคมีภัณฑ� พลังงาน และน้ําเปAนจํานวนมาก ท่ีกลายเปAน
ของเสียท่ีทําให$เกิดปLญหาสิ่งแวดล$อม เช0น น้ําเสีย อากาศเสีย และกากของเสียจากการผลิต โดย
พบว0าปLญหาหลักของโรงงานฟอกหนังคือ น้ําเสียท่ีมีโลหะหนักจากการฟอกโครมปนเปBCอนและกลิ่น
เหม็นท่ียังไม0สามารถแก$ไขได$อย0างเปAนการถาวร (Khan et al., 1999) 

กระบวนการฟอกหนังสามารถแบ0งออกได$เปAน 3 ข้ันตอนหลัก คือ  
(1) การเตรียมหนังก0อนฟอก (beam house process) ท่ีจะต$องมีการกําจัดส0วนท่ีไม0

ต$องการ เช0น ขนสัตว� เศษหนัง และคราบไขมันออกจากหนังดิบก0อน เพ่ือเตรียมหนังดิบให$อยู0ใน
สภาพท่ีพร$อมจะฟอก ในข้ันตอนนี้จะมีการแช0น้ําปูน กัดขนออกด$วยซัลไฟด�หรือเอนไซม�โปรติเอส 
(proteolytic enzymes) ขูดพังผืด แล0หนัง ล$างน้ําปูน และบ0มหนังในน้ํายาท่ีมีสารต$านการเจริญของ
แบคทีเรียและเชื้อรา ท่ีนิยมใช$ได$แก0 ไดไทโอคาร�บาเมต (dithiocarbamate) หรือ 2-(ไทโอไซยาโน
เมทิลไทโอ) เบนโซไทอะโซล (2-(thiocyanomethylthio) benzothiazole) เปAนระยะเวลา 6 ชม. 
ถึง 12 วัน ทําให$ในข้ันตอนนี้มีการปล0อยน้ําท้ิงท่ีมีฤทธิ์เปAนด0างอย0างแรงท่ีมีสิ่งเจือปนท่ีเปAนสารจําพวก
โปรตีนและไขมัน ขนสัตว�  ตลอดจนสารเคมีท่ีใช$ ในข้ันตอน เช0น ปูนขาว สารลดแรงตึงผิว 
(surfactant) แอมโมเนียม (ammonium) อัลคาไลน� (alkaline) ซัลไฟด� (sulfide) และยาฆ0าเชื้อ 
เปAนต$น ออกมากับน้ําท้ิง  

(2) การฟอก (tanning process) คือการเปลี่ยนสภาพหนังสัตว�ดิบซ่ึงเน0าเปB�อยได$ไปเปAน
หนังสําเร็จท่ีมีความคงตัวกว0า ไม0เน0าเปB�อย และมีความทนทานต0อสภาพอากาศและน้ําร$อน ซ่ึงใน
ข้ันตอนนี้จะมีการใช$สารเคมีบางชนิด ได$แก0 ฝาด (vegetable tanning) โครเมียม (chrome 
tanning) ร0วมกับเอนไซม�โปรติเอส และสารเคมีอ่ืนๆ เข$าไปทําปฏิกิริยากับโปรตีนคอลลาเจน 
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(collagen) ในหนัง (Rao et al., 2002; Sundar et al., 2011) ซ่ึงเคยมีรายงานว0ามีการเติมสารเคมี
ลงไปในข้ันตอนนี้ประมาณ 300 กิโลกรัมต0อหนังดิบ 1 ตันเลยทีเดียว (Verheijen et al., 1996) โดย
กระบวนการฟอกหนังด$วยโครเมียมหรือท่ีเรียกว0าการฟอกโครมนั้น เปAนวิธีท่ีได$รับความนิยมมากกว0า
การฟอกฝาดท่ีใช$แทนนิน (tannin) หรือสารสังเคราะห�ท่ีเปAนมิตรต0อสิ่งแวดล$อมเปAนตัวฟอก เนื่องจาก
ใช$เวลาสั้น สารเคมีราคาถูก และหนังท่ีผ0านการฟอกโดยวิธีนี้ยังทนต0อความร$อนและความชื้นได$ดีกว0า 
ซ่ึงเคยมีรายงานพบว0าร$อยละ 90 ของอุตสาหกรรมฟอกหนังใช$วิธีการฟอกโครมในข้ันตอนนี้ 
(Ramanujam et al., 2009) แต0ไม0ว0าการฟอกหนังจะดําเนินการโดยวิธีใด ก็มีความจําเปAนท่ีจะต$อง
ทําการดองกรดเสียก0อนเพ่ือปรับค0าพีเอชให$เหมาะสมกับปฏิกิริยาการฟอกหนัง และสารเคมีท่ัวไปท่ี
นิยมใช$ในข้ันตอนนี้คือ เกลือแกง กรดกํามะถัน และกรดฟอร�มิก (formic acid) ท่ีมีค0าพีเอชประมาณ 
3.5-4.0 ประกอบกับในระหว0างการฟอกอาจมีการเติมสารเคมีพิเศษ เช0น สารซักฟอกหรือสารช0วย
ตรึงโครเมียม ลงไปในระหว0างการดองกรด เพ่ือให$หนังจับโครเมียมได$ดีข้ึนและเพ่ือลดปริมาณ
โครเมียมในน้ําท้ิงท่ีเกิดจากกระบวนการฟอกหนัง แต0ท้ังนี้ปริมาณของโลหะหนักโครเมียมท่ียังเหลือ
ตกค$างในน้ําท้ิงท่ีมีความเปAนกรดก็ยังคงอยู0ในระดับท่ีค0อนข$างสูงอยู0 เม่ือผ0านข้ันตอนนี้หนังจะถูกรีดน้ํา
ทําให$แห$ง เจียรผิวด$วยเครื่องตัดแต0งและคัดเลือกเพ่ือเก็บไว$รอจําหน0ายหรือแปรรูปต0อไป  

(3) การฟอกซํ้า ย$อมสี ให$น้ํามัน และการตกแต0งหนัง (finishing process) เปAนข้ันตอนท่ี
มักกระทํากับหนังท่ีได$มาจากการฟอกโครม โดยทําข้ึนเพ่ือปรับปรุงคุณภาพหนังให$เหมาะสมกับความ
ต$องการของตลาด ในการนี้สารเคมีท่ีใช$อาจเปAนโครเมียม, แทนนิน หรือซินแทน (ซ่ึงเปAนสารท่ี
สังเคราะห�ข้ึน) ก็ได$ (Durai and Rajasimman, 2011) จะเห็นได$ว0าการฟอกหนังเปAนกระบวนการ
แปรรูปหนังสัตว�ท่ีอาศัยน้ําและสารเคมีจํานวนมาก ท่ีอาจส0งผลให$เกิดการตกค$างของคราบโปรตีน 
ไขมัน เกลือ สารแขวนลอย สารเคมี หรือโลหะหนัก โดยเฉพาะโครเมียมและซัลไฟด�มากับน้ําท้ิงของ
โรงงานปริมาณสูง (Nandy et al., 1999; Uberoi, 2003) สําหรับประเทศไทยเคยมีรายงานพบการ
ตกค$างของสารแขวนลอยและโลหะหนักโครเมียมเฉลี่ยปริมาณ 8,725 และ 13 มิลลิกรัมต0อลิตร 
ตามลําดับ ในน้ําท้ิงรวมจากอุตสาหกรรมฟอกหนัง (กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2549)  

การบําบัดทางชีวภาพ เชื่อว0าเปAนวิธีการบําบัดน้ําท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมท่ีดีท่ีสุดแต0มี
ข$อจํากัดในเรื่องของความเสถียรและศักยภาพของแบคทีเรียท่ีใช$ในระบบบําบัด (Jawahar et al., 
1998; Kadam, 1990; Rajamani et al., 1995) สําหรับน้ําท้ิงจากกระบวนการฟอกหนังนั้น เคยมี
รายงานวิจัยถึงการใช$ ระบบบําบัด MSBR (membrane sequencing batch reactor) บําบัดน้ําท้ิง
ท่ีได$จากข้ันตอนการเตรียมหนังก0อนฟอกของโรงงานฟอกหนัง โดยเดินระบบต0อเนื่องเปAนระยะเวลา 
150 วันและไม0มีการกําจัดกากตะกอนออกระหว0างเดินระบบ พบประสิทธิภาพของระบบในการกําจัด
แอมโมเนียมเกือบสมบูรณ� ขณะท่ีสามารถลดค0า COD (chemical oxygen demand) ได$ร$อยละ 90 
และมีประสิทธิภาพในการกําจัดไนโตรเจนรวม (total nitrogen; TN) ในช0วงร$อยละ 60-90 (Goltara 
et al., 2003) หรือรายงานวิจัยของ Haydar และคณะ ในป2 ค.ศ. 2007 ท่ีใช$ระบบบําบัดน้ําท้ิงแบบ
แอคติเวทเตทสลัดจ� (activated sludge process) ซ่ึงประกอบด$วยแทงก�เติมอากาศและถัง
ตกตะกอน ท่ีมีดําเนินการของระบบบําบัดอย0างต0อเนื่องเปAนเวลา 267 วัน บําบัดน้ําท้ิงสังเคราะห�ของ
กระบวนการฟอกหนัง พบว0าสามารถลดค0า BOD (biochemical oxygen demand) และ COD  
ของน้ําท้ิงได$ถึงร$อยละ 90 และ 80 ตามลําดับ ในวันท่ี 5 ของการเดินระบบ เปAนต$น  
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จากปริมาณเกลือสูง (ร$อยละ 1-10 น้ําหนักต0อปริมาตร) ท่ีพบในน้ําท้ิงจากโรงงานฟอก
หนัง ส0งผลลดประสิทธิภาพของการบําบัดทางชีวภาพน้ําท้ิงจากกระบวนการฟอกหนังด$วยวิธีปกตินั้น 
(Dhaneshwar, 1990) จึงทําให$แบคทีเรียท่ีสามารถเจริญได$ในสภาวะท่ีมีเกลือสูง (salt tolerant 
bacteria) เปAนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการบําบัดฯ ได$ ซ่ึงเคยมีรายงานถึงการ
ใช$แบคทีเรียทนเกลือทํางานร0วมกับแบคทีเรียธรรมชาติในระบบบําบัดแบบแอคติเวทเตทสลัดจ�ท่ีช0วย
เพ่ิมประสิทธิภาพในการบําบัดน้ําท้ิงจากกระบวนการฟอกหนังได$ (Hinteregger and Streichsbier, 
1997; Kargi and Uygur, 1997; Kubo et al., 2001; Lefebvre et al., 2005; Moon et al., 
2003; Santos et al., 2001; Sivaprakasarn et al., 2008) อย0างไรก็ตาม เนื่องจากองค�ประกอบ
ของน้ําท้ิงท่ีมาจากกระบวนการฟอกหนังนั้น ยังมีคราบโปรตีน ไขมัน สารเคมี และโลหะหนัก 
โดยเฉพาะโครเมียมในปริมาณสูงท่ีส0งผลต0อการเจริญและศักยภาพในการบําบัดของแบคทีเรียหรือ
เอนไซม�ท่ีผลิตจากแบคทีเรียเหล0านี้ปนมาอีกด$วย จึงทําให$นักวิจัยส0วนใหญ0สนใจท่ีจะหาแบคทีเรียหรือ
เอนไซม�ท่ีมีความเสถียรในสภาวะดังกล0าวมาทดลองใช$ในระบบบําบัดน้ําท้ิงจากกระบวนการฟอกหนัง 
ดังตัวอย0างเช0น รายงานวิจัยของ Pillai และคณะ ในป2 ค.ศ. 2011 ท่ีคัดแยก Bacillus subtilis P13 
ท่ีสามารถขับเอนไซม�เซรีนโปรติเอส (serine protease) มาใช$กัดขนในข้ันตอนการเตรียมหนังก0อน
ฟอก รวมท้ังใช$ในการบําบัดขนสัตว�ท่ีปนเปBCอนมากับน้ําท้ิงท่ีได$จากข้ันการเตรียมหนังก0อนฟอก หรือ
รายงานวิจัยของ Sivaprakasam และคณะ ในป2เดียวกันท่ีทดลองใช$เอนไซม�โปรติเอสทนเกลือท่ีผลิต
จาก Pseudomonas aeruginosa BC1 ความเข$มข$นร$อยละ 2 (ปริมาตรต0อปริมาตร) กําจัดโปรตีนท่ี
ปนเปBCอนมากับน้ําท้ิงของกระบวนการฟอกหนังได$ถึงร$อยละ 75 เม่ือทําการบําบัดเปAนระยะเวลา 6 
ชั่วโมง สําหรับการกําจัดโครเมียมออกจากน้ําท้ิงของกระบวนการฟอกหนังนั้น ได$เคยมีรายงานถึงการ
ใช$ Bacillus subtilis ท่ีคัดแยกได$จากดินและน้ําท้ิงในบริเวณใกล$แหล0งอุตสาหกรรมฟอกหนัง กําจัด
โครเมียมท่ีอยู0ในระบบบําบัดได$ถึงร$อยละ 92-98 (Adeel et al., 2012) และการใช$ตัวดูดซับ 
(adsorbent) เช0น แอคติเวทเตทคาร�บอน (activated carbon) หรือวัสดุธรรมชาติท่ีได$ทาง
การเกษตร เช0น เศษหญ$าและข้ีเลื่อย ดูดซับโครเมียมท่ีตกค$างในน้ําท้ิงจากกระบวนการฟอกหนัง เปAน
ต$น (Hamadia et al., 2001; Kadirvelu et al., 2001; Netzer et al., 1974; Ranganathan, 
2000; Rao et al., 2002; Valdimir and Danish, 2002; Youssef et al., 2004)  

2.1.2 เฮกซาวาเลนซ0โครเมียม 

โครเมียม (Chromium) เปAนโลหะหนักท่ีถูกนํามาใช$อย0างกว$างขวางในกระบวนการ
อุตสาหกรรมหลายชนิด เช0น การผลิตแผ0นวงจรไฟฟ�า การทําสารย$อมสีไม$ สีย$อมผ$า และท่ีนิยมใช$มาก
ท่ีสุดคืออุตสาหกรรมการฟอกหนัง ท่ีมีการปล0อยโครเมียมปนเปBCอนในสิ่งแวดล$อมในปริมาณสูงผ0านมา
กับน้ําท้ิงท่ีเกิดจากอุตสาหกรรม   

เฮกซาวาเลนซ�โครเมียม (Hexavalent chromium; Cr(VI) เปAนสารประกอบเคมีท่ีมีโครมี
ยมในสถานะออกซิเดชัน (oxidation state) เท0ากับ +6 บางครั้งรู$จักในชื่อของโครเมียมไทรออกไซด� 
(chromium trioxide) หรือโครเมท (chromate) หรือเกลือไดโครเมท (dichromate salts) ซ่ึง
ไอออนท้ังของโครเมท (สีเหลือง) และไดโครเมท (สีส$ม) จัดเปAนสารออกซิไดส�ท่ีมีความรุนแรงใน
สภาวะท่ีมีค0าพีเอชเปAนกรด (Holleman et al., 1945) โดย Cr(VI) เปAนสารท่ีนิยมนํามาใช$ใน
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อุตสาหกรรมท่ีหลากหลาย ยกตัวอย0างเช0น การผลิตสี หมึก ยาฆ0าเชื้อรา ยาทาพ้ืนผิวไม$ และใน
กระบวนการฟอกหนัง (NIOSH, 1975; NIOSH, 1988) โดยโพแทสเซียมไดโครเมท (K2Cr2O7) เปAนรูป
ของโครเมียมท่ีนิยมใช$ท่ีสุดในการผลิตหนังโดยใช$เปAนสารฟอกหนัง (tanning agent) ขณะท่ีโครเมท
นิยมนํามาใช$เปAนสารท่ีช0วยในการย$อมติดสีในอุตสาหกรรมสิ่งทอ ตารางท่ี 1 แสดงการใช$ Cr(VI) ใน
อุตสาหกรรมต0างๆ  

ตารางท่ี 1 Cr(VI) ท่ีใช$ในอุตสาหกรรมต0างๆ  

รูปแบบของ Cr(VI) ท่ีใช$ สูตรโครงสร$าง การประยุกต�ใช$ เอกสารอ$างอิง 

Ammonium 
dichromate 

(NH4)2Cr2O7 การทําพลุ ภาพถ0าย และ
สีย$อมสําหรับเครื่องแก$ว
และเครื่องหนัง  

Bryson, 1996 

Barium chromate BaCrO4 เม็ดสีในสีทางพ้ืนผิว Eastaugh et al., 
2007 

Calcium chromate CaCrO4  เม็ดสีในสีทางพ้ืนผิว สาร
ยับยั้งการกัดกร0อน ใช$ใน
อุตสาหกรรมการผลิต
โครเมียม ในปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน และในการ
ข้ัวแบตเตอรี่  

Pohanish, 2008 

Chromium trioxide CrO3 สีเขียวในสีทาพ้ืนผิว Walker and Tarn, 
1990 

Lead chromate PbCrO4  สีทาถนน Cornelis et al., 2005 
Potassium chromate K2CrO4  เครื่องพิมพ� กระบวนการ

ผลิตภาพถ0าย และการ
ผลิตโครม-เม็ดสี  

Pohanish, 2008 

Potassium dichromate K2Cr2O7 การฟอกหนัง สีทาพ้ืนผิว 
สิ่งพิมพ� ภาพถ0าย เม็ดสี
ในสีทาเคลือบผิวไม$  

US EPA, 2000 

Sodium chromate Na2Cr2O7 อุตสาหกรรมป�โตรเคมี 
อุตสาหกรรมสิ่งทอ สี
เคลือบเนื้อไม$ 

Anger et al., 2005 
Thompson, 1991 
 

Strontium chromate SrCrO4 เม็ดสีต$านการกัดกร0อน Fouassier and 
Rabek, 1993 

Zinc chromate ZnCrO4 สารเคลือบสี Tencer, 2006 
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2.1.3 การกําจัดโครเมียม  

โครเมียมเปAนสารเคมีอันตรายท่ีพบได$ในน้ําท้ิงจากกระบวนการฟอกหนังซ่ึงมักพบหลักอยู0
ในรูปของไทรวาเลนซ�โครเมียมหรือ Cr(III) และเฮกซาวาเลนซ�โครเมียมหรือ Cr(VI) ซ่ึงมีรายงานพบว0า 
Cr(VI) นั้นมีความเปAนพิษมากกว0า Cr(III) ประมาณ 100 เท0า เม่ือได$รับเข$าสู0ร0างกายโดยตรงผ0านการ
บริโภค และพบรายงานจํานวนมากถึงความเปAนพิษอันตรายร$ายแรงต0อมนุษย� (Katz and 
Salem,1992) ด$วยเหตุนี้การกําจัดโครมเมียมอย0างสมบูรณ�จึงเปAนเรื่องท่ีน0าสนใจ และในปLจจุบันพบ
วิธีการกําจัดโครเมียมท่ีนิยมใช$อยู0สองวิธีคือ การกําจัดด$วยปฏิกิริยาทางเคมี ท่ีใช$สารเคมีเปลี่ยน
สถานะออกซิเดชันของ Cr(VI) หรือทําให$ตกตะกอน และการกําจัดทางชีวภาพท่ีใช$จุลินทรีย�และสาร
ดูดซับทางชีวภาพในการกําจัด (Lofrano et al., 2013) 

การกําจัดด$วยปฏิกิริยาทางเคมีเก่ียวข$องกับปฏิกิริยารีดักชัน Cr(VI) ด$วยสารรีดิวซ� ซ่ึงเปAนวิธี
ท่ีนิยมใช$ก0อนการกําจัดทางชีวภาพ ยกตัวอย0างเช0น การใช$ไฮโดรเจนซัลไฟด� (H2S) ทําปฏิกิริยากับ 
Cr(VI) เปลี่ยนเปAนโครเมียม (III) ไฮดรอกไซด� (Cr(OH)3) และซัลเฟอร� (S) ซ่ึง Cr(OH)3 ท่ีได$จะอยู0ในรูป
ออกซิเดชัน Cr(III) ท่ีละลายน้ําได$ลดลงและตกตะกอนลงมา (Kim et al., 2001) นอกจากนี้ยังมีการ
ใช$สารรีดิวซ�เช0น โซเดียมไดไทโอไนต� (Na2S2O4) (Fruchter et al., 2000) โซเดียมเมทาไบซัลไฟต� 
(NaHSO3) แคลเซียมเมทาไบซัลไฟต� (CaHSO3) และแคลเซียมโพลีซัลไฟด� (CaS5) ในบางปฏิกิริยา 
(Jacobs et al., 2001) จากจํานวนสารรีดิวซ�ท้ังหมดได$มีรายงานพบว0าการใช$ Na2S2O4 เปAนวิธีในการ
รีดิวซ�โครเมทท่ีดีท่ีวุด โดยสามารถรีดิวซ�โครเมทได$ท่ีระดับปริมาณ 900 มิลลิกรัมต0อลิตร ให$เหลือใน
ระดับท่ีตรวจสอบไม0พบ (< 8 มิลลิกรัมต0อลิตร) อย0างไรก็ตามการใช$สารเคมีในการกําจัดโครเมียมก็
ยังคงเปAนวิธีท่ีมีต$นทุนในการใช$งานท่ีค0อนข$างสูงและในระบบกําจัดต$องมีระบบการกรองหรือการทํา
ให$ตกตะกอนท่ีมีประสิทธิภาพร0วมด$วย นอกจากนี้การกําจัดโครเมียมด$วยสารเคมียังคงเปAนวิธีท่ีไม0คุ$ม
ในเชิงต$นทุนสําหรับการกําจัดโครเมียมท่ีมีปริมาณตํ่าท่ีพบในน้ําเสียอีกด$วย  
 การกําจัดทางชีวภาพ แบ0งได$เปAน 2 วิธีหลักๆ คือ  

1) การใช$สารดูดซับทางชีวภาพ เคยมีรายงานการใช$สารดูดซับทางชีวภาพท่ีเปAนของเหลือท้ิง
ทางเกษตรกรรมหรืออุตสาหกรรมในการกําจัด Cr(VI) ดังสรุปในตารางท่ี 2 ดังนี้ ในป2 ค.ศ. 2002 
Dakiky และคณะทดลองนําขนสัตว� กากทะลายปาล�ม ข้ีเลื่อย ใบสน เปลือกอัลมอนด�  
ใบกระบองเพชร และถ0าน มาประยุกต�ใช$เปAนสารดูดซับ Cr(VI) จากน้ําเสียของโรงงานอุตสาหกรรม 
ผลการทดลองพบว0าขนสัตว�และข้ีเลื่อยสามารถดูดซับ Cr(VI) ได$ดีท่ีสุดเม่ือเทียบกับสารอ่ืน โดยสภาวะ
ท่ีเหมาะสมในการดูดซับคือใช$ Cr(VI) 100 ppm และสารดูดซับจํานวน 8 กรัมต0อลิตร พบว0าขนสัตว�
สามารถดูดซับ Cr(VI) ได$ 69.3% ขณะท่ีข้ีเลื่อยดูดซับได$ 53.5% (Dakiky et al., 2002) และในป2
เดียวกันนี้ Garg และคณะได$ทอลองใช$ชานอ$อยกําจัด Cr(VI) โดยพบว0าชานอ$อยท่ีผ0านการจุ0มกรดซักซิ
นิก (succinic acid) สามารถดูดซับ Cr(VI) ในรูปของสารละลายเข$มข$น 50 มิลลิกรัมต0อลิตรได$ 92% 
ท่ีค0าพีเอชเท0ากับ 2 ต0อมาในป2 ค.ศ. 2003 Yu และคณะได$ทดลองใช$ข้ีเลื่อยของต$นมาเบ้ิล กําจัด 
Cr(VI) ในรูปของสารละลายและพบว0าสามารถกําจัด Cr(VI) ได$ 70% เม่ือใช$ข้ีเลื่อย 10 กรัมต0อลิตร 
และเม่ือเพ่ิมปริมาณข้ีเลื่อยก็พบว0าประสิทธิภาพในการดูดซับเพ่ิมข้ึนเล็กน$อยและสามารถดูดซับได$
สูงสุดเม่ือทําการดูดซับท่ีค0าพีเอชในช0วง 2-5 (Yu et al., 2003) ต0อมาในป2 ค.ศ. 2006 Malkoc และ
คณะได$ทดลองใช$กากชาจากโรงงานชาในตุรกีดูดซับ Cr(VI) ท่ีความเข$มข$น 100 มิลลิกรัมต0อลิตร 
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พบว0าสามารถดูดซับได$สูงถึง 99% ในสภาวะท่ีมีค0าพีเอชเท0ากับ 2 และใช$กากชาปริมาณ 10 กรัมต0อ
ลิตร เม่ือสร$างแบบจําลอง Langmuir isotherm พบว0ากากชาสามารถดูดซับ Cr(VI) ได$สูงท่ีสุด 
54.65 มิลลิกรัมต0อกรัมท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (Malkoc et al., 2006) นอกจากนี้ยังพบ
รายงานวิจัยใช$เปลือกมะขามในการดูดซับ Cr(VI) ผลการวิจัยพบว0าการใช$เปลือกมะขาม 10 กรัมต0อ
ลิตร สามารถกําจัด Cr(VI) ความเข$มข$น 100 มิลลิกรัมต0อลิตรได$ 99 % เม่ือเวลาผ0านไป 15 ชั่วโมง 
และเม่ือเพ่ิมความร$อนจะส0งผลให$ประสิทธิภาพในการดูดซับเพ่ิมข้ึน โดยเปลือกมะขามสามารถดูดซับ 
Cr(VI) ได$ดีท่ีสุดท่ีความจุ 81 มิลลิกรัมต0อกรัม ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (Verma et al., 2006) 

ตารางท่ี 2 สารดูดซับทางชีวภาพท่ีใช$ในการกําจัด Cr(VI) 

สารดูดซับทาง
ชีวภาพ 

ประสิทธิภาพในการดูดซับ เอกสารอ$างอิง 

เปลือกอัลมอนด� 23.5%  เม่ือใช$ Cr(VI) 100 ppm และสารดูดซับ 
8 กรัมต0อลิตร 

Dakiky et al., 2002 

ใบกระบอกเพชร 19.8% เม่ือใช$ Cr(VI) 100 ppm และสารดูดซับ 8 
กรัมต0อลิตร 

Dakiky et al., 2002 

ถ0าน 23.6% เม่ือใช$ Cr(VI) 100 ppm และสารดูดซับ 8 
กรัมต0อลิตร 

Dakiky et al., 2002 

ข้ีเลื่อย 70.0% เม่ือใช$ Cr(VI) 10 มิลลิกรัมต0อลิตรและสาร
ดูดซับ 10 กรัมต0อลิตร  

Yu et al., 2003 

กากทะลายปาล�ม 47.1% เม่ือใช$ Cr(VI) 100 ppm และสารดูดซับ 8 
กรัมต0อลิตร 

Dakiky et al., 2002 

ใบสน 42.9% เม่ือใช$ Cr(VI) 100 ppm และสารดูดซับ 8 
กรัมต0อลิตร  

Dakiky et al., 2002 

ชานอ$อน 92.0% เม่ือใช$ Cr(VI) 50 มิลลิกรัมต0อลิตร และ
สารดูดซับ 10 กรัมต0อลิตร 

Garg et al., 2009 

เปลือกมะขาม 99.0% เม่ือใช$ Cr(VI) 50 มิลลิกรัมต0อลิตร และ
สารดูดซับ 1 กรัมต0อลิตร  

Verma et al., 2006 

กากชา 99.0% เม่ือใช$ Cr(VI) 100 มิลลิกรัมต0อลิตร และ
สารดูดซับ 10 กรัมต0อลิตร 

Malkoc et al., 2007 

 
2) การกําจัดโดยจุลินทรีย�ท่ีใช$เชื้อรา แบคทีเรีย และสาหร0ายขนาดเล็ก ตารางท่ี 3 แสดง

ตัวอย0างจุลินทรีย�ท่ีเคยมีรายงานใช$ในการกําจัดโครเมียม เช0น การใช$เชื้อรา Padina sp. และ 
Sargassum sp. กําจัด Cr(VI) ความเข$มข$น 1 มิลลิโมลาร� อย0างสมบูรณ�ในเวลา 1450 นาที และ 
500 นาที ตามลําดับ หรือการใช$สาหร0ายทะเลสีน้ําตาลสองชนิดกําจัด Cr(VI) ได$ 90% ในเวลา 360 
นาที เปAนต$น (Sheng et al., 2005) อีกหนึ่งตัวอย0างของการใช$จุลินทรีย�ดูดซับโครเมียมในสภาวะท่ีมี
เกลือคือ การใช$ Rhizopus arrhizus ท่ีพบว0าสามารถกําจัด Cr(VI) ความเข$มข$นสูงถึง 78.0 มิลลิกรัม 
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ตารางท่ี 3 การดูดซับ Cr(VI) โดยจุลินทรีย�  

จุลินทรีย� ประสิทธิภาพในการดูดซับ เอกสารอ$างอิง 
Aspergillus niger 117.33 มิลลิกรัมต0อกรัม Khambhaty et al., 2009 
A. sydoni 87.95% Kumar et al., 2008 
Mucor hiemalis 53.5 มิลลิกรัมต0อกรัม Tewari et al., 2005 
Padina sp. 54.60 มิลลิกรัมต0อกรัม Sheng et al., 2005 
Penicillium janthinellum 86.61% Kumar et al., 2008 
Rhizopus arrhizus 78.0 มิลลิกรัมต0อกรัม Aksu & Balibek., 2007 
Sargassum sp. 31.72 มิลลิกรัมต0อกรัม Sheng et al., 2005 
Chlorella miniata 100% Han et al., 2007 
Dunaliella sp. 
           Dunaliella 1 
           Dunaliella 2 

 
58.3 มิลลิกรัมต0อกรัม 
45.5 มิลลิกรัมต0อกรัม 

Dönmez & Aksu, 2002 

Pachymeniopsis sp. 225 มิลลิกรัมต0อกรัม Lee et al., 2000 
Spirogyra sp. 14.7 × 103 มิลลิกรัมต0อ

กิโลกรัม 
Gupta et al., 2001 

Achromobacter sp. 8 มิลลิโมลาร� Zhu et al., 2008 
Bacillus pumilus 24%  Rehman & Faisal, 2015 
B. salmalaya 20.35 มิลลิกรัมต0อกรัม Dadrasnia et al., 2015 
B. sphaericus 300 ไมโครโมลาร� Pal et al., 2005 
B. subtilis 0.2 มิลลิโมลาร� Zheng et al., 2015 
Cellulosimicrobium 
cellulans 

18% Rehman & Faisal, 2015 

Exiguobacterium 19% Rehman & Faisal, 2015 
Lysinibacillus fusiformis 1 มิลลิโมลาร� He et al., 2011 
Microbacterium sp. 100 ไมโครโมลาร� Pattanapipitpaisal et al., 

2001 
Pantoea agglomerans 100 ไมโครโมลาร� Francis et al., 2002 
Pseudomonas putida  40 ไมโครโมลาร� Ishibashi et al., 1990 
Shewanella alga  10 มิลลิกรัมต0อลิตร Guha et al., 2001 
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ต0อลิตรได$ในสภาวะท่ีปราศจากเกลือ และยังคงกําจัดโครเมียมได$สูงถึง 64.0 มิลลิกรัมต0อลิตร ได$ใน
สภาวะท่ีมีเกลือปนเปBCอน 50 มิลลิกรัมต0อลิตร (Aksu and Balibek., 2007) นอกจากนี้ยังเคยมี
รายงานถึงการกําจัด Cr(VI) โดยเชื้อราในระบบป�ด ซ่ึงพบว0าในสภาวะท่ีมี Cr(VI) ปนเปBCอนความ
เข$มข$น 30 มิลลิกรัมต0อลิตรนั้น Aspergillus niger สามารถกําจัด Cr(VI) ได$ 91.03% ขณะท่ี A. 
sydoni และ Penicillium janthinellum กําจัดได$ 87.95% และ 86.61% ตามลําดับ (Kumar et 
al., 2008) และยังพบการกําจัด Cr(VI) ของ A. niger ท่ีไม0มีชีวิตท่ีสามารถกําจัดได$สูงสุดท่ีค0าพีเอช
เท0ากับ 1.0 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยกําจัดโครเมียมความเข$มข$น 400 มิลลิกรัมต0อลิตรได$ 
117.33 มิลลิกรัมต0อกรัมของเชื้อ (Khambhaty et al., 2009) 

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการใช$สาหร0ายท้ังในรูปของเซลล�ท่ีมีและไม0มีชีวิตกําจัด Cr(VI) ซ่ึง
พบการเข$าจับของ Cr(VI) กับผิวเซลล�อย0างรวดเร็ว เคยมีรายงานการกําจัด Cr(VI) ของ Spirogyra 
sp. ในระบบป�ด พบว0าสามารถกําจัด Cr(VI) ความเข$มข$นเริ่มต$น 5 มิลลิกรัมต0อลิตรได$ภายใน 120 
นาที ด$วยประสิทธิภาพในการกําจัดเท0ากับ 14.7 × 103 มิลลิกรัมต0อกิโลกรัมโครเมท (Gupta et al., 
2001) หลังจากนั้นได$มีการทดลองใช$ Chlorella iniate กําจัด Cr(VI) ความเข$มข$นเริ่มต$น 100 
มิลลิกรัมต0อลิตรได$ในประสิทธิภาพของการกําจัดเท0ากับ 65% ภายในเวลา 2 ชั่วโมง และพบว0าท่ี
ความเข$มข$นนี้เชื้อสามารถกําจัดได$อย0างสมบูรณ�ในเวลา 150 ชั่วโมง เม่ืออยู0ในสภาวะท่ีมีค0าพีเอช
เริ่มต$นเท0ากับ 2.0 และใช$มวลชีวภาพของเชื้อเท0ากับ 5.0 กรัมต0อลิตร (Han et al., 2007) ต0อมาในป2 
ค.ศ. 2002 Dönmez และ Aksu ได$รายงานการใช$ Dunaliella sp. ท่ีแยกได$จากทะเลสาบน้ําเค็มใน
ตุรกี ในการกําจัด Cr(VI) ซ่ึงพบว0ามีเชื้อสองสายพันธุ�คือ Dunaliella sp.1 และ Dunaliella sp.2 ท่ี
สามารถกําจัด Cr(VI) ความเข$มข$น 100 มิลลิกรัมต0อลิตร ท่ีค0าพีเอชเท0ากับ 2.0 ในสภาวะท่ีมีเกลือ
ปนเปBCอน โดยพบว0า Dunaliella sp.1 และ Dunaliella sp.2 สามารถกําจัด Cr(VI) ได$ 58.3 และ 
45.5 มิลลิกรัมต0อกรัม ในสภาวะท่ีมีเกลือปนเปBCอน 20% (น้ําหนักต0อปริมาตร) ได$ภายในเวลา 72 
ชั่วโมง ซ่ึงพบปริมาณของ Cr(VI) ลดลงเหลือ 20.7 และ 12.2 มิลลิกรัมต0อกรัม ตามลําดับ 
 นอกจากเชื้อราและสาหร0ายแล$ว แบคทีเรียจัดเปAนจุลินทรีย�ทางเลือกท่ีนิยมใช$ในการกําจัด 
Cr(VI) เนื่องจากข$อได$เปรียบท่ีเหนือกว0าในเรื่องของอัตราการเจริญท่ีเร็วและง0ายต0อการประยุกต�ใช$ 
แบคทีเรียทุกสายพันธุ� ท่ีจะใช$ในการกําจัดโครเมียมนั้นจําเปAนต$องผลิตเอนไซม�โครเมทรีดักเทส 
(chromate reductase) ซ่ึงเปAนเอนไซม�สําคัญในการกําจัด Cr(VI) ซ่ึงเคยมีรายงานถึงการผลิต
เอนไซม�โครเมทรีดักเทสของ Pseudomonas putida หลายสายพันธุ� ได$แก0 P. putida PRS2000 
และ P. fluorescens LB303 รวมท้ัง Escherichia coli AC80 ท่ีมียีนท่ีกําหนดการสร$างเอนไซม�โค
รเมทรีดักเทส โดยพบว0า P. putida PRS2000 สามารถกําจัด Cr(VI) ได$อย0างรวดเร็วและสมบูรณ� 
เม่ือศึกษาค0าทางจลนศาสตร�ของเอนไซม�ในแบคทีเรียชนิดนี้พบว0าเอนไซม�ต$องการ NADH หรือ  
NADPH ในการเร0งปฏิกิริยา โดยให$ค0าคงท่ี Michaelis- Menten (Km) เท0ากับ 40 ไมโครโมลาร�ของโค
รเมท และให$ค0าความเร็วสูงสุด (Vmax) เท0ากับ 6 นาโนโมลต0อนาทีต0อมิลลิกรัมของโปรตีน และพบว0า 
Hg2+ และ Ag+ สามารถยับยั้งการเร0งปฏิกิริยาของเอนไซม�ได0อย0างสมบูรณ� (Ishibashi et al., 1990) 
นอกจากนี้ยังมีการแยกแบคทีเรียท่ีทน  Cr(VI) จากน้ําท้ิงของโรงงานฟอกหนังในปากีสถานพบ 
Microbacterium sp. จํานวน 13 ไอโซเลท ท่ีสามารถกําจัด Cr(VI) ได$และพบว0าไอโซเลท No. MP 
30 สามารถกําจัดโซเดียมไดโครเมทความเข$มข$น 100 ไมโครโมลาร� ได$สูงท่ีสุด 99% เม่ือทําในสภาวะ
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ท่ีไม0มีออกซิเจน ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปAนเวลา 72 ชั่วโมง Microbacterium sp. MP 30 
สามารถเจริญได$ในสภาวะท่ีมี Cr(VI) ความเข$มข$น 100-500 มิลลิโมลาร� โดยกําจัด Cr(VI) ความ
เข$มข$น 100 มิลลิโมลาร�ได$อย0างสมบูรณ�เม่ือใช$ปริมาณมวลชีวภาพเท0ากับ 2.4 × 109 เซลล�ต0อ
มิลลิลิตร (Pattanapipitpaisal et al., 2001) นอกจากนี้ยังพบรายงานการกําจัด Cr(VI) โดยเซลล�พัก
ของ Achromobacter sp.Ch1 ท่ีสามารถดูดซับ Cr(VI) ความเข$มข$น 8 มิลลิโมลาร�ได$อย0างสมบูรณ�
ภายในเวลา 150 นาที (Zhu et al., 2008) หรือรายงานวิจัยท่ีใช$ Lysinibacillus fusiformis ZC1 ท่ี
คัดแยกได$จากโรงงานผลิตอิเล็กโทรเพลทใน Guangdong ประเทศจีนท่ีสามารถกําจัด Cr(VI) ได$อย0าง
สมบูรณ�ภายในเวลา 12 ชั่วโมง (He et al., 2011) และยังพบการใช$ Bacillus subtilis BYCr-1 ท่ีคัด
แยกได$จากดินในเมือง Baiyin ประเทศจีนท่ีสามารถกําจัด Cr(VI) ความเข$มข$น 0.2 มิลลิโมลาร�ได$
อย0างสมบูรณ�ในวลา 48 ชั่วโมง ซ่ึงเม่ือทําการส0องกราดเซลล�ด$วยกล$องจุลทรรศน�อิเล็กตรอนแบบส0อง
กราด (Transmission electron microscopy; TEM) พบการตกตะกอนของ  Cr(VI) อยู0ท้ังภายใน
และภายนอกเซลล� และพบว0าเอนไซม� NADPH nitroreductase (NfsA) เปAนเอนไซม�ท่ีสําคัญในการ
กําจัด Cr(VI) ของแบคทีเรียชนิดนี้ (Zheng et al., 2015) 

สําหรับแบคทีเรียทางทะเลเคยมีรายงานของ Yer และคณะในป2 ค.ศ. 2004 ท่ีคัดแยก 
Enterobacter cloaceae จากตะกอนทะเลในชายฝL�งทะเลทางตะวันตกของอินเดีย พบว0าแบคทีเรีย
สามารถเจริญได$ ดีในสภาวะท่ีมีโลหะหนักปนเปBCอนและสามารถผลิตเอกโซโพลีแซคคาไรด� 
(exopolysaccharide) ได$ในสภาวะท่ีมี Cr(VI) ปนเปBCอนท่ีความเข$มข$น 25, 50 และ 100 ppm 
แสดงให$เห็นถึงความเปAนไปได$ท่ีจะใช$แบคทีเรียชนิดนี้ในการกําจัดโครเมียมทางชีวภาพต0อไป ต0อมา 
Cheung และ Gu (2005) ได$ทําการคัดแยก Bacillus megaterium TKW3 จากตะกอนทะเลท่ีมี
การปนเปBCอนของโลหะหนักใน Tokwawan ฮ0องกง พบว0าแบคทีเรียชนิดนี้สามารถกําจัด Cr(VI) ในรูป
ของ CrO4

2- ท่ีละลายน้ําได$เปAน Cr (III) ท่ีไม0ละลายน้ําและมีความเปAนพิษลดลง ภายใต$สภาวะท่ีต$องใช$
ออกซิเจน โดยสามารถกําจัด Cr (VI) ความเข$มข$น 0.20 มิลลิโมลาร�ได$อย0างสมบูรณ�ภายใน 360 
ชั่วโมง นอกจากนี้ยังพบว0าแบคทีเรียชนิดนี้สามารถทนต0อโลหะหนักอ่ืนๆ ได$แก0 Cr2O7

2- ความเข$มข$น 
0.34 มิลลิโมลาร� AsO4

3- ความเข$มข$น 0.32 มิลลิโมลาร� SeO3
2- ความเข$มข$น 0.58 มิลลิโมลาร� และ 

SeO4
2- ควมเข$มข$น 0.53 มิลลิโมลาร� ต0อมาในป2 ค.ศ. 2006 ได$มีรายงานถึง Shewanella sp. PV-4 

ท่ีแยกจากตะกอนทะเลลึกในฮาวาย ซ่ึงสามารถกําจัดโลหะหนักหลายชนิด ได$แก0 Fe(III), Co(III) 
Cr(VI) Mn(IV) และ U(VI)  

ต0อมาได$มีการศึกษา Bacillus sp. MTCC 5514 ท่ีคัดแยกจากทะเลใน Tamil Nadu กําจัด 
Cr(VI) ท้ังในระบบป�ดและระบบแบบต0อเนื่อง พบว0า แบคทีเรียสามารถกําจัด Cr (VI) ท่ีความเข$มข$น
สูงถึง 2000 มิลลิกรัมต0อลิตรได$โดยใช$ระบบป�ดท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด$วยความเร็วในการ
เขย0า 200 รอบต0อนาที โดยสามารถกําจัด Cr(VI) ได$สมบูรณ�ภายในเวลา 72 ชั่วโมง สําหรับการใช$
ระบบแบบต0อเนื่องในการบําบัด พบว0าเม่ือใช$ Cr(VI) ความเข$มข$น 20 มิลลิกรัมต0อลิตร ในการบําบัด
โดยเติมทุก 12 ชั่วโมง พบว0า สามารถบําบัด Cr(VI) ได$อย0างสมบูรณ�ภายในเวลา 22 วัน 
(Gnanamani et al., 2010) หลังจากนั้น ในป2ค.ศ. 2012 ได$มีการคัดแยกแบคทีเรียชอบเกลือ 
Halomonas sp. TA-04 จากตะกอนทะเลในประเทศอิตาลี เม่ือใช$เซลล�อิสระของแบคทีเรียชนิดนี้ทํา
ปฏิกิริยากับ K2Cr2O4 ท่ีความเข$มข$น 0.2-3 มิลลิโมลาร�พบว0า แบคทีเรียสามารถกําจัด Cr(VI) ความ
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เข$มข$น 0.2-1 มิลลิโมลาร� ได$อย0างสมบูรณ�ภายในเวลา 50 ชั่วโมง ขณะท่ีเม่ือเพ่ิมความเข$มข$น 
ความสามารถในการกําจัด Cr(VI) ก็ไม0เพ่ิมข้ึน และเม่ือทําการตรึงเซลล�แบคทีเรียใส0ในคอลัมน�แก$ว
ขนาด 100 มิลลิลิตร พบว0า แบคทีเรียสามารถรีดิวซ� Cr(VI) ท่ีความเข$มข$น 0.5 มิลลิโมลาร� ได$เหลือ
เปAนความเข$มข$น 0.0248 มิลลิโมลาร� คือสามารถกําจัด Cr(VI) ได$ 94.5% (Focardi et al., 2012) 

หลังจากนั้นได$มีงานวิจัยคัดแยก Streptomyces sp. จํานวน 20 สายพันธุ�จาก Tokyo Bay 
ประเทศญ่ีปุ�น พบว0าเชื้อท้ัง 20 สายพันธุ�สามารถทนต0อ Cr(VI) ความเข$มข$น 50 มิลลิกรัมต0อลิตรได$ 
และได$เลือก S. thermocarboxydus มาทําการศึกษาความสามารถในการกําจัด Cr(VI) พบว0า
สามารถทนต0อ Cr(VI) ได$ความเข$มข$นสูงถึง 150 มิลลิกรัมต0อลิตร และสามารถรีดิวซ� Cr(VI) ความ
เข$มข$น 60 มิลลิกรัมต0อลิตรได$อย0างสมบูรณ�ภายในระยะเวลา 1 อาทิตย� (Terahara et al., 2015) 
ต0อมาในป2 ค.ศ. 2016 Ran และคณะได$ศึกษาการกําจัด Cr(VI) ของ Sporosarcina saromensis 
M52 isolated ท่ีคัดแยกจากตะกอนทะเลใน Xiamen ประเทศจีน พบว0าเชื้อสามารถทนต0อ Cr(VI) 
ความเข$มข$นสูงถึง 500 มิลลิกรัมต0อลิตร โดยสามารถกําจัด Cr(VI) ได$อย0างสมบูรณ�ท่ีความเข$มข$น 
100 มิลลิกรัมต0อลิตร ภายในเวลา 24 ชั่วโมง  

2.1.4 การรีดักช่ันทางชีวภาพของเฮกซาวาเลนซ0โครเมียมโดยแบคทีเรีย 

การรีดักชั่นทางชีวภาพของ Cr(VI) โดยแบคทีเรียเกิดข้ึนโดยการเปลี่ยน Cr(VI) เปAน Cr(III) 
ซ่ึงเปAนรูปท่ีมีความเปAนพิษน$อยกว0า ผ0านกระบวนการรีดักชั่นแบบโดยตรงและโดยทางอ$อม ในการ 
รีดักชั่นแบบโดยตรงจะใช$แบคทีเรียท่ีสามารถรีดิวซ�และดูดซับโครเมียม (chromium-reducing 
bacteria) ขณะท่ีการรีดักชั่นแบบทางอ$อมจะใช$แบคทีเรียกลุ0มท่ีสามารถรีดิวซ�ไอออนและซัลเฟอร� 
(Iron and sulfur-reducing bacteria) แทน (Malaviya & Singh, 2016) โดยปกติแบคทีเรียท่ี
สามารถรีดิวซ�โครเมียมจะมีระบบเอนไซม�ท้ังท่ีอยู0ในรูปของเอนไซม�ท่ีละลายอยู0ภายในเซลล�และ
เอนไซม�ท่ีจับอยู0กับเมมเบรนในการรีดักชั่น ในสภาวะท่ีไม0มีออกซิเจน (Anaerobic condition) การ 
รีดักชั่นของ Cr(VI) โดยแบคทีเรียจะใช$ไซโทโครม (Cytochrome) ท่ีอยู0ในระบบขนส0งอิเล็กตรอน 
(electron transport system) ในการทํางาน (Miransari, 2011) โดยในปฏิกิริยารีดักชั่นจะใช$สาร
ชีวโมเลกุลท่ีอยู0ในเซลล� เช0น NADH คาร�โบไฮเดรท โปรตีน ลิพิด ไฮโดรเจน และตัวผลิตอิเล็กตรอน
ต0างๆ ทําหน$าท่ีให$อิเล็กตรอนสําหรับกระบวนการรีดักชั่นของ Cr(VI) สมการท่ี (1) สรุปกลไกในการ 
รีดักชั่นภายใต$สภาวะท่ีไม0มีออกซิเจน  
 CrO4

2- + 8H+
→ Cr3+ + 4H2O → Cr (OH)3 + 3H+ + H2O  (1) 

ขณะท่ีในสภาวะท่ีมีออกซิเจน (Aerobic condition) Cr(VI) จะทําปฏิกิริยากับออกซิเจน
เพ่ือเกิดเปAนสารท่ีให$ออกซิเจน (Reactive oxygen species) ค$างอยู0ภายในเซลล� จึงทําให$ Cr(VI) 
สามารถรีดิวซ�เปAน Cr(V) ก0อนท่ีจะเปลี่ยนเปAน Cr(III) ต0อไป กลไกนี้จะใช$การทํางานของเอนไซม� 
โครเมทรีดักเทส (Pradhan et al., 2017) ดังแสดงในสมการท่ี (2) และ (3) ซ่ึงสามารถสรุปกลไกใน
การรีดักชั่น Cr(VI) ท้ังในสภาวะท่ีมีและไม0มีออกซิเจนได$ดังแสดงในภาพท่ี 1 

 Cr6+ + e-
→ Cr5+  (2) 

 Cr5+ +2e-
→ Cr3+  (3) 
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ภาพท่ี 1 กลไกในการรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรียในสภาวะท่ีมีและไม0มีออกซิเจน ท่ีเสนอโดย Dhal 
et al. (2013) 

2.2   ขอบเขตของการดําเนินการวิจัยในปAที่ 1 (ปAงบประมาณ 2560)  

คัดแยกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการกําจัดโครเมียมจากตัวอย0างดินท่ีมีการปนเปBCอน
โครเมียม ศึกษาคุณลักษณะเฉพาะ ระบุชนิด และหาสภาวะเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมของแบคทีเรียท่ีคัด
แยกได$  
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บทท่ี 3 
 

ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 การคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถรีดักช่ัน Cr(VI) 

การคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถรีดักชั่น Cr(VI) จากแบคทีเรียในห$องปฏิบัติการ (ตารางท่ี 4) จะ
ดําเนินการเบ้ืองต$นโดยการทดสอบการมีของชิ้นยีนท่ีกําหนดการสร$างเอนไซม�โครเมทรีดักเทส (Patra 
et al., 2010) ซ่ึงแบคทีเรียในห$องปฏิบัติการท่ีนํามาทดสอบจะแบ0งได$เปAน 2 กลุ0มใหญ0คือ แบคทีเรียท่ี
ผลิตเอนไซม�กลุ0มไฮโดรเลส (hydrolase-producing bacteria) และแบคทีเรียท่ีสามารถสลายสาร
อะคริลาไมด� (acrylamide-degrading bacteria) โดยเริ่มทดสอบการมีของชิ้นยีนท่ีกําหนดการสร$าง
เอนไซม�โครเมทรีดักเทสจากการเตรียมโครโมโซมอลดีเอ็นเอ (chromosomal DNA) ของแบคทีเรียท่ี
นํามาศึกษา และนํามาใช$เปAนดีเอ็นเอต$นแบบสําหรับการเพ่ิมปริมาณชั้นยีนโครเมทรีดักเทสด$วย
ปฏิกิริยาพีซีอาร� (Polymerase chain reaction; PCR) โดยใช$ไพร�เมอร� 2 สาย คือ  ChroR-F (5′ 
TCACGCCGGAATATAACTAC 3′) และ ChroR-R (5′ CGTACCCTGATCAATCACTT 3′) ท่ีออก 
แบบมาจากบริเวณอนุรักษ�ของยีนโครเมทรีดักเทสในแบคทีเรีย (Patra et al., 2010) โดยปฏิกิริยาพีซี
อาร� ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ประกอบด$วย โครโมโซมอลดีเอ็นเอ 250 นาโนกรัม เอนไซม�แท�กดีเอ็นเอ
โพลิเมอเรส (Taq DNA polymerase) จํานวน 1.25 หน0วย (เติมภายหลัง) บัฟเฟอร�ของเอนไซม� 
Taq DNA polymerase ความเข$มข$น 1× สารผสมดีออกซีนิวคลีโอไทด� (dNTPs mixture) ความ
เข$มข$น 6 ไมโครโมลาร� MgCl2 ความเข$มข$น 1.25 มิลลิโมลาร� และไพร�เมอร�แต0ละสายความเข$มข$น 
10 พิโคโมล ทําปฏิกิริยาพีซีอาร�ในสภาวะดังนี้ ข้ันเริ่มต$นการแยกสายดีเอ็นเอ  (pre-denaturation 
step) ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปAนเวลา 5 นาที ตามมาด$วยปฏิกิริยาพีซีอาร�จํานวน 35 รอบ 
โดยในแต0ละรอบประกอบด$วยข้ันแยกสายดีเอ็นเอ (denaturation step) ท่ีอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เปAนเวลา 1 นาที ข้ันการจับของไพร�เมอร� (annealing step) ท่ีอุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียส 
เปAนเวลา 1 นาที และข้ันการต0อสายดีเอ็นเอ (extension step) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปAน
เวลา 1 นาที ตามมาด$วยข้ันการต0อสายดีเอ็นเอสุดท$าย (final extension) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส เปAนเวลา 7 นาที เม่ือได$ผลิตภัณฑ�พีซีอาร� (PCR product) ท่ีมีขนาดตามต$องการ คือขนาด
ประมาณ 300 คู0เบส จะนํามาทําบริสุทธิ์ด$วยชุด GF-1 Gel DNA recovery kit (Vivantis, 
Malaysia) และเชื่อมต0อเข$าสู0ดีเอ็นเอพาหะ pTG19-T (Vivantis, Malaysia) ตามวิธีท่ีแนะนําโดย
บริษัทผู$ผลิต ซ่ึงในปฏิกิริยาของการเชื่อม (ligation mixture) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จะ
ประกอบด$วย pTG19-T 62.5 นาโนกรัม ผลิตภัณฑ�พีซีอาร�ท่ีผ0านการทําบริสุทธิ์ 1.2 ไมโครกรัม 
บัฟเฟอร�ของการเชื่อม (ligation buffer) ความเข$มข$น 1× และเอนไซม�ดีเอ็นเอไลเกส (T4 DNA 
ligase) จํานวน 20 หน0วย ทําการบ0มท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เปAนเวลา 16-18 ชั่วโมง เม่ือทํา
ปฏิกิริยาการเชื่อมเสร็จจะทําการทรานส�ฟอร�ม (transformation) เข$าสู0 Escherichia coli DH5α 
โดยวิธีการกระตุ$นด$วยความร$อน (heat shock method) (Sambrook et al., 1989) คัดเลือก 
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ตารางที่ 4 แบคทีเรียในห$องปฏิบัติการที่ใช$ในการวิจัย  
 

แบคทีเรีย คุณสมบัติ แหล0งที่มา เอกสารอ$างอิง 
1. Acinetobacter baylyi แบคทีเรียทนเบนซินที่ผลิตเอนไซม�ไลเพส ตะกอนทะเลบริเวณสะพานปลา 

อ0างศิลา จังหวัดชลบุรี 
Uttatree et al., 2010 

2. Bacillus megaterium แบคทีเรียผลิตเอนไซม�โปรติเอส ตะกอนทะเลที่เกาะแสมสาร  
จังหวัดชลบุร ี

Uttatree et al., 2017 

3. B. subtilis แบคทีเรียผลิตเอนไซม�โปรติเอส ตะกอนทะเลที่เกาะแสมสาร  
จังหวัดชลบุร ี

Uttatree & Charoenpanich, 2016 

4. B. cereus แบคทีเรียสลายอะคริลาไมด� ตะกอนทะเลที่เกาะแสมสาร  
จังหวัดชลบุร ี

Charoenpanich et al., 2014 

5. B. aerophilus แบคทีเรียผลิตเอนไซม�เอสเทอเรส ดินบริเวณบ0อน้ําพุร$อนแจ$ซ$อน  
จังหวัดลําปาง 

Charoenpanich et al., 2018 

6. Enterobacter aerogenes แบคทีเรียสลายอะคริลาไมด� น้ําทิ้งชุมชน จังหวัดชลบุรี Buranasilp & Charoenpanich, 2011 
7. Kluyvera georgiana แบคทีเรียสลายอะคริลาไมด� น้ําทิ้งชุมชน จังหวัดชลบุรี Thanyacharoen et al., 2012 
8. Streptococcus sciuri ยังไม0ระบุคุณลักษณะเฉพาะ ตะกอนทะเลในช0วงน้ํามันรั่ว  

อ0าวพร$าว จังหวัดระยอง 
Charoenpanich et al., 2014 

9. Staphylococcus 
saprophyticus 

แบคทีเรียผลิตเอนไซม�โปรติเอส ตะกอนทะเลที่เกาะแสมสาร  
จังหวัดชลบุร ี

Uttatree and Charoenpanich, 2018 
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โคโลนีสีขาวท่ีเจริญบนอาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989) ท่ีมีแอมพิซิลิน 
ความเข$มข$น 50 ไมโครกรัมต0อมิลลิลิตร X-gal ความเข$มข$น 75 ไมโครกรัมต0อมิลลิลิตร และ IPTG 
ความเข$มข$น 25 ไมโครกรัมต0อมิลลิลิตร ซ่ึงคาดว0าจะเปAนริคอมบิแนนท�พลาสมิด (recombinant 
plasmid) มาสกัดด$วยชุด GF-1 Plasmid DNA extraction kit (Vivantis, Malaysia) ยืนยันการมี
ของชิ้นยีนด$วยการตัดด$วยเอนไซม�ตัดจําเพาะ BamHI ซ่ึงพบในบริเวณโคลน (multiple cloning 
site) ของ pTG19-T จากนั้นนําริคอมบิแนนท�พลาสมิดท่ีมีชิ้นยีนโครเมทรีดักเทสมาหาลําดับดีเอ็นเอ   
(Sanger et al., 1977) โดยใช$ไพร�เมอร� M13 forward (5′GCTCAGATTGAACGCTGGCG 3′) และ 
M13 reverse (5′ ACATTTCACAACACGAGCTG 3′) ซ่ึงพบในบริเวณโคลนของ pTG-19T (1st 
Base Laboratories, Malaysia) จากนั้นตรวจสอบความคล$ายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด�ท่ีได$กับ
ฐานข$อมูลด$วยการทํา BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ต0อไป 

เม่ือได$แบคทีเรียท่ีตรวจพบชิ้นยีนโครเมทรีดักเทสแล$วจะนํามาตรวจสอบการผลิตเอนไซม� 
โครเมทรีดักเทสอีกครั้ง โดยทําการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร LB ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด$วย
การเขย0าท่ีความเร็ว 250 รอบต0อนาที เปAนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเก็บตะกอนเซลล�ด$วยการปL�น
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต0อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปAนเวลา 15 นาที ละลาย
ตะกอนเซลล�ท่ีได$อีกครั้งด$วยฟอสเฟตบัฟเฟอร� (phosphate buffer) ท่ีมีค0าพีเอชเท0ากับ 7.0 ความ
เข$มข$น 0.2 โมลาร� นําตะกอนเซลล�ท่ีละลายมาวางไว$บนน้ําแข็งเปAนเวลา 30 นาที และทําลายเซลล�
ด$วยคลื่นเสียงความถ่ีสูง (ultrasonication) เปAนเวลา 10 นาที (เวลาเป�ด/ป�ด ทุก 5 วินาที) ปL�นแยก
เศษเซลล�ออกท่ีความเร็ว 12,000 รอบต0อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปAนเวลา 15 นาที นํา
ส0วนใสท่ีได$มาวัดปริมาณโปรตีนด$วยวิธีของ Bradford (1976) โดยใช$โบวีนซีรัมอัลบูมิน (bovine 
serum albumin หรือ BSA) เปAนโปรตีนมาตรฐาน (ภาคผนวกท่ี 1) นําส0วนใสท่ีคาดว0ามีสารละลาย
เอนไซม�ท่ีมีปริมาณโปรตีนท้ังหมดเท0ากับ 2 มิลลิกรัม มาวัดแอคติวิตีของเอนไซม�โครเมทรีดักเทส 
(Sau et al., 2010) ในปฏิกิริยาของการติดตามแอคติวิตีเอนไซม�ปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร 
ประกอบด$วย K2Cr2O7 ความเข$มข$น 0.2 มิลลิโมลาร� ฟอสเฟตบัฟเฟอร� (ค0าพีเอช 7.0) ความเข$มข$น 
0.2 โมลาร� NADH ความเข$มข$น 0.2 มิลลิโมลาร� และสารละลายเอนไซม� ทําการบ0มปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปAนเวลา 30 นาที จากนั้นเติมกรดไทรคลอโรอะซิติก (trichloroacetic 
acid หรือ TCA) ความเข$มข$นร$อยละ 20 (ปริมาตรต0อปริมาตร) ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตรลงไปเพ่ือหยุด
ปฏิกิริยา และจึงเติมสารละลายไดฟ2นิลคาร�บาไซด� (diphenylcarbazide) ท่ีละลายในอะซิโตนท่ี
ความเข$มข$นร$อยละ 0.5 (น้ําหนักต0อปริมาตร) ปริมาณ 2.0 มิลลิลิตร ลงในปฏิกิริยาเพ่ือทําให$เกิดสีชม
พูด และติดตามปริมาณของ Cr(VI) โดยวิธีไดฟ2นิลคาร�บาไซด� (1, 5- diphenylcarbazide method) 
ซ่ึงจะอธิบายต0อไป (American Public Health Association, 1989) ในการทดสอบนี้จะใช$ปฏิกิริยา
ท่ีไม0มีการเติมเอนไซม�เปAนชุดควบคุม หนึ่งหน0วยของเอนไซม�คือปริมาณเอนไซม�ท่ีใช$ในการรีดิวซ� 
โครเมทความเข$มข$น 1 โมลาร� ต0อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
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3.2 การรีดักช่ัน Cr(VI) ของแบคทีเรีย  

การติดตามการรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรียจะทําท่ีเวลาต0างๆ โดยการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB 
ท่ีมีค0าพีเอชเท0ากับ 7.0 และใส0 Cr(VI) เริ่มต$นท่ีความเข$มข$นแตกต0างกัน ต้ังแต0 10-50 มิลลิกรัมต0อลิตร (เว$น
ระยะห0างเท0ากับ 10 มิลลิกรัมต0อลิตร) เลี้ยงแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปAนเวลา 24 ชั่วโมง ด$วย
การเขย0าท่ีความเร็ว 250 รอบต0อนาที ติดตามการเจริญจากค0าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
และติดตามการรีดักชั่นของ Cr(VI) โดยวิธีไดฟ2นิลคาร�บาไซด�ท่ีจะกล0าวในหัวข$อถัดไป นอกจากนี้ยังติดตามการ 
รีดักชั่นของ Cr(VI) ในสภาวะท่ีมีเกลือ NaCl ความเข$มข$นแตกต0างกันคือ ร$อยละ 1-7.5 (น้ําหนักต0อปริมาตร) 
ทุกการทดลองจะทําซํ้าสามครั้งและรายงานเปAนค0าเฉลี่ยพร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน สุดท$ายจะเลือก
แบคทีเรียท่ีสามารถรีดิวซ� Cr(VI) ท่ีความเข$มข$นสูงและในสภาวะท่ีมีเกลือ เปAนแบคทีเรียท่ีสามารถรีดิวซ� Cr(VI) 
เพ่ือนํามาศึกษาต0อไป  

 
3.3 การวิเคราะห0ปริมาณของ Cr(VI)  

ในการหาความเข$มข$นของ Cr(VI) จะใช$วิธีไดฟ2นิลคาร�บาไซด� (Diphenylcarbazide method) 
(American Public Health Association, 1989) ซ่ึงใช$ในการวิเคราะห�ปริมาณ Cr(VI) ท่ีระดับความเข$มข$น
ระหว0าง 0.5 และ50 mg/L โดยอาศัยหลักการท่ีว0า Cr(VI) ในรูปของ K2Cr2O7 จะทําปฏิกิริยากับ 1,5-
diphenylcarbazide ในสภาวะท่ีเปAนกรดท่ีอุณหภูมิห$อง เกิดเปAนสารเชิงซ$อนสีแดงม0วงท่ีสามารถดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ดังแสดงปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนในภาพท่ี 2 
  

 
 
 

ภาพท่ี 2 ปฏิกิริยาระหว0าง Cr(VI) กับ 1,5-diphenylcarbazide (Tayonea, 2015) 
 

การคํานวณหาปริมาณของ Cr(VI) ท่ีถูกรีดิวซ� จะปริมาณจากการเทียบกับกราฟมาตรฐานท่ีสร$างข้ึนจาก 
K2Cr2O7 ความเข$มข$นในช0วง 0-2 มิลลิกรัมต0อลิตร ดังท่ีแสดงในภาคผนวกท่ี 2 ซ่ึงมีค0า R2 เท0ากับ 0.9998 ใน
การทดลองจะเก็บตัวอย0างท่ีช0วงเวลาต0างกันมาปL�นเหวี่ยงท่ีความเร็ว  10,000 × g  เปAนเวลา 10 นาที เพ่ือ
กําจัดเซลล�แบคทีเรียออก และนําส0วนใสท่ีได$มาหาปริมาณ Cr(VI) โดยปฏิกิริยาท่ีวัดประกอบด$วยส0วนใสท่ี
ปราศจากเซลล� (cell-free supernatant) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ท่ีปรับค0าพีเอชด$วย H2SO4 ให$ได$ค0าพีเอช
เท0ากับ 2 ± 0.5 และสารละลาย diphenylcarbazide ความเข$มข$น 0.2 มิลลิกรัมต0อลิตร ทําปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิห$องเปAนเวลา 10 นาที โดยใช$อาหารเหลว LB หรือน้ําเสียสังเคราะห�ท่ีไม0มีการเติม Cr(VI) เปAนชุด
ควบคุม จากนั้นคํานวณการรีดิวซ� Cr(VI) ในหน0วยร$อยละจากสูตรในสมการท่ี (4)  

1,5-diphenylcarbazide Cr-diphenylcarbazide complex 

Cr (VI) 
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การรีดักชั่น Cr(VI) (%) 100i e

i

c c

c

−
= ×   (4) 

เม่ือ Ci คือความเข$มข$นเริ่มต$นของ Cr(VI) ในหน0วยมิลลิกรัมต0อลิตร และ Ce คือความเข$มข$นของ Cr(VI) 
ภายหลังการรีดักชั่น ในหน0วยมิลลิกรัมต0อลิตร แต0ละการวัดจะทําซํ้าสามครั้งและรายงานเปAนค0าเฉลี่ยพร$อม
ส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  

 
3.4 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการรีดักช่ัน Cr(VI) 

สภาวะทางกายภาพท่ีส0งผลต0อการเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรียท่ีทําการศึกษา ได$แก0 ค0า 
พีเอช (2-12), อุณหภูมิ (15-50 องศาเซลเซียส เว$นระยะห0างทีละ 5 องศาเซลเซียส), การเขย0าเพ่ือให$อากาศ 
(50-300 รอบต0อนาที เว$นระยะห0างทีละ 50 รอบต0อนาที), ความเข$มข$นเริ่มต$นของ Cr(VI) (10-50 มิลลิกรัมต0อ
ลิตร เว$นระยะห0างทีละ 10 มิลลิกรัมต0อลิตร), แหล0งคาร�บอนท่ีใช$เปAนตัวให$อิเล็กตรอน (electron donor)  
(ทริปโตน, กลูโคส, ซูโครส, ฟรุคโตส, แลคโตส, โซเดียมอะซิเตท, โซเดียมซิเตรท และกลีเซอรอล) และไอออน
ของโลหะ (Ag+, Al3+, Ba2+, Co2+, Cu2+, Ni2+, Hg+, Fe3+, Mg2+ และ Zn2+) ตลอดการทดลองจะดําเนินการ
เหมือนกันคือเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB ท่ีมี Cr(VI) เปAนเวลา 24 ชั่วโมง โดยกําหนดค0าพารามิเตอร�
ต0างกัน ติดตามการเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ตามวิธีท่ีได$อธิบายมาก0อนหน$า ทุกการทดลองจะทําซํ้าสามครั้ง
และรายงานเปAนค0าเฉลี่ยพร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
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บทท่ี 4 

 
ผลการวิจัย 

 
4.1 การคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถรีดักช่ัน Cr(VI) 

การคัดแยกแบคทีเรียจากห$องปฏิบัติการท่ีสามารถรีดักชั่น Cr(VI) จากการมีของชิ้นยีนโครเมทรีดักเทส ซ่ึง
เปAนยีนท่ีใช$ในการรีดักชั่น Cr(V) (Thatoi et al., 2014) เม่ือสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอของแบคทีเรียและนํามา
เปAนดีเอ็นเอต$นแบบสําหรับปฏิกิริยาพีซีอาร�เพ่ือเพ่ิมปริมาณของชิ้นยีนโครเมทรีดักเทสพบผลิตภัณฑ�พีซีอาร�
ขนาดประมาณ 300 คู0เบส (ภาพท่ี 3-7) ซ่ึงเม่ือทําบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ�พีซีอาร�ท่ีได$ และเชื่อมกับดีเอ็นเอพาหะ 
pTG19-T ก0อนท่ีจะทรานส�ฟอร�มเข$า E. coil DH5α และคัดเลือกโคโลนีสีขาวท่ีเจริญบนอาหารแข็ง LB ท่ีมี
แอมพิซิลิน ความเข$มข$น 50 ไมโครกรัมต0อมิลลิลิตร X-gal ความเข$มข$น 75 ไมโครกรัมต0อมิลลิลิตร และ IPTG 
ความเข$มข$น 25 ไมโครกรัมต0อมิลลิลิตร มาสกัดริคอมบิแนนท�พลาสมิดเพ่ือใช$เปAนต$นแบบในการหาลําดับ 
ดีเอ็นเอนั้น (ภาพท่ี 8) พบว0าจากแบคทีเรียให$ห$องปฏิบัติการจํานวน 9 สายพันธุ� มีแบคทีเรีย 5 สายพันธุ�ท่ี
ตรวจพบชิ้นยีนท่ีกําหนดการสร$างโครเมทรีดักเทส ได$แก0 Acinetobacter baylyi (Uttatree et al., 2010), 
Bacillus megaterium (Uttatree et al., 2017), B. cereus (Charoenpanich et al., 2014), B. subtilis 
(Uttatree & Charoenpanich, 2016), Streptococcus sciuri (Charoenpanich et al., 2014) และ 
Staphylococcus saprophyticus (Uttatree & Charoenpanich, 2018) ผลการหาลําดับดีเอ็นเอและการ
เทียบความเหมือนของลําดับดีเอ็นเอกับฐานข$อมูล BLAST แสดงในภาคผนวกท่ี 3-12 เม่ือทําการเทียบลําดับ
กรดอะมิโนท่ีคาดเดาจากลําดับดีเอ็นเอท่ีได$ของแบคทีเรียท้ัง 5 สายพันธุ� พบความเหมือนอย0างสมบูรณ�กับ
ลําดับกรดอะมิโนของยีนโครเมทรีดักเทสในแบคทีเรีย (ภาพท่ี 9) แสดงถึงความอนุรักษ�สูงของยีนในกลุ0ม
แบคทีเรียท่ีได$ จากนั้นเม่ือยืนยันการมีของชิ้นยีนจากการติดตามแอคติวิตีของเอนไซม�โครเมทรีดักเทสใน
แบคทีเรียท้ัง 5 สายพันธุ� พบว0า A. baylyi สามารถผลิตเอนไซม�โครเมทรีดักเทสได$สูงท่ีสุดท่ีค0า 
แอคติวิตีเท0ากับ 9.58 ± 0.46 หน0วยต0อมิลลิลิตร ตามมาด$วยการผลิตเอนไซม�ของ B. megaterium (7.90 ± 
0.33 หน0วยต0อมิลลิลิตร), B. cereus (5.54 ± 0.21 หน0วยต0อมิลลิลิตร), S. sciuri (5.66 ± 0.81 หน0วยต0อ
มิลลิลิตร) และ B. subtilis (2.55 ± 0.31 หน0วยต0อมิลลิลิตร) ตามลําดับ ขณะท่ีไม0สามารถวัดแอคติวิตีของ
เอนไซม�โครเมทรีดักเทสได$ในแบคทีเรียอีก 4 สายพันธุ� คือ Enterobacter aerogenes (Buranasilp, & 
Charoenpanich, 2011) Kluyvera georgiana (Thanyacharoen et al., 2012) B. aerophilus 
(Charoenpanich et al., 2018) และ Staphylococcus saprophyticus (Uttatree & Charoenpanich, 
2018) ท่ีไม0ตรวบพบการมีของชิ้นยีนท่ีกําหนดการสร$างเอนไซม�โครเมทรีดักเทส ด$วยเหตุนี้จึงเลือก A. baylyi, 
B. megaterium, B. cereus, B. subtilis และ S. sciuri มาทําการศึกษาการรีดักชั่น Cr(VI) ต0อไป 
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     kb    M S      bp    M S      kb   M     S       kb     M    S 

       
      (ก)          (ข)       (ค)          (ง) 

ภาพท่ี 3 การวิเคราะห�อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของตัวอย0างจาก Acinetobacter baylyi (ก) โครโมโซม
อลดีเอ็นเอ (ข) ผลิตภัณฑ�พีซีอาร� (ค) ริคอมบิแนนท�พลาสมิด และ (ง) ริคอมบิแนนท�พลาสมิดท่ีถูกตัดด$วย
เอนไซม�ตัดจําเพาะ BamHI  สัญลักษณ� M และ S คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน λ/HindIII หรือ 100 bp DNA 
ladder และตัวอย0างท่ีได$จาก A. baylyi ตามลําดับ 
 
 
     kb    M S      bp    M S      kb   M     S       kb     M    S 

        
      (ก)          (ข)       (ค)          (ง) 

ภาพท่ี 4 การวิเคราะห�อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของตัวอย0างจาก Bacillus megaterium (ก) โครโมโซม
อลดีเอ็นเอ (ข) ผลิตภัณฑ�พีซีอาร� (ค) ริคอมบิแนนท�พลาสมิด และ (ง) ริคอมบิแนนท�พลาสมิดท่ีถูกตัดด$วย
เอนไซม�ตัดจําเพาะ BamHI  สัญลักษณ� M และ S คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน λ/HindIII หรือ 100 bp DNA 
ladder และตัวอย0างท่ีได$จาก B. megaterium ตามลําดับ 
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       kb    M S      bp    M S      kb   M     S       kb     M    S 

        
      (ก)          (ข)       (ค)          (ง) 

ภาพท่ี 5 การวิเคราะห�อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของตัวอย0างจาก Bacillus cereus (ก) โครโมโซมอลดีเอ็น
เอ (ข) ผลิตภัณฑ�พีซีอาร� (ค) ริคอมบิแนนท�พลาสมิด และ (ง) ริคอมบิแนนท�พลาสมิดท่ีถูกตัดด$วยเอนไซม�ตัด
จําเพาะ BamHI  สัญลักษณ� M และ S คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน λ/HindIII หรือ 100 bp DNA ladder และ
ตัวอย0างท่ีได$จาก B. cereus ตามลําดับ 
 
  kb    M S      bp    M S      kb   M     S       kb     M    S 

        
      (ก)          (ข)       (ค)          (ง) 

ภาพท่ี 6 การวิเคราะห�อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของตัวอย0างจาก Bacillus subtilis (ก) โครโมโซมอลดีเอ็น
เอ (ข) ผลิตภัณฑ�พีซีอาร� (ค) ริคอมบิแนนท�พลาสมิด และ (ง) ริคอมบิแนนท�พลาสมิดท่ีถูกตัดด$วยเอนไซม�ตัด
จําเพาะ BamHI  สัญลักษณ� M และ S คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน λ/HindIII หรือ 100 bp DNA ladder และ
ตัวอย0างท่ีได$จาก B. subtilis ตามลําดับ 
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     kb    M S      bp    M S      kb   M     S       kb     M    S 

                  
      (ก)          (ข)       (ค)          (ง) 

ภาพท่ี 7 การวิเคราะห�อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของตัวอย0างจาก Streptococcus sciuri (ก) โครโมโซมอล
ดีเอ็นเอ (ข) ผลิตภัณฑ�พีซีอาร� (ค) ริคอมบิแนนท�พลาสมิด และ (ง) ริคอมบิแนนท�พลาสมิดท่ีถูกตัดด$วยเอนไซม�
ตัดจําเพาะ BamHI  สัญลักษณ� M และ S คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน λ/HindIII หรือ 100 bp DNA ladder และ
ตัวอย0างท่ีได$จาก S. sciuri ตามลําดับ 
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(ก)  
1 

61 
121 
181 
241 

CGTACCCTGATCAATCACTTCTCCGGTTTGCGGATCAACTTTGTTCTGAATCACGCCGCC  60 
CATAAATTCCGGCTTGTTCATCACCATTGCATCGAGGAAAACCAGAATCTGGCGCAGGTG 120 
ATACTGACAGCGCGCGCCGCCAATCACGCCCATTGAGCTGGTCTGAATCAACACCGGTTT 180 
ACCTGCCAGCGGTTGATCCGGCAGGCGGGAAAGCCAGTCGATGGCATTTTTCAGCCCACC 240 
CGGTACCGAGTAGTTATATTCCGGCGTG 

  

(ข)  
1 

61 
121 
181 
241 

CGTACCCTGATCAATCACTTCTCCGGTTTGCGGATCAACTTTGTTCTGAATCACGCCGCC  60 
CATAAATTCCGGCTTGTTCATCACCATTGCATCGAGGAAAACCAGAATCTGGCGCAGGTG 120 
ATACTGACAGCGCGCGCCGCCAATCACGCCCATTGAGCTGGTCTGAATCAACACCGGTTT 180 
ACCTGCCAGCGGTTGATCCGGCAGGCGGGAAAGCCAGTCGATGGCATTTTTCAGCCCACC 240 
CGGTACCGAGTAGTTATATTCCGGCGTG 

(ค)  

1 
61 

121 
181 
241 

CGTACCCTGATCAATCACTTCTCCGGTTTGCGGATCAACTTTGTTCTGAATCACGCCGCC  60 
CATAAATTCCGGCTTGTTCATCACCATTGCATCGAGGAAAACCAGAATCTGGCGCAGGTG 120 
ATACTGACAGCGCGCGCCGCCAATCACGCCCATTGAGCTGGTCTGAATCAACACCGGTTT 180 
ACCTGCCAGCGGTTGATCCGGCAGGCGGGAAAGCCAGTCGATGGCATTTTTCAGCCCACC 240 
CGGTACCGAGTAGTTATATTCCGGCGTG 

(ง)  
1 

61 
121 
181 
241 

CGTACCCTGATCAATCACTTCTCCGGTTTGCGGATCAACTTTGTTCTGAATCACGCCGCC  60 
CATAAATTCCGGCTTGTTCATCACCATTGCATCGAGGAAAACCAGAATCTGGCGCAGGTG 120 
ATACTGACAGCGCGCGCCGCAAATCACGCCCATTGAGCTGGTCTGAATCAACACCGGTTT 180 
ACCTGCCAGCGGTTGATCCGGCAGGCGGGAAAGCCAGTCGATGGCATTTTTCAGCCCACC 240 
CGGTACCGAGTAGTTATATTCCGGCGTGA 

(จ)  
1 

61 
121 
181 
241 

CGTACCCTGATCAATCACTTCTCCGGTTTGCGGATCAACTTTGTTCTGAATCACGCCGCC  60  
CATAAATTCCGGCTTGTTCATCACCATTGCATCGAGGAAAACCAGAATCTGGCGCAGGTG 120 
ATACTGACAGCGCGCGCCGCCAATCACGCCCATTGAGCTGGTCTGAATCAACACCGGTTT 180 
ACCTGCCAGCGGTTGATCCGGCAGGCGGGAAAGCCAGTCGATGGCATTTTTCAGCCCACC 240      
CGGTACCGAGTAGTTATATTCCGGCGTG 

 
ภาพท่ี 8 ลําดับดีเอ็นเอท่ีหาได$จากผลิตภัณฑ�พีซีอาร�ของ (ก) Acinetobacter baylyi (ข) Bacillus 
megaterium (ค) B. cereus (ง) B. subtilis และ (จ) Streptococcus sciuri 
 
A.baylyi TPEYNYSVPGGLKNAIDWLSRLPDQPLAGKPVLIQTSSMGVICGARCQYHLRQILVFLDA 
B.megaterium TPEYNYSVPGGLKNAIDWLSRLPDQPLAGKPVLIQTSSMGVICGARCQYHLRQILVFLDA 
S.sciuri TPEYNYSVPGGLKNAIDWLSRLPDQPLAGKPVLIQTSSMGVICGARCQYHLRQILVFLDA 
B.cereus TPEYNYSVPGGLKNAIDWLSRLPDQPLAGKPVLIQTSSMGVICGARCQYHLRQILVFLDA 
B.subtilis TPEYNYSVPGGLKNAIDWLSRLPDQPLAGKPVLIQTSSMGVICGARCQYHLRQILVFLDA 
  ************************************************************ 
 
A.baylyi MVMNKPEFMGGVIQNKVDPQTGEVIDQGT 
B.megaterium MVMNKPEFMGGVIQNKVDPQTGEVIDQGT 
S.sciuri MVMNKPEFMGGVIQNKVDPQTGEVIDQGT 
B.cereus MVMNKPEFMGGVIQNKVDPQTGEVIDQGT 
B.subtilis MVMNKPEFMGGVIQNKVDPQTGEVIDQGT 
  ***************************** 
 

ภาพท่ี 9  การเทียบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนท่ีคาดเดาจากยีนโครเมทรีดักเทสท่ีเตรียมได$จาก  
Acinetobacter baylyi, Bacillus megaterium, B. cereus, B. subtilis และ Streptococcus sciuri  
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4.2 การรีดักช่ัน Cr(VI) ของแบคทีเรีย  

เม่ือนําแบคทีเรียท่ีตรวจพบชิ้นยีนท่ีกําหนดการสร$างเอนไซม�โครเมทรีดักเทสท้ัง 5 สายพันธุ� มาติดตาม
การเจริญและความสามารถในการรีดักชั่น Cr(VI) ท่ีช0วงเวลาต0างๆ พบว0า B. megaterium, B. cereus และ B. 
subtilis ให$ลักษณะของการเจริญท่ีคล$ายกันโดยสามารถเข$าสู0ช0วงการเจริญคงท่ี (stationary growth phase) 
หลังจากการเลี้ยงเปAนเวลา 6 ชั่วโมง จากนั้นอัตราการเจริญจะลดลงอย0างช$าๆ ขณะท่ีการเจริญของ S. sciuri 
จะเกิดข้ึนอย0างต0อเนื่องและเข$าสู0ระยะคงท่ีหลังจากเลี้ยงไป 12 ชั่วโมง และอัตราการเจริญจะคงท่ีไปนานถึง 24 
ชั่วโมง ส0วนอัตราการเจริญของ A.baylyi จะตํ่ากว0าของแบคทีเรียชนิดอ่ืน (ภาพท่ี 10) โดยพบว0าทุกแบคทีเรีย
เริ่มรีดักชั่น Cr(VI) ได$เม่ือเซลล�เจริญเข$าสู0ช0วงระยะปลายเอ็กโปเนนเชียล (late-exponential growth phase) 
คือหลังจากการเลี้ยงเปAนเวลา 3 ชั่วโมง และความสามารถในการรีดักชั่นจะเพ่ิมข้ึนตามการเจริญของแบคทีเรีย
ซ่ึงความสามารถในการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium, B. cereus และ B. subtilis จะสูงกว0าของ
แบคทีเรียอีกสองสายพันธุ�เท0าตัว 

B. cereus และ B. subtilis เปAนแบคทีเรียท่ีสามารถทนต0อโครเมียมและรีดักชั่น Cr(VI) ได$อย0างสมบูรณ�ท่ี
ความเข$มข$นสูงถึง 50 มิลลิกรัมต0อลิตร (ภาพท่ี 11) ขณะท่ี A. baylyi และ B. metagerium จะรีดิวซ� Cr(VI) 
ได$อย0างสมบูรณ�ท่ีความเข$มข$น Cr(VI) เริ่มต$น เท0ากับ 30 และ 20 มิลลิกรัมต0อลิตร ตามลําดับ ซ่ึงในทางตรงกัน
ข$ามความสามารถในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ S. sciuri จะลดลงเม่ือเพ่ิมความเข$มข$นเริ่มต$นของ Cr(VI) และเม่ือ
ศึกษาความสามารถในการกําจัด Cr(VI) ของแบคทีเรียท้ัง 5 สายพันธุ� ในสภาวะท่ีมีเกลือ โดยใช$ความเข$มข$น 
Cr(VI) เริ่มต$นเท0ากับ 20มิลลิกรัมต0อลิตรในการศึกษา พบว0า ความสามารถในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. 
subtilis, A. baylyi และ S. sciuri จะลดลงในสภาวะท่ีมีเกลือปนเปBCอน ขณะท่ี B. megaterium และ B. 
cereus สามารถรีดิวซ� Cr(VI) ได$อย0างสมบูรณ�ท่ีความเข$มข$นเกลือ NaCl สูงถึงร$อยละ 5 และร$อยละ 7.5  
(น้ําหนักต0อปริมาตร) ตามลําดับ ดังแสดงในภาพท่ี 12 ผลการทดลองท่ีได$ทําให$เลือก B. subtilis, B. 
megaterium และ B. cereus เปAนแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการรีดักชั่น Cr(VI) มาใช$ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม
ในการรีดักชั่นต0อไป  
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ภาพท่ี 10 (ก) การเจริญและ (ข) การรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรียท้ัง 5 สายพันธุ�ท่ีตรวจพบชิ้นยีนท่ี
กําหนดการสร$างเอนไซม�โครเมทรีดักเทส เม่ือเลี้ยงเจริญในอาหารเหลว LB ค0าพีเอช 7.0 ท่ีมี Cr(VI) ความ
เข$มข$นเริ่มต$นเท0ากับ 50 มิลลิกรัมต0อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปAนเวลา 24 ชั่วโมง ด$วยการเขย0าท่ี
ความเร็ว 250 รอบต0อนาที แสดงผลการทดลองเปAนค0าเฉลี่ยจากการทดลองซํ้าสามครั้งพร$อมส0วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน   

 

(ก) 

(ข) 
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ภาพท่ี 11 การรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรียเม่ือใช$ความเข$มข$น Cr(VI) เริ่มต$นต0างกัน รายงานผลการทดลอง
จากค0าเฉลี่ยในการทดลองซํ้าสามครั้งพร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
 

 
 
ภาพท่ี 12 ผลของความเข$มข$นเกลือ NaCl ต0อการรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรีย เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลว LB 
ค0าพีเอช 7.0 ท่ีมี Cr(VI) ความเข$มข$นเริ่มต$นเท0ากับ 20 มิลลิกรัมต0อลิตร เปAนเวลา 24 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ด$วยการเขย0าท่ีความเร็ว 250 รอบต0อนาที รายงานผลการทดลองจากค0าเฉลี่ยในการทดลองซํ้า
สามครั้งพร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
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4.3 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการรีดักช่ัน Cr(VI) ของ Bacillus megaterium 
4.3.1 ผลของค�าพีเอชเริ่มต5น  

เม่ือศึกษาผลของค0าพีเอชเริ่มต$นต0อการเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium ใน
อาหารเหลว LB ท่ีมี Cr(VI) เริ่มต$นเท0ากับ 20 มิลลิกรัมต0อลิตร พบว0า B. megaterium สามารถเจริญได$ดี
ในช0วงค0าพีเอช 6.0-9.0 ซ่ึงให$ผลในทํานองเดียวกันกับการรีดักชั่น Cr(VI) reduction โดยท่ีค0าพีเอชเท0ากับ 7.0 
B. megaterium สามารถรีดักชั่น Cr(VI) ได$สูงท่ีสุดเท0ากับร$อยละ 97.21 ± 0.97 (ภาพท่ี 13) ด$วยเหตุนี้จึง
เลือกค0าพีเอชเท0ากับ 7.0 เปAนค0าพีเอชเริ่มต$นท่ีเหมาะสมต0อการเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ของ  
B. megaterium และนํามาทดสอบในพารามิเตอร�ถัดไป 

 
ภาพท่ี 13 ผลของค0าพีเอชเริ่มต$นต0อการเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium เม่ือทําการทดลอง
ในอาหารเหลว LB ท่ีมี Cr(VI) ความเข$มข$นเริ่มต$นเท0ากับ 20 มิลลิกรัมต0อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ด$วยการเขย0าท่ีความเร็ว 250 รอบต0อนาที เปAนเวลา 24 ชั่วโมง รายงานผลการทดลองจากค0าเฉลี่ยของการ
ดําเนินการทดลองซํ้าสามครั้งพร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

4.3.2 ผลของความเร็วในการเขย�า 

การให$อากาศด$วยการเขย0าเปAนปLจจัยสําคัญท่ีส0งผลต0อการเจริญและประสิทธิภาพในรีดักชั่น Cr(VI) 
เม่ือทําการทดลองในสภาวะท่ีมีการเขย0าเพ่ือให$อากาศท่ีความเร็วในการเขย0าต0างกันจาก 50 ถึง 300 รอบต0อ
นาที พบว0า B. megaterium สามารถเจริญและรีดิวซ� Cr(VI) ได$สูงท่ีสุด ท่ีความเร็วในการเขย0าเท0ากับ 250 
รอบต0อนาที (ภาพท่ี 14) ขณะท่ีความเร็วในการเขย0าอ่ืนให$ประสิทธิภาพในการรีดิวซ�ท่ีร$อยละ 70-90 สําหรับ
การเจริญจะลดลงตามความเร็วในการเขย0าท่ีเพ่ิมข้ึน จึงเลือกความเร็วในการเขย0าท่ี 250 รอบต0อนาทีมาใช$ใน
การทดสอบพารามิเตอร�ถัดไป   

4.3.3 ผลของอุณหภูมิ  

B. megaterium สามารถเจริญและรีดักชั่น Cr(VI) ท่ีอุณหภูมิ 20-45 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 15) 
โดยมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการรีดักชั่นคือท่ีอุณหภูมิ 30-45 องศาเซลเซียส ท่ีสามารถรีดักชั่น Cr(VI) ได$อย0าง
สมบูรณ� 
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ภาพท่ี 14 การเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium ท่ีความเร็วในการเขย0าต0างกัน เม่ือเลี้ยงใน
อาหารเหลว LB (ค0าพีเอช 7.0) ท่ีมี Cr(VI) ความเข$มข$นเริ่มต$น 20 มิลลิกรัมต0อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปAนเวลา 24 ชั่วโมง รายงานผลเปAนค0าเฉลี่ยของการทําการทดลองซํ้าสามครั้งพร$อมส0วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 

 
ภาพท่ี 15 ผลของอุณหภูมิต0อการเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลว 
LB (ค0าพีเอช 7.0) ท่ีมี Cr(VI) ความเข$มข$นเริ่มต$น 20 มิลลิกรัมต0อลิตร เปAนเวลา 24 ชั่วโมง รายงานผลเปAน
ค0าเฉลี่ยของการทําการทดลองซํ้าสามครั้งพร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  

 



 
 

40 
 

4.3.4 ผลของความเข5มข5นเริ่มต5นของ Cr(VI) 

ผลของความเข$มข$นเริ่มต$นของ Cr(VI) ต0อความสามารถในการรีดักชั่นของ B. megaterium พบการ
รีดักชั่นอย0างสมบูรณ�ท่ีความเข$มข$นตํ่าคือ 10-20 มิลลิกรัมต0อลิตร (ภาพท่ี 16) แต0ท่ีความเข$มข$นของ Cr(VI) ท่ี
สูงข้ึนก็ยังพบประสิทธิภาพในการรีดักชั่นสูงกว0าครึ่ง ขณะท่ีการเจริญจะลดลงตามความเข$มข$นท่ีเพ่ิมข้ึน   

 
ภาพท่ี 16 ผลของความเข$มข$นเริ่มต$นของ Cr(VI) ต0อการเจริญและความสามารถในการรีดักชั่นของ  
B. megaterium เม่ือทําการทดลองในอาหารเหลว LB (ค0าพีเอช 7.0) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด$วยการ
เขย0าท่ีความเร็ว 250 รอบต0อนาที เปAนเวลา 24 ชั่วโมง รายงานผลการทดลองเปAนค0าเฉลี่ยของการทดลองสาม
ซํ้าพร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  

4.3.5 การติดตามการรีดักช่ัน Cr(VI) ท่ีเวลาต�างกัน 

เม่ือติดตามการเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium ท่ีเวลาต0างกันในอาหารเหลว LB 
ท่ีมี Cr(VI) ท่ีความเข$มข$นเริ่มต$น 20 มิลลิกรัมต0อลิตร ท่ีค0าพีเอชเท0ากับ 7.0 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ
การเขย0าท่ีความเร็ว 250 รอบต0อนาที พบว0าความสามารถในการรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรียจะเพ่ิมข้ึนตาม
การเจริญและสามารถรีดิวซ� Cr(VI) ได$อย0างสมบูรณ�ภายหลังเวลาผ0านไป 12 ชั่วโมง ในช0วงการเจริญเข$าสู0
สภาวะคงท่ี และเกิดอย0างต0อเนื่องเปAนเวลา 48 ชั่วโมง ดังแสดงในภาพท่ี 17 

4.3.6 ผลของแหล�งคาร0บอน 

เนื่องจากประสิทธิภาพในการรีดักชั่น Cr(VI) โดยจุลินทรีย�มักได$รับอิทธิพลจากแหล0งคาร�บอนท่ีใช$
เปAนตัวให$อิเล็กตรอน จึงทําการศึกษาในอาหารเหลว LB ในสภาวะเหมาะสมคือ ค0าพีเอชเท0ากับ 7.0 ความเร็ว
ในการเขย0า 250 รอบต0อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยใช$ความเข$มข$นเริ่มต$นของ Cr(VI) เท0ากับ 20 
มิลลิกรัมต0อลิตร โดยเปลี่ยนแหล0งคาร�บอนจากทริปโตนเปAนแหล0งคาร�บอนอ่ืนๆ ผลการทดลองพบว0า การใช$ 
ฟรุคโตสเปAนแหล0งคาร�บอนแทนทริปโตน ทําให$เกิดการรีดักชั่น Cr(VI) อย0างสมบูรณ� ตามมาด$วยการใช$
โซเดียมอะซิเตท กลีเซอรอล แลคโตส กลูโคส และซูโครส ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 5 ขณะท่ีการใช$
โซเดียมซิเตรทเปAนแหล0งคาร�บอนจะยับยั้งความสามารถในการีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรีย แต0เม่ือทดสอบเติม
แหล0งคาร�บอนมากกว0าสองชนิดในอาหารเลี้ยงพบว0า B. megaterium สามารถรีดิวซ� Cr(VI) ได$อย0างสมบูรณ�
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เม่ือใช$ทริปโตนเปAนแหล0งคาร�บอนพ้ืนฐาน ขณะท่ีการเติมแหล0งคาร�บอนคู0อ่ืนให$ประสิทธิภาพในการรีดักชั่น  
> 85% นอกจากนี้การผสมโซเดียมอะซิเตทกับกลูโคสยังให$ประสิทธิภาพในการรีดักชั่นท่ีสูงเกือบสมบูรณ� 
ดังนั้นในการเลือกแหล0งคาร�บอนเพ่ือใช$ในการทดลองในปริมาณมาก เพ่ือเปAนการลดต$นทุนจะใช$การผสมของ
โซเดียมอะซิเตทกับกลูโคสเปAนแหล0งคาร�บอนท่ีเหมาะสมสําหรับการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium 
ต0อไป 

 
 

ภาพท่ี 17 การเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium ท่ีเวลาต0างกันเม่ือติดตามในอาหารเหลว LB 
(ค0าพีเอช 7.0) ท่ีมี Cr(VI) ความเข$มข$นเริ่มต$น 20 มิลลิกรัมต0อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด$วยการเขย0า
ท่ีความเร็ว 250 รอบต0อนาที 
 

ตารางท่ี 5 ผลของแหล0งคาร�บอนต0อการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium 

แหล0งคาร�บอน ร$อยละการรีดักชั่น Cr(VI) ± SD 
ทริปโตน 100 
กลีเซอรอล 93.01 ± 1.29 
กลูโคส 89.20 ± 0.99 
ฟรุคโตส 100 
โซเดียมอะซิเตท 94.26 ± 2.33 
โซเดียมซิเตรท 17.99 ± 1.66 
แล็คโตส 92.87 ± 1.18 
ซูโครส 82.81 ± 1.87 
ทริปโตนและโซเดียมอะซิเตท 100  
ทริปโตนและกลูโคส 100  
ทริปโตนและซูโครส 100  
โซเดียมอะซิเตทและกลูโคส 97.27 ± 0.64 
โซเดียมอะซิเตทและซูโครส 92.99 ± 1.45 
กลูโคสและซูโคส 86.35 ± 0.54 
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4.3.7 ผลของไอออนโลหะ 

การมีอยู0ของไอออนโลหะอ่ืนอาจรบกวนความสามารถในการีดักชั่น Cr(VI) ของจุลินทรีย� แต0จากผล
การทดลองท่ีรายงานในตารางท่ี 6 พบว0า B. megaterium สามารถรีดิวซ� Cr(VI) ได$อย0างสมบูรณ�ในสภาวะท่ีมี
ไอออนของโลหะทุกชนิดยกเว$น Ag+ และ Hg2+ ท่ียับยั้งการรีดักชั่นอย0างสมบูรณ�  
 

ตารางท่ี 6 ผลของไอออนโลหะต0อการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. megaterium 

ไอออนโลหะ ร$อยละการรีดักชั่น Cr(VI) 
ชุดควบคุม (ไม0เติมไอออน) 100 
Ag+ 0 
Ba2+ 100  
Co2+ 100  
Cu2+ 100  
Ni2+ 100  
Hg2+ 0 
Fe3+ 100  
Zn2+ 100  
Mg2+ 100  
Al3+ 100  
 
4.4 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการรีดักช่ัน Cr(VI) ของ Bacillus cereus  

4.4.1 ผลของปริมาณหัวเช้ือตั้งต5น  

ในการทดสอบประสิทธิภาพของ B. cereus ในการรีดักชั่น Cr(VI) ในน้ําเสียสังเคราะห�จะเริ่ม
พิจารณาท่ีพารามิเตอร�แรกคือ ปริมาณของหัวเชื้อต้ังต$นท่ีใช$ในระบบ ผลการทดลองพบว0าการเจริญและ
ประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus จะเพ่ิมข้ึนตามปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นท่ีใช$ โดยมีร$อยละของการ
รีดิวซ� Cr(VI) ท่ีเพ่ิมข้ึนอย0างต0อเนื่อง เม่ือใช$ปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นเท0ากับร$อยละ 5 ถึง 20 จากนั้นความสามารถ
ในการรีดิวซ� Cr(VI) จะเริ่มคงท่ี ท่ีการใช$ปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นระหว0างร$อยละ 25 และร$อยละ45 โดยมีค0าการ
รีดิวซ� Cr(VI) ในช0วงร$อยละ 65 ถึงร$อยละ 73 ดังแสดงในภาพท่ี 18 ซ่ึงพบว0าค0าร$อยละการรีดักชั่น Cr(VI) 
สูงสุดจะมีค0าเท0ากับร$อยละ 73.65 เม่ือใช$หัวเชื้อต้ังต$นท่ีปริมาณร$อยละ 40 แต0เม่ือพิจารณาถึงอัตราการเจริญท่ี
ลดตํ่าลงเม่ือเพ่ิมปริมาณของหัวเชื้อต้ังต$นนั้น จึงเลือกปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นท่ีร$อยละ 25 ไปใช$ทดสอบใน
พารามิเตอร�ต0อไป  

4.4.2 ผลของค�าพีเอชเริ่มต5น  

เม่ือได$ปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นท่ีเหมาะสมแล$วต0อมาได$ทําการศึกษาผลของค0าพีเอชเริ่มต$นของน้ําเสีย
สังเคราะห� โดยพบว0า B. cereus ไม0สามารถเจริญได$ในน้ําเสียสังเคราะห�ท่ีมีค0าพีเอชน$อยกว0า 5.0 แต0สามารถ
เจริญและรีดิวซ� Cr(VI) ได$เพ่ิมข้ึนอย0างต0อเนื่องตามการเพ่ิมข้ึนของค0าพีเอชจาก 5.0 เปAน 6.0 โดยมีค0าร$อยละ
การรีดักชั่น Cr(VI) เท0ากับ 56.57 และ 66.35 ตามลําดับ จากนั้นอัตราการเจริญและการรีดิวซ� Cr(VI) ของ  
B. cereus จะมีการเพ่ิมข้ึนเพียงเล็กน$อยจากประมาณร$อยละ 70 เปAนร$อยละ 75 เม่ือเพ่ิมค0าพีเอชจาก 7.0 
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เปAน 11.0 และอัตราการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) จะมีค0าลดลงเหลือประมาณร$อยละ 70 อีก
ครั้งเม่ือเพ่ิมค0าพีเอชเปAน 12 ดังแสดงในภาพท่ี 19 ด$วยเหตุนี้จึงเลือกค0าพีเอชเท0ากับ 7.0 มาใช$ในการทดสอบ
ต0อไป 

  

 
ภาพท่ี 18 ผลของปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นต0อเจริญและการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus เม่ือเลี้ยงในน้ําเสีย
สังเคราะห�ท่ีมีค0าพีเอชเท0ากับ 7.0 มีความเข$มข$น Cr(VI) เริ่มต$น 25 มิลลิกรัมต0อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา-
เซลเซียส ด$วยการเขย0าท่ีความเร็ว 250 รอบต0อนาที เปAนเวลา 24 ชั่วโมง ค0าท่ีแสดงเปAนค0าเฉลี่ยของการ
ทดลองจํานวน 3 ครั้ง พร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  

 

 
ภาพท่ี 19 ผลของค0าพีเอชเริ่มต$นของน้ําเสียสังเคราะห�ต0อการเจริญและการกําจัด Cr(VI) ของ B. cereus เม่ือ
เลี้ยงในน้ําเสียสังเคราะห�ท่ีมีความเข$มข$น Cr(VI) เริ่มต$น 25 มิลลิกรัมต0อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ด$วยการเขย0าท่ีความเร็ว 250 รอบต0อนาที เปAนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใช$ปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นร$อยละ 25 ค0าท่ี
แสดงเปAนค0าเฉลี่ยของการทดลองจํานวน 3 ซํ้าพร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
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4.4.3 ผลของอุณหภูมิ  

อุณหภูมิเปAนปLจจัยท่ีสําคัญต0อการเจริญของแบคทีเรียซ่ึงอาจส0งผลต0อการกําจัด Cr(VI) ของ
แบคทีเรียได$ ในการทดลองนี้ได$ทําการศึกษาอุณหภูมิท่ีแตกต0างกันต้ังแต0 20 ถึง 50 องศาเซลเซียส ผลการ
ทดลองพบว0า B. cereus สามารถเจริญและรีดิวซ� Cr(VI) ได$ดีตามการเพ่ิมข้ึนของอุณหภูมิจนถึงอุณหภูมิ
มากกว0า 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีอัตราการเจริญและการรีดิวซ� Cr(VI) ลดลง โดยท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
B. cereus สามารถรีดิวซ� Cr(VI) ได$ดีท่ีสุดเท0ากับร$อยละ 74.08 ดังแสดงในภาพท่ี 20 ด$วยเหตุนี้จึงเลือก
อุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียสมาใช$ในการทดลองถัดไป  

 

 
ภาพท่ี 20 ผลของอุณหภูมิต0อการเจริญและการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus เม่ือเลี้ยงในน้ําเสียสังเคราะห�ท่ีมี
ค0าพีเอชเริ่มต$นเท0ากับ 7.0 มีความเข$มข$น Cr(VI) เริ่มต$น 25 มิลลิกรัมต0อลิตร ด$วยการเขย0าท่ีความเร็ว 250 
รอบต0อนาที เปAนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใช$ปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นร$อยละ 25 ค0าท่ีแสดงเปAนค0าเฉลี่ยของการทดลอง
จํานวน 3 ซํ้าพร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน   

4.4.4 ผลของความเร็วในการเขย�า  

การศึกษาผลของความเร็วในการเขย0าต0อการเจริญและการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus พบว0า  
B. cereus สามารถรีดิวซ� Cr(VI) ได$สูงท่ีสุดโดยมีค0าร$อยละการรีดักชั่นเท0ากับ 84.99 ท่ีความเร็วในการเขย0า 50 
รอบต0อนาที ดังแสดงในภาพท่ี 21 จากนั้นความสามารถในการรีดิวซ� Cr(VI) จะลดลงตามการเพ่ิมข้ึนของ
ความเร็วในการเขย0า โดยมีค0าร$อยละการรีดักชั่น Cr(VI) ประมาณร$อยละ 70 ซ่ึงตรงข$ามกันกับการเจริญของ
แบคทีเรียท่ีมีค0าเพ่ิมข้ึนอย0างต0อเนื่อง ด$วยเหตุนี้จึงเลือกความเร็วในการเขย0าท่ี 50 รอบต0อนาที มาใช$ใน
การศึกษาถัดไป  

4.4.5 ผลของความเข5มข5นเริ่มต5นของ Cr(VI)  

เม่ือทดสอบผลของความเข$มข$นเริ่มต$นของ Cr(VI) ท่ีแตกต0างกันคือ 12.5, 25, 50, 75, และ 100 
มิลลิกรัมต0อลิตร ต0อการเจริญและการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus พบว0าความสามารถในการเจริญและการ
รีดิวซ� Cr(VI) จะมีค0าลดลงตามการเพ่ิมข้ึนของความเข$มข$น Cr(VI) เริ่มต$น (ภาพท่ี 22) แม$ท่ีความเข$มข$น Cr(VI) 
เท0ากับ 12.5 มิลลิกรัมต0อลิตรนั้น B. cereus จะสามารถเจริญได$ดีและรีดิวซ� Cr(VI) ได$อย0างสมบูรณ�ก็ตาม แต0
เม่ือพิจารณาถึงความสามารถในการรีดักชั่นท่ีความเข$มข$น Cr(VI) 25 มิลลิกรัมต0อลิตร ท่ียังมีค0าสูงเท0ากับ 
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ร$อยละ 83.82 โดยไม0ส0งผลต0อการเจริญ ทําให$เลือกความเข$มข$นเริ่มต$นท่ี 25 มิลลิกรัมต0อลิตรมาใช$ในการ
ทดสอบต0อไป  

 

 

ภาพท่ี 21 ผลของความเร็วในการเขย0าต0อการเจริญและการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus เม่ือเลี้ยงในน้ําเสีย
สังเคราะห�ท่ีมีค0าพีเอชเริ่มต$นเท0ากับ 7.0 มีความเข$มข$น Cr(VI) เริ่มต$น 25 มิลลิกรัมต0อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปAนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใช$ปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นร$อยละ 25 ค0าท่ีแสดงเปAนค0าเฉลี่ยของการ
ทดลองจํานวน 3 ซํ้าพร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  

 

ภาพท่ี 22 ผลของความเข$มข$น Cr(VI) ต0อการเจริญและการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus เม่ือเลี้ยงในน้ําเสีย
สังเคราะห�ท่ีมีค0าพีเอชเริ่มต$นเท0ากับ 7.0 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด$วยการเขย0าท่ีความเร็ว 50 รอบต0อ
นาที เปAนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใช$ปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นร$อยละ 25 ค0าท่ีแสดงเปAนค0าเฉลี่ยของการทดลองจํานวน 
3 ซํ้าพร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  



 
 

46 
 

4.4.6 การติดตามการรีดิวซ0 Cr(VI) โดย B. cereus ในน้ําเสียสังเคราะห0ท่ีสภาวะเหมาะสม  

เม่ือได$สภาวะทางกายภาพท่ีเหมาะสมต0อการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus แล$วต0อมาได$ติดตามการ
รีดิวซ�ท่ีเวลาต0างกัน เปAนเวลา 72 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงในภาพท่ี 23 โดยพบว0าการเจริญและ
ประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) จะเพ่ิมข้ึนตามการเพ่ิมข้ึนของเวลา และเม่ือการเจริญของแบคทีเรียเข$าสู0
ระยะคงท่ีคือ ท่ีชั่วโมงท่ี 48 ค0าร$อยละการรีดักชั่น Cr(VI) จะเริ่มคงท่ี โดยมีค0าร$อยละการรีดักชั่น Cr(VI) ในช0วง 
86.89 ถึง 89.11 ขณะท่ีไม0พบการเปลี่ยนแปลงของค0าพีเอชของอาหารเลี้ยงในช0วงการเจริญนี้  

 

 
ภาพท่ี 23 การติดตามการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus เม่ือเลี้ยงในน้ําเสีย
สังเคราะห�ท่ีมีค0าพีเอชเริ่มต$นเท0ากับ 7.0 และมีค0าความเข$มข$นของ Cr(VI) เริ่มต$น 25 มิลลิกรัมต0อลิตร ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด$วยการเขย0าท่ีความเร็ว 50 รอบต0อนาที โดยใช$ปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นร$อยละ 25 
ค0าท่ีแสดงเปAนค0าเฉลี่ยของการทดลองจํานวน 3 ซํ้าพร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  

4.4.7 ผลของแหล�งคาร0บอน 

การศึกษาผลของแหล0งคาร�บอนต0อการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus ในน้ําเสียสังเคราะห�ในสภาวะ
เหมาะสมพบว0า แหล0งคาร�บอนท่ีเหมาะจะใช$เปAนตัวให$อิเล็กตรอนสําหรับการรีดักชั่น Cr(VI) โดย B. cereus 
เรียงตามลําดับคือ ฟรุคโตส โซเดียมซิเตรท และทริปโตน ดังแสดงในตารางท่ี 7 ขณะท่ีการใช$แหล0งคาร�บอน
ชนิดอ่ืนยับยั้งความสามารถในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus  

4.4.8 ผลของไอออนโลหะ 

เม่ือศึกษาผลของไอออนโลหะต0อการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus ให$ผลการทดลองดังแสดงใน
ตารางท่ี 8 โดยพบว0า ความสามารถในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. cereus ถูกยับยั้งได$โดยไอออนของโลหะทุก
ชนิด ยกเว$นไอออนของ Cu2+ และ Ba2+ ท่ีช0วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) 
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ตารางท่ี 7 ผลของแหล0งคาร�บอนต0อการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. cereus 

แหล0งคาร�บอน ร$อยละการรีดักชั่น Cr(VI) ± SD 
ทริปโตน 72 ± 0.64 
กลีเซอรอล 49 ± 4.20 
กลูโคส 49 ± 2.14 
ฟรุคโตส 89 ± 3.41 
โซเดียมอะซิเตท 46 ± 3.65 
โซเดียมซิเตรท 81 ± 2.33 
แลคโตส 27 ± 1.81 
ซูโครส 41 ± 0.87 
 
ตารางท่ี 8 ผลของไอออนโลหะต0อการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. cereus 

ไอออนโลหะ ร$อยละการรีดักชั่น Cr(VI) ± SD 
ชุดควบคุม (ไม0เติมไอออน) 100 
Ag+ 14 ± 2.64 
Ba2+ 112 ± 1.47 
Co2+ 77 ± 2.02 
Cu2+ 142 ± 0.70 
Ni2+ 51 ± 1.54 
Hg2+ 17 ± 2.69 
Fe3+ 74 ± 3.23 
Zn2+ 30 ± 3.98 
Mg2+ 81 ± 1.01 
Al3+ 80 ± 1.80 
 
4.5 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการรีดักช่ัน Cr(VI) ของ Bacillus subtilis  

4.5.1 ผลของปริมาณหัวเช้ือตั้งต5น  
เม่ือทําการทดลองในน้ําเสียสังเคราะห�ท่ีมีความเข$มข$นของ Cr(VI) เริ่มต$น 20 มิลลิกรัมต0อลิตร โดย

ใช$ปริมาณหัวเชื้อของแบคทีเรียท่ีแตกต0างกัน พบว0าการเจริญและความสามารถในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ
แบคทีเรียมีความสัมพันธ�ตรงกันกับปริมาณหัวเชื้อท่ีเพ่ิมข้ึน เม่ือเพ่ิมปริมาณหัวเชื้อแบคทีเรียจะสามารถเจริญ
และรีดิวซ� Cr(VI) ได$ดีข้ึนดังแสดงในภาพท่ี 24 แต0เม่ือพิจารณาถึงความสามารถในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ
แบคทีเรียเม่ือใช$หัวเชื้อแตกต0างกันต้ังแต0ร$อยละ 10 ร$อยละ15 ถึงร$อยละ 20 พบว0า เชื้อสามารถรีดิวซ� Cr(VI) 
ได$เพ่ิมข้ึนจากร$อยละ 47 เปAนร$อยละ 54 และร$อยละ 53 ตามลําดับ ดังนั้นจึงเลือกปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นท่ี 
ร$อยละ 10 มาใช$ในการทดลองต0อไป  
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ภาพท่ี 24 ผลของปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นต0อการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. subtilis เม่ือ
วิเคราะห�ในน้ําเสียสังเคราะห�ท่ีมี Cr(VI) เริ่มต$น 20 มิลลิกรัมต0อลิตร ค0าพีเอช 7.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา-
เซลเซียส ด$วยการเขย0าท่ีความเร็ว 250 รอบต0อนาที เปAนเวลา 24 ชั่วโมง ค0าท่ีแสดงเปAนค0าเฉลี่ยของการ
ทดลองจํานวน 3 ซํ้า พร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

4.5.2 ผลของค�าพีเอชเริ่มต5น  

การศึกษาผลของค0าพีเอชต0อการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. subtilis 
ดําเนินการทดลองในน้ําเสียสังเคราะห�ท่ีมีค0าพีเอชเริ่มต$นแตกต0างกัน พบว0าแบคทีเรียสามารถเจริญได$ดีในช0วง 
พีเอชท่ีมีค0าเปAนกลางถึงด0าง และเจริญได$ดีท่ีสุดท่ีค0าพีเอช 7.0 โดยพบประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) ไม0
แตกต0างกันมากคือ อยู0ท่ีร$อยละ 66.28 ถึงร$อยละ 64.91 ในช0วงค0าพีเอช 7.0-8.0 ดังแสดงในภาพท่ี 25 ด$วย
เหตุนี้จึงเลือกค0าพีเอช 7.0 มาใช$ในการทดลองต0อไป  

 
ภาพท่ี 25 ผลของค0าพีเอชเริ่มต$นของน้ําเสียสังเคราะห�ต0อการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ 
B. subtilis เม่ือวิเคราะห�ในน้ําเสียสังเคราะห�ท่ีมี Cr(VI) เริ่มต$น 20 มิลลิกรัมต0อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา-
เซลเซียส ด$วยการเขย0าท่ีความเร็ว 250 รอบต0อนาที เปAนเวลา 24 ชั่วโมง ค0าท่ีแสดงเปAนค0าเฉลี่ยของการ
ทดลองจํานวน 3 ซํ้า พร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
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4.5.3 ผลของอุณหภูมิ  

การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต0อการเจริญและการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. subtilis พบว0าการเพ่ิม
อุณหภูมิจาก 20 ถึง 37 องศาเซลเซียส ส0งผลให$แบคทีเรียรีดิวซ� Cr(VI) ได$สูงข้ึนโดยสามารถรีดิวซ� Cr(VI) ได$สูง
ท่ีสุดท่ีร$อยละ 58 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) จะมีค0า
ลดลงอย0างต0อเนื่องเม่ือเพ่ิมอุณหภูมิสูงข้ึน ดังแสดงในภาพท่ี 26 ด$วยเหตุนี้จึงเลือกอุณหภูมิท่ี 37 องศา-
เซลเซียสมาใช$ในการทดลองต0อไป  

 
ภาพท่ี 26 ผลของอุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อต0อการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. subtilis 
เม่ือวิเคราะห�ในน้ําเสียสังเคราะห�ท่ีมี Cr(VI) เริ่มต$น 20 มิลลิลิตรกรัมต0อลิตร ค0าพีเอช 7.0 ด$วยการเขย0าท่ี
ความเร็ว 250 รอบต0อนาที เปAนเวลา 24 ชั่วโมง ค0าท่ีแสดงเปAนค0าเฉลี่ยของการทดลองจํานวน 3 ซํ้า พร$อมส0วน
เบ่ียงเบนมาตรฐาน  

4.5.4 ผลของความเร็วในการเขย�า  

ปLจจัยต0อมาท่ีทําการศึกษาคือ ความเร็วในการเขย0าท่ีส0งผลการเจริญ และประสิทธิภาพในการรีดิวซ� 
Cr(VI) จากภาพท่ี 27 พบว0า B. subtilis สามารถเจริญได$ดีท่ีค0าความเร็วในการเขย0า 100 รอบต0อนาที แต0จะ
รีดิวซ� Cr(VI) ได$สูงท่ีสุดท่ีความเร็วในการเขย0า 200 รอบต0อนาที โดยสามารถรีดิวซ� Cr(VI) ได$เท0ากับร$อยละ 68 
จากนั้นประสิทธิภาพในการรีดิวซ�จะลดลงพร$อมกับความสามารถในการเจริญ เม่ือเพ่ิมความเร็วในการเขย0า 
ด$วยเหตุนี้จึงเลือกความเร็วในการเขย0าท่ี 200 รอบต0อนาที มาใช$ในการศึกษาต0อไป 

4.5.5 ผลของความเข5มข5นเริ่มต5นของ Cr(VI)  

การศึกษาผลของความเข$มข$นเริ่มต$นของ Cr(VI) ท่ีใช$ต0อความสามารถในการเจริญและประสิทธิภาพ
ในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. subtilis แสดงในภาพท่ี 28 พบว0า B. subtilis สามารถรีดิวซ� Cr(VI) ได$ดีท่ีความ
เข$มข$นเริ่มต$น 10 และ 20 มิลลิกรัมต0อลิตร โดยให$ค0าร$อยละการรีดักชั่นท่ีไม0แตกต0างกันมากกล0าวคือ สามารถ
รีดิวซ� Cr(VI) ร$อยละ 66.02 และร$อยละ 59.47 ตามลําดับ แต0เม่ือเพ่ิมความเข$มข$นของ Cr(VI) มากกว0า 20 
มิลลิกรัมต0อลิตร พบว0าส0งผลต0อการเจริญและความสามารถในการรีดิวซ� Cr(VI) ด$วยเหตุนี้จึงเลือกความเข$มข$น
โครเมียมเริ่มต$นท่ี 20 มิลลิกรัมต0อลิตร มาใช$ในการศึกษาต0อไป  
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ภาพท่ี 27 ผลของความเร็วในการเขย0าต0อการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. subtilis เม่ือ
วิเคราะห�ในน้ําเสียสังเคราะห�ท่ีมี Cr(VI) เริ่มต$น 20 มิลลิกรัมต0อลิตร ค0าพีเอช 7.0 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เปAนเวลา 24 ชั่วโมง ค0าท่ีแสดงเปAนค0าเฉลี่ยของการทดลองจํานวน 3 ซํ้า พร$อมส0วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน  

 
ภาพท่ี 28 ผลของความเข$มข$นโครเมียมเริ่มต$นต0อการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ  
B. subtilis เม่ือวิเคราะห�ในน้ําเสียสังเคราะห� (ค0าพีเอช 7.0) ท่ีมี Cr(VI) แตกต0างกัน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส ด$วยการเขย0าท่ีความเร็ว 200 รอบต0อนาที เปAนเวลา 24 ชั่วโมง ค0าท่ีแสดงเปAนค0าเฉลี่ยของการ
ทดลองจํานวน 3 ซํ้า พร$อมส0วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  

4.5.6 การทดสอบประสิทธิภาพของ B. subtilis ในการรีดิวซ0 Cr(VI) 

การศึกษาการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. subtilis ท่ีเวลาต0างกัน พบว0าแบคทีเรียมีประสิทธิภาพในการ
รีดิวซ�เพ่ิมข้ึนตามการเจริญของเชื้อและการเพ่ิมข้ึนของเวลาท่ีใช$ และจะรีดิวซ� Cr(VI) ได$หมดอย0างสมบูรณ� เม่ือ
การเจริญของเชื้อเข$าสู0ระยะปลายเอ็กโปเนนเซียล โดยไม0พบการเปลี่ยนแปลงของค0าพีเอชมากนัก ดังแสดงใน
ภาพท่ี 29  
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ภาพท่ี 29 การติดตามการเจริญและประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. subtilis เม่ือวิเคราะห�ในน้ําเสีย
สังเคราะห�ท่ีมี Cr(VI) เริ่มต$น 20 มิลลิกรัมต0อลิตร ค0าพีเอช 7 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด$วยการเขย0าท่ี
ความเร็ว 200 รอบต0อนาที เปAนเวลา 72 ชั่วโมง ค0าท่ีแสดงเปAนค0าเฉลี่ยของการทดลองจํานวน 3 ซํ้า พร$อมส0วน
เบ่ียงเบนมาตรฐาน  

4.5.7 ผลของแหล�งคาร0บอน 

การศึกษาผลของแหล0งคาร�บอนต0อการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. subtilis ในสภาวะเหมาะสมพบว0า 
แหล0งคาร�บอนท่ีเหมาะจะใช$เปAนตัวให$อิเล็กตรอนสําหรับการรีดักชั่น Cr(VI) โดย B. subtilis คือ ทริปโตน ดัง
แสดงในตารางท่ี 9 ขณะท่ีการใช$แหล0งคาร�บอนชนิดอ่ืนยับยั้งความสามารถในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. subtilis  

 

ตารางท่ี 9 ผลของแหล0งคาร�บอนต0อการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. subtilis 

แหล0งคาร�บอน ร$อยละการรีดักชั่น Cr(VI) ± SD 
ทริปโตน 100 ± 0.02 
กลีเซอรอล 35 ± 0.85 
กลูโคส 42 ± 2.89 
ฟรุคโตส 72 ± 1.69 
โซเดียมอะซิเตท 53 ± 5.40 
โซเดียมซิเตรท 81 ± 1.82 
แลคโตส 43 ± 2.03 
ซูโครส 39 ± 0.75 

4.5.8 ผลของไอออนโลหะ 

เม่ือศึกษาผลของไอออนโลหะต0อการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. subtilis ให$ผลการทดลองดังแสดงใน
ตารางท่ี 10 โดยพบว0า การมีอยู0ของไอออนโลหะทุกชนิดยกเว$น Zn2+ จะยับยั้งความสามารถในการรีดิวซ� 
Cr(VI) ของ B. subtilis และการเติม Cu2+ ช0วยเสริมประสิทธิภาพในการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. subtilis ได$
เพ่ิมข้ึนร$อยละ 24 
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ตารางท่ี 10 ผลของไอออนโลหะต0อการรีดักชั่น Cr(VI) ของ B. subtilis 

ไอออนโลหะ ร$อยละการรีดักชั่น Cr(VI) ± SD 
ชุดควบคุม (ไม0มีการเติมไอออน) 100 
Ag+ 17 ± 2.74 
Ba2+ 60 ± 6.10 
Co2+ 69 ± 7.96 
Cu2+ 124 ± 1.77 
Ni2+ 44 ± 3.81 
Hg2+ 7 ± 1.65 
Fe3+ 80 ± 3.81 
Zn2+ 101 ± 0.74 
Mg2+ 15 ± 2.08 
Al3+ 92 ± 0.72 
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บทท่ี 5 

 
อภิปรายผลการวิจัย 

 
จากการนําสารก0อมะเร็ง Cr(VI) มาประยุกต�ใช$อย0างแพร0หลายในอุตสาหกรรมหลายชนิด โดยเฉพาะ

อุตสาหกรรมการฟอกหนังในกระบวนการฟอกโครม (UNEP, 1994) นําไปสู0การปนเปBCอนของ Cr(VI) ใน
สิ่งแวดล$อมท่ีส0งผลรุนแรงต0อสิ่งมีชีวิตในห0วงโซ0อาหาร (Kotaš & Stasicka, 2000; Rieuwerts, 2015; 
Shanker et al., 2005) ซ่ึงเคยมีรายงานถึงศักยภาพของแบคทีเรียในสกุล Escherichia, Bacillus, 
Pseudomonas และ Streptococcus ท่ีสามารถรีดักชั่น Cr(VI) เปAน Cr(III) ท่ีมีความเปAนพิษลดลงได$ 
(Gopalan & Veeramani, 1994; Ilias et al., 2011; Liu et al., 2015; Mala et al., 2015) ซ่ึงกลไกในการ 
รีดักชั่น Cr(VI) โดยแบคทีเรียนี้เปAนกระบวนการท่ีข้ึนกับชนิดของแบคทีเรีย (species dependent) และมี
ความหลากหลายสูง (Thatoi et al., 2014) ซ่ึงแบคทีเรียท่ีสามารถทนและเจริญในสภาวะท่ีมี Cr(VI) ความ
เข$มข$นสูงได$ มักจะมีศักยภาพในการกําจัด Cr(VI) ผ0านการทํางานของเอนไซม�โครเมทรีดักเทส (Thatoi et al., 
2014) ด$วยเหตุนี้ โครงการวิจัยนี้จึงเริ่มคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถรีดิวซ� Cr(VI) จากการมีอยู0ของชิ้นยีนท่ี
กําหนดการสร$างเอนไซม�โครเมทรีดักเทส และพบว0าแบคทีเรียห$าในเก$าสายพันธุ�ท่ีมีในห$องปฏิบัติการได$แก0  
Acinetobacter baylyi (Uttatree et al., 2010), Bacillus megaterium (Uttatree et al., 2017), B. 
cereus (Charoenpanich et al., 2014), B. subtilis (Uttatree & Charoenpanich, 2016) และ 
Streptococcus sciuri (Charoenpanich et al., 2014) มียีนท่ีกําหนดการสร$างเอนไซม�โครเมทรีดักเทสและ
สามารถผลิตเอนไซม�โครเมทรีดักเทสท่ีใช$ NADH เปAนตัวให$อิเล็กตรอนได$ (Sau et al., 2010) โดยสามารถ
ติดตามแอคติวิตีของเอนไซม�ได$ ด$วยเหตุนี้จึงเลือกแบคทีเรียท้ังห$าสายพันธุ�มาทดสอบการรีดักชั่น Cr(VI) ต0อไป  

เม่ือติดตามการเจริญและการรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรียท้ังห$าสายพันธุ�เปรียบเทียบกันพบว0า  
B. megaterium, B. cereus และ B. subtilis ซ่ึงอยู0ในสกุลเดียวกันมีรูปแบบการเจริญท่ีค$ลายคลึงกัน ขณะท่ี
อัตราการเจริญของ A. baylyi และ S. sciuri จะตํ่ากว0าเท0าตัว ซ่ึงแบคทีเรียทุกชนิดจะเริ่มการรีดักชั่น Cr(VI) 
ในช0วงปลายของระยะเอ�กโปเนเชียล และประสิทธิภาพในการรีดักชั่นจะเพ่ิมข้ึนเม่ือมีการเจริญเพ่ิมข้ึน แสดงให$
เห็นว0าแบคทีเรียใช$พลังงานในการเจริญมาจากการรีดักชั่น Cr(VI) และความเข$มข$นของ Cr(VI) ท่ีลดลงน0าจะ
เกิดจากการเปลี่ยนรูป Cr(VI) เปAน Cr(III) ของแบคทีเรียภายหลังเกิดการรีดักชั่น (Whitacre, 2012; Yao et 
al., 2008) เม่ือติดตามการรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรียท้ังห$าสายพันธุ�ท่ีความเข$มข$นเริ่มต$นของ Cr(VI) ต0างกัน
พบว0าเม่ือเพ่ิมความเข$มข$นของ Cr(VI) นั้น ความสามารถในการรีดักชั่น Cr(VI) จะลดลง ท่ีเปAนเช0นนี้อาจ
เนื่องมาจากความเปAนพิษของ Cr(VI) ในระดับสูงท่ีส0งผลต0อแบคทีเรียนั่นเอง และเม่ือพิจารณาถึงความสามารถ
ในการเจริญและรีดิวซ� Cr(VI) ท่ีความเข$มข$นต0างกันพบว0า  B.cereus และ B. subtilis เปAนแบคทีเรียท่ีสามารถ
เจริญและรีดิวซ� Cr(VI) ท่ีความเข$มข$นสูงได$ดีกว0าแบคทีเรียอีกสามสายพันธุ� ขณะท่ี A. baylyi และ B. 
metagerium จะทนและรีดิวซ� Cr(VI) ได$อย0างสมบูรณ�ถึงความเข$มข$นเท0ากับ 30 มิลลิกรัมต0อลิตร และ 20 
มิลลิกรัมต0อลิตร ตามลําดับ ขณะท่ีความสามารถในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ S. sciuri จะลดลงตามความเข$มข$นท่ี
เพ่ิมข้ึน ด$วยเหตุนี้จึงไม0พิจารณาท่ีจะเลือก S. sciuri เปAนแบคทีเรียท่ีสามารถรีดิวซ� Cr(VI) เพ่ือทําการทดลอง
ต0อไป  

จากข$อเท็จจริงท่ีว0าการปนเปBCอนของเกลือเปAนปLจจัยหลักท่ีต$องคํานึงถึงในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ
แบคทีเรีย จึงได$เลือกความสามารถในการเจริญและรีดิวซ� Cr(VI) ของแบคทีเรียในสภาวะท่ีมีเกลือ NaCl 



 
 

54 
 

ปนเปBCอนเปAนเกณฑ�ในการพิจารณาเลือกแบคทีเรียรีดิวซ� Cr(VI) ข้ันแรก เม่ือทําการติดตามการเจริญและการรี
ดักชั่น Cr(VI) ความเข$มข$น 50 มิลลิกรัมต0อลิตร ของแบคทีเรียท้ังห$าสายพันธุ�ในสภาวะท่ีมีการปนเปBCอน NaCl 
ความเข$มข$นต0างกัน พบว0า อัตราการเจริญและความสามารถในการรีดิวซ� Cr(VI) ของ B. subtilis, A. baylyi 
และ S. sciuri จะลดลงขณะท่ี B. megaterium และ B. cereus ยังคงสามารถรีดิวซ� Cr(VI) ได$อย0างสมบูรณ�ท่ี
ทุกความเข$มข$นของเกลือ NaCl ท่ีปนเปBCอน ผลการทดลองท่ีได$ระบุว0า B. megaterium และ B. cereus น0าจะ
เปAนแบคทีเรียท่ีจะสามารถนํามาประยุกต�ใช$ในการกําจัด Cr(VI) ภายใต$สภาวะท่ีมีเกลือได$ 

เนื่องจากประสิทธิภาพในการรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรียสามารถควบคุมได$โดยปLจจัยทางกายภาพ
ภายนอกจึงมีความจําเปAนท่ีจะต$องหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการรีดิวซ� Cr(VI) ของแบคทีเรียท่ีเลือกนํามาทดสอบ 
การทดสอบผลของปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นท่ีใช$ต0อประสิทธิภาพในการรีดิวซ� Cr(VI) พบว0า การเจริญและ
ความสามารถในการกําจัด Cr(VI) ของแบคทีเรียมีความสัมพันธ�โดยตรงกับการเพ่ิมข้ึนของปริมาณหัวเชื้อท่ีใช$ 
แต0เม่ือใช$ปริมาณหัวเชื้อต้ังต$นจํานวนมากเกินพอ จะไม0ส0งผลให$การเจริญและประสิทธิภาพในการกําจัด Cr(VI) 
ของเชื้อเพ่ิมข้ึนแตกต0างกันมากนัก ท่ีเปAนเช0นนี้อาจเนื่องมาจากการจํากัดของแหล0งพลังงานสําหรับแบคทีเรีย 
เม่ือใช$เชื้อท่ีมีปริมาณมวลชีวภาพสูงเกินไปนั่นเอง เนื่องจากค0าพีเอชเปAนปLจจัยทางกายภาพท่ีส0งผลต0อการแตก
ตัวและเปลี่ยนรูปไอออนิกของบริเวณแอคทีฟของเอนไซม� ซ่ึงเคยมีรายงานว0าค0าพีเอชในช0วง 6.5-9.0 เปAนค0า 
พีเอชท่ีเหมาะสมในการรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรีย (Kathiravan et al., 2010) เนื่องจากในช0วงค0าพีเอชนี้
โครเมียมจะอยู0ในรูปของโครเมท (chromate หรือ CrO4

2-) ท่ีพร$อมจะเกิดการรีดักชั่น (McLean & 
Beverldge, 2001 )ขณะท่ีหากค0าพีเอชเข$าสู0ความเปAนด0างจะส0งผลให$เกิดการเปลี่ยนรูปของโครเมียมเปAน 
Cr(OH)3 ท่ีเปAนพิษต0อการเจริญของแบคทีเรียได$ (McLean & Beveridge, 2001) ซ่ึงผลการทดลองท่ีได$จาก  
B. megaterium, B. cereus และ B. subtilis ให$ผลท่ีสอดคล$องกันคือ มีการรีดิวซ� Cr(VI) ได$ดีท่ีสุดท่ีค0าพีเอช
เท0ากับ 7.0 และยังให$ผลคล$ายคลึงกับท่ีเคยพบรายงานใน B. amyloliquefaciens และ B. coagulans (Das 
et al., 2014; Philip et al., 1998)  

เม่ือทดสอบความสามารถในการรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรียท้ังสามสายพันธุ�เม่ือทําการเขย0าเพ่ือเติม
อากาศท่ีความเร็วในการเขย0าต0างกันพบว0า B. megaterium และ B. subtilis สามารถเจริญและรีดิวซ� Cr(VI) 
reduction ได$ดีท่ีสุดท่ีความเร็วในการเขย0าเท0ากับ 250 และ 200 รอบต0อนาที ตามลําดับ ขณะท่ี B. cereus 
สามารถกําจัด Cr (VI) ได$ดีแม$จะใช$ความเร็วในการเขย0าท่ีตํ่าคือ 50 รอบต0อนาที และความสามารถในการ
กําจัด Cr (VI) จะมีค0าลดลงเม่ือเพ่ิมความเร็วในการเขย0า ท่ีเปAนเช0นนี้อาจเนื่องมาจากการเขย0าโดยใช$ความเร็ว
รอบท่ีสูงเกินไปอาจส0งผลให$เกิดฟองข้ึนในปฏิกิริยาท่ีมาจากความเครียดของแรงเขย0า (Mechanical stress) 
และ/หรือความเครียดจากปริมาณออกซิเจน (Oxidative stress) ซ่ึงยับยั้งการส0งถ0ายอิเล็กตรอนระหว0าง
กระบวนการรีดักชันของโครเมียมได$ (Liu et al., 2004) ขณะท่ีการใช$ความเร็วในการเขย0าท่ีตํ่าเกินไปจะเปAน
การจํากัดปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน้ําท่ีเก่ียวข$องกับการเจริญและการส0งถ0ายอิเล็กตรอนระหว0างการรีดักชั่น 
Cr(VI) ของแบคทีเรียได$  

B. megaterium, B. cereus และ B. subtilis สามารถเจริญได$ดีท่ีอุณหภูมิต้ังแต0 20 ถึง 45 องศา
เซลเซียส โดยมีประสิทธิภาพในการกําจัด Cr(VI) สูงในช0วงอุณหภูมิระหว0าง 30 และ 45 องศาเซลเซียส ขณะท่ี
เม่ือเพ่ิมอุณหภูมิในการเลี้ยงมากกว0า 45 องศาเซลเซียส พบอัตราการเจริญและประสิทธิภาพในการกําจัดท่ี
ลดลง ผลการทดลองท่ีได$สอดคล$องกับการกําจัด Cr(VI) ของ B. amyloliquefaciens (Das et al., 2014) 
และ Bacillus sp. (Dhal et al., 2010) ท่ีมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการกําจัด Cr(VI) อยู0ท่ี 35 องศาเซลเซียส 
การใช$อุณหภูมิสูงจะลดอัตราการเจริญของแบคทีเรียและประสิทธิภาพในการรีดักชัน Cr (VI) เนื่องจากส0งผล
ต0อการอยู0รอดของเซลล�ท่ีมีชีวิตและระบบเมแทบอลิซึมภายในเซลล� เม่ือทําการเลี้ยงเปAนเวลานาน นอกจากนี้ท่ี
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อุณหภูมิสูงกว0าค0าท่ีเหมาะสมอาจส0งผลให$โครงรูปธรรมชาติ (Native conformation) ของเอนไซม�ท่ีเก่ียวข$อง
กับการรีดักชันโครเมียมเปลี่ยนไป หรือไปเปลี่ยนแปลงโครงสร$างของเซลล�เมมเบรนหรือยับยั้งกระบวนการ
สังเคราะห�โปรตีนท่ีเก่ียวข$องกับการรีดักชัน Cr(VI) ก็เปAนได$ ขณะท่ีอุณหภูมิตํ่าจะไปจํากัดความสามารถในการ
ส0งถ0ายของไหลข$ามเมมเบรนของเซลล�แบคทีเรีย ซ่ึงอาจรบกวนระบบขนส0งสารทําให$ไม0สามารถเข$ามาภายใน
เซลล�ได$ (Narayani & Shetty, 2013)  

สําหรับการเจริญและประสิทธิภาพในการกําจัด Cr(VI) ของแบคทีเรียท้ังสามสายพันธุ� ท่ีมีค0าลดลงอย0าง
ต0อเนื่องตามการเพ่ิมข้ึนของความเข$มข$นของโครเมียมเริ่มต$นนั้น ให$ผลการทดลองตามท่ีคาดไว$ ท่ีเปAนเช0นนี้
เนื่องมาจากความเปAนพิษของโครเมียมท่ีเพ่ิมข้ึนส0งผลต0อการเจริญและจํากัดความสามารถในการกําจัด Cr(VI) 
ของแบคทีเรีย ซ่ึงเคยมีรายงานระบุว0า Cr(VI) ท่ีระดับความเข$มข$น 10-12 มิลลิกรัมต0อลิตร จะส0งผลให$เกิดการ
ดัดแปลงสารพันธุกรรมและทําให$เกิดการเปลี่ยนแปลงระบบเมแทบอลิซึมหรือปฏิกิริยาท่ีควบคุมลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของแบคทีเรียได$ (Me & Frankenberger, 1994) แม$แบคทีเรียจะสามารถกําจัด  Cr(VI) ได$อย0าง
สมบูรณ�ท่ีความเข$มข$นเริ่มต$นของโครเมียมตํ่าๆ แต0เม่ือเทียบประสิทธิภาพในการกําจัด Cr(VI) ท่ีความเข$มข$น 
20-25 มิลลิกรัมต0อลิตร ท่ีให$ร$อยละการกําจัดสูงกว0าร$อยละ 80 แล$ว ความเข$มข$นโครเมียมในช0วงนี้ก็ยังมีความ
น0าสนใจในการนําไปศึกษาต0อไปมากกว0า เนื่องจากเปAนความเข$มข$นในระดับท่ีกําหนดและถูกจํากัดว0าเปAนช0วง
ความเข$มข$นท่ีส0งผลกระทบต0อสิ่งแวดล$อมหากมีการปลดปล0อยออกมา 

เม่ือติดตามการกําจัด Cr(VI) ของแบคทีเรียท้ังสามท่ีเวลาต0างกันพบว0า แบคทีเรียสามารถกําจัด Cr(VI) ได$
ดีเม่ือการเจริญของเซลล�เข$าสู0ระยะคงท่ี (Stationary growth phase) ผลการทดลองท่ีได$สอดคล$องกับทฤษฏี
คลอรัมเซนซ่ิง (Quorum sensing theory) ท่ีกล0าวว0า เม่ืออัตราการเจริญของแบคทีเรียมีค0าคงท่ี (เข$าสู0ระยะ
คงท่ี) การแสดงออกของระบบเอนไซม�ท่ีเก่ียวข$องกับการเมแทบอไลซ� (Metabolize) สารแปลกปลอมจะเกิดได$
อย0างสมบูรณ� (Swift et al., 1996) สําหรับผลของแหล0งคาร�บอนท่ีทําหน$าท่ีเปAนตัวให$อิเล็กตรอนในการรีดิวซ� 
Cr(VI) ของแบคทีเรียท้ังสามชนิดนั้น พบว0าทริปโตนเปAนแหล0งคาร�บอนหลักท่ีเหมาะสมจะใช$เปAนตัวให$
อิเล็กตรอนในการเลี้ยงแบคทีเรียท้ังสามชนิด ซ่ึงตรงกับข$อเท็จจริงท่ีว0าแหล0งคาร�บอนของแบคทีเรียแต0ละชนิด
นั้นมีความหลากหลายข้ึนกับชนิดของแบคทีเรีย และ Bacillus sp. ส0วนใหญ0ต$องการทริปโตนหรือกลูโคสเปAน
แหล0งคาร�บอนในการเจริญ (Kathiravan et al., 2010) เม่ือทดสอบความสามารถในการรีดิวซ� Cr(VI) ใน
สภาวะท่ีมีไอออนโลหะปนเปBCอน ซ่ึงมักเปAนสภาวะปกติของน้ําท้ิงท่ีได$จากโรงงานอุตสาหกรรมพบว0า การมีอยู0
ของ Cu2+, Zn2+ และ Ba2+ ไม0ส0งผลรบกวนการรีดักชั่น Cr(VI) ของแบคทีเรียท้ังสามสายพันธุ� ในทางตรงกัน
ข$ามกับช0วยเพ่ิมประสิทธิภาพของการรีดักชั่น Cr(VI) อีกด$วย ซ่ึงให$ผลตรงกันข$ามกับผลการวิจัยท่ีเคยมีรายงาน
ก0อนหน$าว0า Cu2+, Zn2+ และ Fe3+ จะไปรบกวนการรีดิวซ� Cr(VI) ของแบคทีเรียได$ (Ishibashi et al, 1990; 
Opperman et al., 2008) นอกจากนี้ยังเคยมีรายงานวิจัยระบุว0าไอออนของโลหะบางชนิด ทําหน$าท่ีเปAนโค
แฟคเตอร� (co-factor) ของเอนไซม�โครเมทรีดักเทสในแบคทีเรีย ยกตัวอย0างเช0น  Mg2+ สําหรับเอนไซม�โค
รเมทรีดักเทสของ Thermus scotoductus SA-01 (Opperman et al., 2008) เปAนต$น ผลการทดลองท่ีได$
จาก B. megaterium ท่ีพบว0า Ag+ และ Hg2+ สามารถยับยั้งการรีดักชั่น Cr(VI) อย0างสมบูรณ�นั้นสอดคล$องกับ
ผลงานวิจัยท่ีพบใน Pseudomonas putida PRS2000 (Ishibashi et al., 1990) ท่ีระบุว0า Ag+ และ Hg2+ 
ยับยั้งการรีดักชั่นของ Cr(VI) อย0างสมบูรณ�เนื่องจากไปออกซิไดส�หมู0ซัลไฮดริล (sulfhydryl group) ท่ีอยู0ใน
บริเวณแอคทีฟของเอนไซม�นั่นเอง (Rath et al., 2014) และเม่ือพิจารณาถึงความสามารถในการกําจัด Cr(VI) 
ของแบคทีเรียท้ังสามสายพันธุ�ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสซ่ึงเปAนอุณหภูมิของประเทศเขตร$อน และในช0วงค0า
พีเอชเปAนกลางถึงด0าง เม่ือใช$ความเข$มข$นเริ่มต$นของโครเมียมท่ี 20-25 มิลลิกรัมต0อลิตร ซ่ึงเปAนค0าความเข$มข$น
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ท่ีสูงกว0าค0ามาตรฐานโครเมียมท่ีปนเปBCอนในน้ําท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมแล$ว ก็แสดงให$เห็นถึงศักยภาพของ
แบคทีเรียท้ังสามชนิดนี้ท่ีสามารถนําไปประยุกต�ใช$ในระบบบําบัดน้ําท้ิงจริงท่ีมีการปนเปBCอนของ Cr(VI) ต0อไป 
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บทท่ี 6 
 

สรุปผลการวิจัย 
 

งานวิจัยนี้ค$นพบแบคทีเรียสามสายพันธุ�ในสกุล Bacillus ได$แก0 B. megaterium, B. cereus และ B. 
subtilis ท่ีแสดงศักยภาพในการรีดักชั่น Cr(VI) ท่ีระดับความเข$มข$นเริ่มต$น 20-30 มิลลิกรัมต0อลิตร ได$อย0าง
สมบูรณ� ในสภาวะท่ีมีเกลือ ค0าพีเอชเปAนกลาง และอุณหภูมิห$อง (30-45 องศาเซลเซียส) โดยไม0ต$องการตัวรับ
อิเล็กตรอนเพ่ิมเติมในปฏิกิริยาการรีดักชั่น และไม0ถูกรบกวนประสิทธิภาพในการกําจัดอย0างรุนแรงจากการ
ปนเปBCอนของโลหะหนัก ผลการทดลองท่ีได$แสดงให$เห็นถึงศักยภาพของแบคทีเรียท้ังสามสายพันธุ�ในการกําจัด 
Cr(VI) ท่ีปนเปBCอนในน้ําท้ิง และยังเปAนข$อมูลเพ่ิมเติมในการรวบรวมความหลากหลายของชนิดแบคทีเรียกลุ0มท่ี
สามารถรีดักชั่นโครเมียมอีกด$วย  
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ภาคผนวกท่ี 1 

กราฟมาตรฐานของ BSA เมื่อวิเคราะห0ด5วยวิธีของ Bradford 
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ภาคผนวกท่ี 2 

กราฟมาตรฐานของ Cr(VI) และ K2Cr2O7 เมือ่วิเคราะห0ด5วยวิธี  
1,5-diphenylcarbazide 
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ภาคผนวกท่ี 3 

ผลการวิเคราะห0ลําดับดีเอ็นเอของผลติภัณฑ0พีซีอาร0ท่ีได5จาก  
Acinetobacter baylyi 
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ภาคผนวกท่ี 4 

ผลการวิเคราะห0ลําดับดีเอ็นเอของผลติภัณฑ0พีซีอาร0ท่ีได5จาก  
Bacillus megaterium 
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ภาคผนวกท่ี 5 

ผลการวิเคราะห0ลําดับดีเอ็นเอของผลติภัณฑ0พีซีอาร0ท่ีได5จาก  
Bacillus cereus 
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ภาคผนวกท่ี 6 

ผลการวิเคราะห0ลําดับดีเอ็นเอของผลติภัณฑ0พีซีอาร0ท่ีได5จาก  
Bacillus subtilis 
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ภาคผนวกท่ี 7 

ผลการวิเคราะห0ลําดับดีเอ็นเอของผลติภัณฑ0พีซีอาร0ท่ีได5จาก  
Streptococcus sciuri 
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ภาคผนวกท่ี 8 

ผล BLAST ท่ีได5จากการวิเคราะห0ลําดับดีเอ็นเอของ Acinetobacter baylyi 
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ภาคผนวกท่ี 9 

ผล BLAST ท่ีได5จากการวิเคราะห0ลําดับดีเอ็นเอของ Bacillus megaterium 
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ภาคผนวกท่ี 10 

ผล BLAST ท่ีได5จากการวิเคราะห0ลําดับดีเอ็นเอของ Bacillus cereus 
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ภาคผนวกท่ี 11 

ผล BLAST ท่ีได5จากการวิเคราะห0ลําดับดีเอ็นเอของ Bacillus subtilis 
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ภาคผนวกท่ี 12 

ผล BLAST ท่ีได5จากการวิเคราะห0ลําดับดีเอ็นเอของ Streptococcus sciuri 
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