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บทคัดยอ 
 จากการแยกเชื้อจุลินทรียจากตัวอยางชนิดตาง ๆ    ที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประ- 

กอบเซลลูโลส เฮมเิซลลูโลส แปง โปรตีน และไขมัน พบวามีทั้งสิ้น 3, 73, 89, 32 และ 99 ไอโซเลท 

ตามลําดับ และจากการแยกเชื้อจุลนิทรียดนิและน้ําในบริเวณน้ําพุรอนและดินที่มีการปนเปอนน้ํามัน

มาทดสอบประสิทธิภาพในการยอยน้ํามันได พบวามีแบคทีเรียที่สามารถยอยน้ํามันไดระดับ 2 คือ มี

ลักษณะของน้ํามนัแตกตัวเปนเม็ดขนาดเลก็และจบัตัวกันที่ขาง ๆ     ขวด มีทั้งสิ้น 21 ไอโซเลท โดย

การวิจัยครั้งนี้ไดมีการทําการจัดทําฐานขอมูลจุลนิทรียเพือ่ใชในงานทางสิง่แวดลอม เพื่อใหมีการเก็บ

ขอมูลของจุลินทรียดงักลาวอยางเปนระบบและงายตอการใชงาน รวมทัง้สามารถเผยแพรตอบุคคล

ทั่วไปใหเขาถึงขอมูลดังกลาวได โดยการเชื่อมตอฐานขอมูลจุลินทรียไวทางระบบเครือขายทั้งภายใน

และภายนอกมหาวิทยาลยัแมโจ โดยจุลนิทรียทั้งหมดถูกเก็บรักษาไว 3 รูปแบบดวยกัน คือ การเกบ็บน

อาหารวุนผิวหนาเอียง การเก็บรกัษาโดยวิธีแชแข็งในกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ  -80OC และการเก็บรกัษา

โดยการทําแหงแบบเยือกแข็ง (freeze-drying) และในการผลิตเชื้อจุลินทรียสําหรับยอยสลายสารใน

ขยะและน้ําเสยีเชิงพาณชิย ไดมีการจัดทําถังหมักสําหรบัผลิตเชื้อจุลินทรยีเชิงพาณชิย     โดยการ

พัฒนามาจากระบบถังหมักในระดับโรงงานอุตสาหกรรม เพื่อเปนการลดตนทุนในการนําเขาถังหมัก

จากตางประเทศ  โดยพัฒนาใหมี 2 ระบบ คือ  ระบบถังหมักแบบเติมอากาศ และระบบถังหมกัแบบไม

เติมอากาศ   จํานวน 6 ชุด   โดยมีขนาดบรรจุ  2000 ลิตร   พรอมอุปกรณเติมอากาศ    ระบบน้ํา

ไหลวน    และระบบน้ําเขา-น้ําออก จากการควบคุมการทาํงานของปม 
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วิธีการกําจัดน้ํามนัที่ปนเปอนในสภาพแวดลอม คือ วิธีทางกายภาพ วิธีทางเคมี  และวิธีการ

ยอยสลายทางชีวภาพ ซึ่งการใชจุลนิทรียในการกําจัดน้าํมันที่ปนเปอนในสภาพแวดลอมเปนวิธีทีเ่ปน

มิตรตอสิ่งแวดลอม  งานวิจัยนี้ไดทําการแยกเชื้อแบคทเีรียจากตัวอยางดนิและน้ําในบรเิวณน้ําพุรอน

จํานวน 30 ไอโซเลต เปนจุลินทรียที่แยกจากตัวอยางน้ํา 22 ไอโซเลต และจากดนิบริเวณบอน้ําพุรอน 8 

ไอโซเลต และพบจํานวนจุลินทรียจากปาบานโปง จํานวน 39 ไอโซเลต (SA1-SA39) จากหวยโจ 

จํานวน 40 ไอโซเลต (PW1-PW40) และจากตัวอยางดินที่ปนเปอนน้ํามนัเครื่องที่ใชแลวจํานวน 45 ไอ

โซเลต (KS1 – KS45) นํามาทดสอบการยอยน้ํามนัเครื่องที่ใชแลวโดยวิธีทางกายภาพ สังเกตระดับการ

ยอยน้ํามันดวยตา พบวาสามารถยอยน้ํามนัระดับ++ 34 ไอโซเลต จากนั้นทดสอบการยอย

น้ํามันเครื่องที่ใชแลวโดยวิธี Partition gravimetric 19 ไอโซเลตสามารถยอยน้ํามนัเครื่องที่ใชแลวได

มากกวา 70 % และวิเคราะหกจิกรรมเอนไซมไลเปสดวยการไตเตรทไดคากิจกรรม ไดคา 4.17-6.67 

U/ml  และดวยวิธี Colorimetric ไดคา 0.48-1.01 U/ml. จากการจําแนกชนิดของแบคทีเรยีดวยเทคนิค 

16s rDNA sequencing พบวาเชื้อแบคทีเรยีที่คดัแยกไดและมีประสิทธิภาพในการยอยสลาย

น้ํามันเครื่องที่ใชแลวอยูในกลุมของ Bacillus thuringiensis , Lysinibacillus boronitolerans และ 

Acinetobacter sp.ซึ่งผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสาํหรับการเจริญเติบโต มีคาดังนี้ ความเปน

กรด-ดาง 8.5 - 9.5 อุณหภูมิ 37 - 40๐C ความเร็วรอบของการใหอากาศ 150 - 200 rpm, และ% NaCl 

0.5 ถึง 2.0% ตามลําดับ  

  ในการวิจยัครั้งนี้ไดทําการจดัทําฐานขอมูลจุลินทรียเพื่อใชในงานทางสิ่งแวดลอม เพื่อใหมีการ

เก็บขอมูลของจุลนิทรียดังกลาวอยางเปนระบบและงายตอการใชงาน รวมทั้งสามารถเผยแพรตอบุคคล

ทั่วไปใหเขาถึงขอมูลดังกลาวได โดยการเชื่อมตอฐานขอมูลจุลินทรยีไวทางระบบเครือ ขายทั้งภายใน

และภายนอกมหาวิทยาลยัแมโจ โดยในงานวิจัยนี้ไดมีการรวบรวมสายพันธุจุลนิทรียที่มีประสิทธิภาพ

สูงในการยอยสลายสารตาง ๆ ทางสิ่งแวดลอม คือ สามารถยอยสลายสารในขยะและน้ําเสีย รวบรวม

ไดทั้งสิ้น 120 ไอโซเลท และจุลินทรียที่มคีวามสามารถในการยอยสลายน้ํามัน รวบรวมไดทัง้สิ้น 110 

ไอโซเลท โดยจุลนิทรยีทั้งหมดถูกเกบ็รักษาไว 3 รูปแบบดวยกัน คือ การเก็บบนอาหารวุนผิวหนาเอียง 

การเก็บรกัษาโดยวิธีแชแข็งในกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -80OC และการเก็บรักษาโดยการทําแหงแบบเยือก

แข็ง (freeze-drying) ไดมีการคัดเลือกสายพันธุที่มีความสามารถในการยอยสลายสารในขยะ น้ําเสีย 

และน้ํามัน เพื่อนํามาจัดจําแนกชนิดของจุลินทรียโดยวิธี 16S rDNA sequencing รวมทั้งสิ้น 92 ไอโซ

เลท พบวาจุลนิทรียที่มีความสามารถสูงในการยอยสลายขยะและน้ําเสยีสวนใหญอยูในจีนัส Bacillus 

เชน Bacillus subtilis, B. pumilus, B. thuringiensis, B. megaterium, B. cereus, B. licheniformis 

นอกจากนี้ยังพบวาแบคทเีรียคลายราในกลุมของแอคติโนมัยซีส Streptomyces มีความสามารถใน
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การยอยสลายสารในน้ําเสยีอีกดวย สวนแบคทีเรยีที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันนั้น พบวา

สวนใหญสามารถจําแนกไดเปนแบคทีเรยีในจีนัส Acinetobacter และ Bacillus 

งานวิจัยนี้ไดคัดเลือกเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการบําบัดขยะและน้ําเสียมาทดสอบในรูปแบบ

ของเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม จากการผลิตเชื้อจุลินทรียแบบใชอากาศและไมใชอากาศ พบวา 

เชื้อจุลินทรียที่ผลิตแบบเติมอากาศ มีอัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรียสูงกวาแบบไมเติมอากาศ เมื่อ

นําเชื้อจุลินทรียเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสมไปทดสอบบําบัดขยะ โดยใชหัวเชื้อจุลินทรียในรูปปุยหมักและใน

รูปของเหลว พบวา การใชจุลินทรียในรูปของปุยหมักทําใหการยอยสลายขยะเกิดขึ้นเร็วกวา โดยเชื้อ

เดี่ยวไอโซเลท MJUT076 มีประสิทธิภาพในการบําบัดขยะไดดีที่สุด ทําใหขยะเกิดการสูญเสียน้ําหนัก 

22.45 และ 18.82 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม สวนการบําบัดขยะโดยใชเชื้อผสม พบวา ขยะ

เกิดการสูญเสียน้ําหนัก 17.07 และ 21.74 เปอรเซ็นต ผลจากการนํา   จุลินทรียไปบําบัดน้ําเสียของ

โรงแรมและโรงงานแปรรูปสุกร พบวา เชื้อเดี่ยวไอโซเลท PB014 ที่ผลิตแบบไมเติมอากาศ สามารถลด

คาบีโอดีไดสูงที่สุด โดยลดคาบีโอดีของน้ําเสียจากโรงแรมและโรงงานแปรรูปสุกรได  65.21 

เปอรเซ็นต และ 64.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งสามารถลดคาบีโอดีไดดีกวาเมื่อเทียบกับการบําบัด

ดวยเชื้อผสม การใชเชื้อผสมบําบัดน้ําเสีย พบวา การใชเชื้อผสม MJUT026, MJUT076, MJUT122, 

และ PB014 ที่ผลิตแบบเติมอากาศ สามารถลดคาบีโอดี ของน้ําเสียจากโรงแรงและโรงงานแปรรูปสุกร

ได  25.00 เปอรเซ็นต และ 62.35 เปอรเซ็นต ซึ่งใหผลดีกวาการใชเชื้อผสม MJUT026, MJUT120, 

MJUT122, MJUT173 และ PB014  
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ABSTRACT 
The 373 isolates of microorganisms from various samples were tested for protein, 

carbohydrate, lipid, hemicellulose and cellulose degradation activities on skim milk, starch, 

tributyrin, xylan and carboxy methyl cellulose respectively. The results showed that there 

were 7, 13, 12, 7 and 19 isolates of the microorganisms which possessed high efficiency on 

skim milk, starch, tributyrin, xylan and carboxy methyl cellulose degradation respectively. 

Among these isolates there were 9 isolates that possessed the ability to degrade various 

kinds of the macromolecule. The various bacterial strains were identified as uncultured 

Bacilli bacterium, Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus 

licheniformis, Pseudoburkholderia malthae, Bacillus sp. and Bacillus amyloliquefaciens. The 

using of pure and mixed culture in sewage and compost degradation shown that isolate 

MJUT076 and MJUT138 increased the rate of substrate decomposition 13.06% and 12.97% 

respectively, and could reduce the weight loss of sewage and compost more than the 

control. Pure and mixed cultures of selected bacterial strains were cultivated in wastewater 

treatment to study the efficiency of biodegradation using BOD removal as a monitoring 

parameter. Among the nine isolated bacteria, the isolate MJUT026 and PB014 with inoculum 

3% was found to give a maximum reduction in BOD 95.71% when compare with control 

group. Contrastingly, the mixed cultures with 1:1 ratio showed its efficiency of BOD removal, 

which is lower than that of BOD removal of control. 

 Methods were used to removal of contaminated oil such as physical, chemical and 

biological methods. Biodegradation has been admired to clean-up oil polluted environment. 

The aim of this study was isolated and selected the dominated bacteria from natural 

resources and soil-oil contaminated that can be degrading used lubricating oil. The 30 

isolate from hot-spring water, 39 isolate from natural soil, 40 isolate from natural water and 

45 isolate found from contaminated soil and showed the best 34 dominated isolates were 

degradation bacteria. The 19 dominated isolates were possibility oil degradation more than 

70% by using partition gravimetric method. Afterwards,The lipase activity showed that 4.17 

to 6.67 U/ml by using titration technique and 0.48 to 1.01 U/ml by using colorimetric method. 

All dominated isolates were sequencing method for 16s rDNA sequencing, result showed 

that majority of dominated bacteria were Bacillus thuringiensis, Lysinibacillus boronitolerans 

(ง) 



 

 

and Acinetobactor sp.. Optimum growth conditions were pH 8.5 to 9.5, temperature 37 to 40 

๐C, orbital shaker 150 to 200 rpm and 0.5 to 2.0 % NaCl, respectively.  

In this research, we have established microbial database for sustainable 

environment, to preserve microbiological materials and information which can be offered to 

the scientific community both inside and outside Maejo Univeristy.  We have preserved 

microbial isolates which have high ability to utilize compounds in environment, 120 isolates 

utilized compounds in waste and 110 isolates utilized compounds in oil.  All of the isolates 

were deposited in three ways which consisted of keep on agar slant, keep in glycerol at -

80OC and freeze-drying. Total of 92 microbial isolates which capable to utilized compounds 

in sewage, wastewater and oil were identified by 16S rDNA sequencing. Most of isolates 

with sewage and wastewater degrading ability were identified to the genus Bacillus such as 

Bacillus subtilis, B. pumilus, B. thuringiensis, B. megaterium, B. cereus, B. licheniformis. 

Some of them were identified as actinomycetes in genus Streptomyces. Most of the isolates 

with oil degrading ability were identified to genus Acinetobacter and Bacillus. 

This study was carried out to use pure and mixed cultures that have high effective 

decomposing activities to degrade the garbage and wastewater treatment. Bacteria 

producing under aerobic and anaerobic condition showed that the growth of bacteria was 

stimulated when produce under aerobic condition. Pure and mixed cultures that produced 

in compost form and liquid form were use in compost degradation. The result showed that 

MJUT076 with compost form gave the highest efficiency in compost degradation as 22.45% 

and 18.82% when compare with control. Using mixed cultures gave efficiency in compost 

degradation as 17.07% and 21.74% . High BOD reduction in wastewater of hotel and pork 

processing plant was observed when treated with PB014 with produce under anaerobic 

condition as 65.21% and 64% respectively. Additionally the pure isolate showed high 

efficiency of BOD reduction than mixed cultures treatment. In comparison with mixed 

cultures, the result indicated that mixed cultures of MJUT026, MJUT076, MJUT122 and 

PB014 with produce under aerobic condition showed better BOD reduction from hotel and 

pork processing plant as 25% and 62.35% than the mixed cultures of MJUT026, MJUT120, 

MJUT122, MJUT173 and PB014 
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1

คํานํา 

(Introduction) 

 
ทุกวันนีป้ญหาขยะและน้ําเสีย รวมไปถึงการปนเปอนน้ํามันในสิ่งแวดลอมเปนปญหา

ระดับชาติของประเทศ โดยเฉพาะอยางยิง่ในเมืองใหญที่มีประชากรมากและมีโรงงานอุตสาหกรรม

ตั้งอยูดวย   เชน กรุงเทพมหานคร เชียงใหม เปนตน ขยะนั้นมีสารประกอบหลากหลายรวมกันอยู และ

แตละประเภทนั้นมีอายุการสลายตัวที่แตกตางกัน บางชนิดสลายตัวไดชามาก การแยกขยะจึงเปน

สิ่งจําเปน เพื่อใหการบําบดัทําไดดี ขยะที่สามารถนํามาใชประโยชนไดก็คือ  ขยะที่มีสารประกอบพวก

เซลลูโลส เฮมเิซลลูโลส แปง โปรตนีและไขมัน ซึ่งหากนํามายอยสลายแลวสามารถทําเปนปุยได 

จุลินทรยีหลายชนิดสามารถยอยสารประกอบเหลานี้ได  โดยการสรางเอนไซมออกมานอกเซลล หรือ

สรางแลวยังอยูในเซลล ซึ่งมักตรวจพบจุลินทรียเหลานี้ไดจากดินและจากแหลงตางๆ ที่มีสารประกอบ

ดังกลาวสะสมอยู แตทีเ่ปนปญหาในทุกวันนี้ เนื่องจากปริมาณขยะมีมากและประชากรมักทิ้งกองหรือ

ทิ้งลงในแมน้ําลําคลอง มีจํานวนมากจนธรรมชาติฟอกตวัเองไมทัน สวนน้ําเสยีนัน้ก็มีปญหาเชนกัน 

เมื่อมีชุมชนใหญก็จะมกีารปลอยน้ําเสียลงสูแหลงน้ําสาธารณะโดยไมมีการบําบัดกอน จึงทําใหแหลง

น้ําสาธารณะฟอกตัวเองไมทนั ประกอบกับโรงงานอุตสาหกรรมบางแหง โดยเฉพาะอยางยิ่งโรงงานที่

เปนอุตสาหกรรมในครัวเรือนซึ่งไมมีพื้นที่หรือระบบการจัดการที่ดีพอก็ระบายน้ําเสยีสูทอ ระบายน้ําลง

สูแหลงน้ําสาธารณะซึ่งกอใหเกิดน้ําเสียเชนกัน นอกจากการออกกฎหมายควบคุมการทิ้งขยะและการ

ระบายน้ําทิ้งของโรงงานอุตสาหกรรมแลว การรณรงคใหประชาชนทั่วไปรวมใจกนัแยกขยะ และหา

วิธีการนํามาใชใหมเพื่อลดจํานวนขยะเปนสิ่งจําเปนแลว การกําจัดขยะและบําบัดน้ําเสียโดยการใช

จุลินทรยี เพื่อลดระยะเวลาการสลายตัวของขยะและน้ําเสยีทุกชนิดก็เปนสิ่งทีน่าสนใจ สวนสาเหตุหลกั

ของการเกิดปญหาน้ํามนัปนเปอนสูสิง่แวดลอมคือ การเกิดอุบัติเหตุทางการขนสงน้ํามนัทางทะเล ซึ่ง

ปญหาจะพบในบรเิวณเฉพาะ คือ ในทะเล มหาสมุทรและแมน้ําที่มีเรือขนสงและขนถายน้ํามัน รวมทั้ง

การรั่วไหลของน้ํามันจากเรือประเภทตาง ๆ  แตในปจจุบันจากความตองการใชน้ํามันของประเทศที่

นับวันมีความตองการที่สูงขึ้น ทั้งในกระบวนการผลิตทางอุตสาหกรรมและจากกิจกรรมตาง ๆ ของ

มนุษย ซึ่งสงผลใหเกิดการปนเปอนน้ํามันทีเ่หลือใชจากกจิกรรมตาง ๆ ทั้งในดนิและในน้ํา  สาเหตุใหญ

ในการปนเปอนของน้ํามันในสิ่งแวดลอมจึงพบวาเกิดมาจากกิจกรรมของมนุษย เชน น้ํามันที่เกดิจาก

กิจกรรมตาง ๆ ของอูซอมรถ การรั่วไหล ของถังเก็บน้ํามนัของปมน้ํามัน น้ํามนัทีเ่หลือจากการประกอบ

อาหาร เปนตน ซึ่งปญหาเหลานีจ้ะสงผลกระทบตอระบบนิเวศและสงผลกระทบตอเนื่องมายังความ

เปนอยูของมนุษย  
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ในตางประเทศมีผูสนใจนําจุลินทรียที่ผานการคัดเลือกแลว มาเติมในขยะและน้ําเสีย

นอกเหนือ ไปจากจุลนิทรียที่มีอยูตามธรรมชาติแลว เพื่อลดปริมาณของสารพิษและเพื่อใหการ

สลายตัวของสารอินทรียเปนไปดวยความรวดเร็วยิ่งขึน้       ในระยะนี้มีการนําเขาจุลินทรียจากตาง 

ประเทศมาใชในการกําจัดขยะและน้ําเสียหลายชนดิ แตกอ็ยูในขั้นทดลองและโฆษณา การนําจุลินทรีย

จากตางประเทศมาใชในประเทศอาจไมไดผลเทาที่ควรและมีราคาแพง    การที่จุลินทรยีมีเมแทบอลิซึม

ที่หลากหลายและตองการสภาวะแวดลอมที่แตกตางกัน และจากการที่พบวาที่ใดมีสารประกอบอยู ที่

นั่นยอมตองมจีุลินทรยีที่สามารถยอยสลายสารประกอบนัน้อยูดวยเสมอ การคัดเลือกจุลินทรยีที่มี

ประสิทธิภาพในการกําจัดขยะและบําบัดน้ําเสยีแตละชนิดในทองถิน่ จึงนาจะใหผลที่ดกีวาและถาขยะ

และน้ําเสียนั้น มีความซับซอนของสารมากก็อาจนําจุลนิทรียที่ผานการคัดเลือกแลวมาศึกษาการอยู

รวมกันเพื่อทําใหการกําจัดขยะ หรือบําบัดน้ําเสยีเกดิประสิทธิผลมากที่สุด และจัดทําใหจุลินทรียอยูใน

รูปแบบทีใ่หแตละครัวเรือนหรือหนวยงานสามารถนําไปใชงานไดสะดวกที่สุด สวนการใชจุลนิทรียใน

การยอยสลายน้ํามนัทีเ่กิดขึ้น โดยใชจุลินทรยีและผลิตภัณฑจากจุลนิทรียที่มีความสามารถในการยอย

สลายน้ํามัน ซึ่งเปนวิธีการที่นกัวิจยัใหความสนใจในการศึกษาและพัฒนามากที่สุด ทั้งการศึกษาวจิัย

เกี่ยวกบัการคัดเลือกจุลนิทรยีจากธรรมชาติและจุลนิทรยีที่มีการปรับปรุงสายพันธุโดยวิธีพันธุ

วิศวกรรม ที่พบวามีความสามารถยอยสลายน้ํามันไดดี แตสําหรับประเทศไทยการใชสิ่งมีชีวติปรับปรุง

พันธุยังเปนขอจํากัดในการใชงานอยูมากดังนั้น    การแยกและคัดเลือกจุลนิทรียที่มีความสามารถใน

การยอยสลายน้ํามนัจากธรรมชาติ จึงมีความ สําคญัอยางยิ่งที่ตองมกีารวิจัยอยางตอเนื่องและเปน

ระบบอยางแทจริง พรอมทั้งการศกึษาสภาวะตาง ๆ ที่เหมาะสมตอการเจรญิเตบิโตของจุลินทรียเหลานี ้

อยางไรก็ตาม ในประเทศไทยการวิจยัเพื่อแยกและคัดเลือกจุลินทรยีที่มีอยูในธรรมชาติโดย

เนนหาเชื้อจุลินทรียทีม่ีคุณสมบัติเดนในการยอยสลายสารอินทรียในขยะ น้ําเสียและยอยน้ํามัน ทัง้ใน

รูปแบบของการศึกษา คนควาและเก็บรกัษาสายพนัธุของเชื้อจุลนิทรียประเภทนี้อยางเปนระบบนั้น

พบวามีนอย  ในโครงการวิจยันี้ไดศกึษาการแยกและคัดเลือกจุลินทรยีมีความสามารถในการยอย

สลายสารในขยะ น้ําเสียและยอยน้ํามัน จากแหลงมกีารปนเปอนน้ํามันและแหลงทรัพยากรธรรมชาติ

ตาง ๆ ซึ่งเกี่ยวเนื่องโครงการวิจัยอื่น ๆ ที่อยูในแผนงานวิจัยเดียวกนั ที่ไดเสนอการเก็บรักษาสายพันธุ

อยางมีระบบของเชื้อจุลินทรียที่มีแยกและคัดเลือกได เพื่อการนําไปใชประโยชนทั้งในดานการเกษตร

และส่ิงแวดลอมตอไป  
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วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

 
1. เพื่อแยกและคัดเลือกจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารในขยะและน้ําเสีย 

      และยอยน้ํามันได 

 2. เพื่อศึกษาสภาวะตาง ๆ ที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของจุลินทรียที่คัดเลือกได   

3. เพื่อศึกษาลักษณะของจุลนิทรียที่คัดเลือกไดเพื่อนําไปพัฒนาผลิตในระดับอุตสาหกรรม 

4. เพื่อเก็บรักษาสายพันธุอยางมีระบบของเชื้อจุลนิทรียทีม่ีแยกและคัดเลือกได 

5. เพื่อจัดทําฐานขอมูลและธนาคารพันธุของจุลินทรียที่ได 

5. เพื่อทําเปนแหลงสาธิต แหลงถายทอดเทคโนโลยี ดูงาน ประชุมและฝกอบรม 

6. เพื่อนําผลงานวิจัยและเทคโนโลยีทีเ่หมาะสมถายทอดสูชุมชน  

 
 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

1. ไดจุลินทรยีที่มีความสามารถในการยอยสลายขยะ น้ําเสียและน้ํามัน ภายใตสภาวะทีเ่หมาะ สม

อยางมีประสิทธิภาพ 

2. ไดรวบรวมจุลินทรียที่มศีักยภาพในการยอยสลายขยะ น้ําเสีย และน้ํามนัภายใตสภาวะที่ 

เหมาะสมตอการเจรญิเตบิโตที่แตกตางกนั ซึ่งสามารถนําไปประยุกตใชในการแกปญหา

สิ่งแวดลอมในรูปแบบที่แตกตางกัน 

3. ไดสภาวะที่เหมาะสมตอการเพิ่มปริมาณจุลนิทรียที่มีประสิทธิภาพ เพื่อการพัฒนาเชิงพาณิชย

ตอไป 

4. ไดสนับสนุนการสรางระบบการเกบ็เชื้อพันธุของจุลินทรยีเพื่อส่ิงแวดลอมอยางเปนรูปธรรม 

5. เปนการสรางแนวทางการใชจุลินทรียที่คัดเลือกไดจากธรรมชาติอยางรูคุณคา เพื่อการแกปญหา

ทางสิ่งแวดลอมภายใตหลกัการพัฒนาอยางยั่งยนื 

6. ทําใหมีแหลงสาธิตระบบการแกปญหาสิ่งแวดลอมที่เกดิขึ้นในมหาวิทยาลยั และเปนแหลงแหงการ

เรียนรูตาม พ.ร.บ. การศึกษาแหงชาต ิ

7. ทําใหมีแหลงถายทอดเทคโนโลยีการใชเชื้อจุลินทรียที่เหมาะสม พรอมทั้งสรางองคความรู  

    สําหรับประชาชนภาคเหนือตอนบนใหละลดการใชสารเคมีแบบยั่งยืน 
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การตรวจเอกสาร 

(Literature review) 

 
1. การศึกษาจุลินทรียยอยขยะ 

ขยะนั้นมีสารประกอบหลากหลายรวมกันอยู และแตละประเภทนั้นมีอายุการสลายตัวที่

แตกตางกัน บางชนิดสลายตัวไดชามาก การแยกขยะจึงเปนสิ่งจําเปน เพื่อใหการบําบัดทําไดดี ขยะที่

สามารถนํามาใชประโยชนไดก็คือ ขยะที่มีสารประกอบพวกเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส แปง โปรตีน และ

ไขมัน ซึ่งหากนํามายอยสลายแลวสามารถทําเปนปุยได จุลินทรียหลายชนิดสามารถยอยสารประกอบ

เหลานี้ได  โดยการสรางเอนไซมออกมานอกเซลล หรือสรางแลวยังอยูในเซลล ซึ่งมักตรวจพบจุลินทรีย

เหลานี้ไดจากดินและจากแหลงตาง ๆ ที่มีสารประกอบดังกลาวสะสมอยู  

 สารอินทรียที่พบในน้ําเสียเกิดขึ้นจากการปลอยน้ําทิ้งและของเสียจากแหลงชุมชน โรงงาน

อุตสาหกรรมอาหาร โรงฆาสัตว รานอาหาร น้ําเสียที่มีสารอินทรียสูงจะสงผลกระทบตอระบบบําบัดน้ํา

เสียทางชีวภาพเนื่องจากมีผลไปขัดขวางการละลายของออกซิเจนลงในน้ํา และทําใหการยอยสลาย

โดยจุลินทรียเกิดไดชา จึงไดมีการพัฒนากระบวนการทางชีวภาพการใชจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพที่

สามารถยอยสลายสารอินทรียไดดีมาใช จากการศึกษาการใชจุลินทรียในการบําบัดน้ําเสียนัน้มทีัง้แบบ

การใชเอนไซมและแบบใชตัวเซลล (Chigusa และคณะ, 1996; Chin และคณะ, 1996) ซึ่งการใชทั้ง

สองแบบก็จะมีขอดีขอเสียแตกตางกัน  การใชเอนไซมจะดีในแงของการที่เอนไซมสามารเกิดปฏิกิริยา

ไดทันทีที่เติมลงในน้ําเสีย ดังนั้นระยะเวลาที่ใชในการบําบัดจึงเร็วกวาการใชเซลล แตเอนไซมจะมี

ความไวตอการเสียสภาพไดงายเมื่ออยูในสภาวะที่ไมเหมาะสม โดยเฉพาะในน้ําเสียซึ่งประกอบดวย

สารตาง ๆ มากมายที่ไมสามารถกําหนดได นอกจากนี้การผลิตและการเก็บเกี่ยวเอนไซมยังเปนการ

เพิ่มขั้นตอนและคาใชจายในการบําบัดน้ําเสียอีกดวย ในกรณีของตัวเซลลเมื่อมีการเติมลงในน้ําเสีย 

จะตองอาศัยระยะเวลาในการปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมในน้ําเสียกอนจึงสามารถเกิดกิจกรรมได

อยางเต็มที่ แตเมื่อมีการปรับตัวแลว จุลินทรียจะสามารถเกิดกิจกรรมไดอยางตอเนื่อง และสามารถนํา

ตะกอนเซลลกลับมาใชใหมได (Recycle) ซึ่งไมตองเสียคาใชจายในการผลิตเซลลบอยครั้ง เมื่อ

เปรียบเทียบขอไดเปรียบเสียเปรียบแลวจะเห็นวาการใชตัวเซลลในการบําบัดน้ําเสียมีความเปนไปได

สูงกวาการใชเอนไซม   

สารประกอบที่มักพบในขยะที่ยอยสลายได ไดแก 

1. เซลลูโลส (cellulose) เปนสารโพลีแซคคารไรดที่พบมากที่สุดในธรรมชาติ เนื่องจากเปน

สวนประกอบของเนื้อเยื่อพืชตาง ๆ เซลลูโลสแตละโมเลกุลจะประกอบดวยน้ําตาลกลูโคสตั้งแต 200-

10,000 โมเลกุล (บัญญัติ, 2532) ซึ่งโพลีเมอรของกลูโคสนี้จะมีลักษณะเปนแบบ -configuration คือ 
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-1,4 เปนโพลีเมอรที่ละลายน้ําไดนอยมาก ดังนั้นจึงมีความเฉื่อยตอพวกไฮโดรเลส หรือ hydrolytic 

enzyme (ปราณี, 2535) เซลลูโลสเปนโพลีเมอรเสนตรงที่ประกอบขึ้นจากกลูโคส ซึ่งโครงสรางที่เปน

เสนตรงของเซลลูโลสนี้จะทําใหเกิดมีผิวหนาที่สม่ําเสมอของหมูไฮดรอกซิลขึ้นทําใหสามารถที่จะเกิด

พันธะไฮโดรเจนระหวางเซลลูโลสโมเลกุลที่อยูใกลเคียงกันได คุณสมบัตินี้ทําใหเกิดความแข็งแรงมาก

ขึ้น เชน ในกรณีที่ใยฝายยึดกันอยู เปนตน (เรืองลักขณา, 2539) 

2.  เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) สวนใหญเปนไซแลนซึ่งเปนเฮมิเซลลูโลสชนิดหนึ่งที่พบได

ในปริมาณมากโดยเฉพาะในไมเนื้อออน จากการศึกษาพบวาไซแลนจะเปนสวนที่อยูระหวางลิกนิน 

(lignin) กับสารคารโบไฮเดรตอื่นๆ ในผนังเซลลของพืช โดยประกอบไปดวย น้ําตาลไซโลส (D-xylose) 

เปนสวนใหญ ยกเวนใน Birch wood ซึ่งจะมีน้ําตาลกลูโคส (D-glucose) เปนองคประกอบหลัก 

โดยทั่วไปในไซแลนจะประกอบไปดวยน้ําตาลประมาณ 2-4 ชนิด สวนประกอบของน้ําตาลที่พบในไซ

แลน ดังแสดงในตารางที่ 1 

 

ตารางท่ี 1 สวนประกอบทีเ่ปนน้ําตาลของไซแลนในสารประกอบเฮมเิซลลูโลสชนดิตางๆ 

ชนิดของน้ําตาล น้ําตาลแหง (เปอรเซ็นต) 

Xylan from Birch wood Xylan from Birch kraft pulp 

Glucose 0.30 0.30 

Xylose 81.8 92.9 

Mannose 0.20 0.00 

Arabinose 0.50 0.30 

Galactose 0.80 0.00 

Rhamnose 0.80 0.10 

Acetyl group 0.04 0.00 

Methylglucoronic acid 3.50 1.50 

ที่มา : ชลธิชา, 2542 

 

 โครงสรางโดยทั่วไปของไซแลนจะประกอบดวยน้ําตาลไซโลส ตอเชื่อมกันเปนเสนยาวดวย

พันธะ -(14)-D-xylopyranosidic linkage  ถึงแมวาไซแลนจะไดมาจากพืชตางชนิดกันก็ตามแต

จะมีโครงสรางแกนหลักที่เหมือนกันคือ น้ําตาลไซโลสที่เชื่อมกับกรดกลูคูโลนิกดวยพันธะ -(12)-

4-O-methyl-D-glucoronic acid linkage และ -(13)-L-arabinofuranose linkage ซึ่งไซแลนที่

พบในไมเนื้อออนจะมีสวนของกิ่งที่เปนกรดกลูคูโลนิกนอยกวาไซแลนที่ไดจากไมเนื้อแข็ง 
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3. โปรตีน เปนสวนที่พบไดมากจากขยะในครัวเรือน เปนสวนที่เหลือจากการประกอบอาหาร

และจากการบริโภค อาจเปนโปรตีนจากพืช เชน ถั่วชนิดตาง ๆ หรือโปรตีนจากสัตว เชน เศษเนื้อปลา 

สุกร และโค 

4. แปง เปนสวนที่พบไดมากจากขยะในครัวเรือน และในพืชชนิดตาง ๆ เปนโพลีเมอรของ

กลูโคสหลายพันหนวยเกาะกันดวย -1-4 linkage 

5. ไขมัน เปนสวนที่พบไดมากจากขยะในครัวเรือน จากเมล็ดพืช เปนตน ประกอบดวยกรด

ไขมันและกลีเซอรอล  

กระบวนการยอยสลายของจุลินทรียเกิดขึ้นได 2 ลักษณะ 

1. การยอยสลายในสภาพที่มีออกซิเจน (Aerobic) 

เกิดขึ้นโดยจุลินทรียที่ตองการออกซิเจนเพื่อยอยสลายสารอินทรีย โดยวิธีนี้สารอินทรียจะ

ถูกยอยสลายใหหมดโดยไมเกิดกาซพิษ และกลิ่นเหม็นเนา 

2. การยอยสลายในสภาพที่ไมมีออกซิเจน (Anaerobic) 

ปจจัยที่มีผลตอการยอยสลายของจุลินทรีย 

1. แหลงพลังงานและพลังงาน (Energy and substrate source) 

สําหรับแหลงพลังงานจุลินทรียจะไดพลังงานจากปฏิกิริยาออกซิ เดชั่นของสารประกอบเคมี 

(Chemotroph) หรือไดพลังงานจากแสง (Phototroph) ดังนั้นจึงสามารถแบงจุลินทรียโดยอาศัยแหลง

พลังงาน และแหลงคารบอนเปนหลักดังตารางที่ 2 (Grega, Buckingham และ Evans, 1994) 

 

ตารางท่ี 2 แหลงพลังงานและแหลงคารบอนของจุลนิทรยีชนิดตาง ๆ 

จุลินทรีย แหลงพลังงาน 
ในการสราง ATP 

แหลงคารบอน 
ในการสรางสวนประกอบของเซลล 

Photoautotroph 

(Photolithotroph) 

แสง 

(Light) 

คารบอนไดออกไซด 

(CO2) 

Chemoautotroph 

(Chemolithotroph) 

สารประกอบอนินทรยี 

(Inorganic compounds) 

คารบอนไดออกไซด 

(CO2) 

Photoheterotroph 

(Photoorganotroph) 

แสง 

(Light) 

สารประกอบอินทรีย 

(Organic compounds) 

Heterotroph 

(Chemoorganotroph) 

สารประกอบอินทรีย 

(Organic compounds) 

สารประกอบอินทรีย 

(Organic compounds) 
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กระบวนการทํางานของเอนไซม (Enzymatic processes) 

จุลินทรียสามารถยอยสลายสารอินทรียตางๆ โดยการสรางเอนไซมซึ่งจะปลอยออกภายนอก

เซลล (Extracellular enzyme) เพื่อยอยสลายสารตาง ๆ เอนไซมที่สําคัญ ไดแก โปรตีเอส อะไมเลส 

และไลเปส 

โปรตีเอส (Protease)   เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตีน ซึ่งเปนโมเลกุลใหญ

ใหเปนเปปไทดและกรดอะมิโน จากนั้นกรดอะมิโนจะถูกยอยสลายตอไปเปน เอมีน กรดคีโต 

แอมโมเนีย และคารบอนไดออกไซด Keay (1971) แบงเอนไซมโปตีเอสที่ไดจากจุลินทรียเปน 3 

ประเภทใหญ ๆ คือ 

1. แอซิดโปรตีเอส (Acid protease) เรงปฏิกิริยาไดดีในชวงพีเอช ประมาณ 2-5 สวนใหญได

จากจุลินทรียพวกเชื้อรา และยีสต ไมคอยพบในแบคทีเรีย มีกรดอะมิโนแอสปาเทตอยูที่บริเวณ        

เรงไมถูกยับยั้งโดยสารพวก Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) และ Diisopropylfluoro-

phosphate (DFP) แตถูกยับยั้งโดยสารพวก Diazoketone compounds (Mizube, Takahashi และ 

Ando, 1973) 

2. อัลคาไลนโปรตีเอส (Alkaline protease) เรงปฏิกิริยาไดดีในชวงพีเอช 7-11 พบทั้งใน

แบคทีเรีย รา และยีสต มีสมบัติคลายเอนไซมทริปซินและไคโมทริปซินในสัตว น้ําหนักโมเลกุลในชวง 

15,000-30,000 เปนเอนไซมที่มีกรดอะมิโนซีรีนที่บริเวณเรง ซึ่งจะพบมากในแบคทีเรียตระกูลบาซิลลัส 

3. นิวทรัลโปรตีเอส (Neutral protease) เรงปฏิกิริยาไดดีที่พีเอชเปนกลาง พบทั่วไปทั้งใน

แบคทีเรียและรา ในแบคทีเรีย Bacillus polymyxa, B. megaterium, B. cereus และ B. 

thermoproteolyticus มีการผลิตเอนไซมนิวทรัลโปรตีเอสเพียงอยางเดียว แตใน B. subtilis พบวาผลิต

ทั้งเอนไซมนิวทรัลและอัลคาไลนโปรตีเอส (อุดมลักษณ ธิติรักษพาณิชย, 2534) 

อะไมเลส (Amylase)  เปนเอนไซมยอยโพลีแซคคาไรด (polysaccharide) ที่รูจักกันอยาง

กวางขวางในทางการคา เพราะเปนเอนไซมที่มีความสําคัญในระดับอุตสาหกรรมหลายประเภทและ

เปนที่ตองการของตลาด อะไมเลสสวนใหญเปนเอนไซมที่ถูกขับออกมาภายนอกเซลล (extracellular 

enzyme) สามารถพบไดทั้งในพืช สัตว เนื้อเยื่อจากสัตว ในมนุษยพบไดจากตอมน้ําลายและตับออน 

รวมทั้งพบไดจากจุลินทรียหลายชนิดและหลายสายพันธุ 

 

ซับสเตรท (substrate) ของเอนไซมอะไมเลส 

1. แปงและไกลโคเจน (starch and glycogen) 

เปนโพลีแซคคาไรด (polysaccharide) ที่มีขนาดโมเลกุลใหญ พบแปงในรูปของอาหาร

สะสมในพืชมีหัว เชน มัน มันเทศ มันสําปะหลัง ในสวนที่เปนเมล็ดพืช เชน ขาว ขาวสาลี และในผลไม
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จํานวนมาก แปงจากพืชมักจะรวมกันอยูเปนเม็ดแปง (starch granule) แมวาแปงจะเปนโพลิเมอรของ

กลูโคสก็ตามแตจํานวนกลูโคสในแปงแตละชนิดจะไมคงที่ 

2. อะไมโลส 

ประกอบดวยกลูโคสตอกันเปนสายยาว 250 ถึง 2000 หนวยของกลูโคสจับยึดกันดวย

พันธะ -1,4-glucosidic linkages เพียงอยางเดียวไมมีแขนง 

3. อะไมโลเพคติน 

ประกอบดวยโมเลกุลของกลูโคสที่ยึดตอกันดวยพันธะ -1,4-glucosidic linkagesและมี

พันธะกอแขนง (branching) -1,6-glucosidic linkages ประมาณ 3 ถึง 5 เปอรเซ็นต ของพันธะ

ทั้งหมด 

4. ไกลโคเจน 

เปนโพลิเมอรของกลูโคสเชนเดียวกับแปง และมีรูปรางลักษณะคลายกับอะไมโลเพคติน 

กลาวคือทุกๆ 8 ถึง 10 หนวยของกลูโคส ที่ตอกันดวยพันธะ -1,4-glucosidic linkages จะแตกแขนง

ยึดกันดวยพันธะ -1,6-glucosidic linkages 

เมื่อเอนไซมอะไมเลสเขาไปทําลายพันธะของซับสเตรทแลว   จะทําใหคุณสมบัติของซับสเตรท

เกิดการเปลี่ยนแปลงดังนี้ (Bernfeld, 1951) 

1.  คา reducing power ของซับสเตรทเพิ่มขึ้นเนื่องจากเกิดอนุมูล glycosidic aldehyde 

เพิ่มขึ้นซึ่งสามารถวัดไดโดยวัดหมูอัลดีไฮดทั่วๆ ไป 

2.  การยอมสีของซับสเตรทโดยสารละลายไอโอดีนมีคาลดลงและคาการดูดกลืนแสงของ

สารประกอบเชิงซอนระหวางไอโอดีนกับอะไมโลสกับอะไมโลเพคตินมีความยาวคลื่นลดลง เชน สี

เปลี่ยนจากน้ําเงินเปนมวง มวงแดง และน้ําตาล ตามลําดับ และปริมาณดูดกลืนแสงสีน้ําเงินลดลง 

เรียกปรากฏการณนี้วา dextrinization 

1. ความหนืดของซับสเตรทลดลง 

2. ซับสเตรทที่เปนไกลโคเจนมีความขุนลดลงและสามารถวัดไดโดยใช nephalometer 

 

       ประเภทของเอนไซมอะไมเลส 

         เอนไซมอะไมเลสมีหลายประเภทแบงแยกไดหลายแบบดังนี้ 

1. แบงตามชนิดของพันธะที่ถูกยอยสลาย สามารถแบงไดเปน 2 ประเภท คือ endoamylase 

และ exoamylase (Yamamoto, 1988) 

1.1 Endoamylase จะยอยสลายพันธะ -1,4-glucosidic linkages ภายในและ

ภายนอกสายโมเลกุลของแปงแบบสุม ไดผลิตภัณฑเปนเด็กซทริน (dextrin) ที่เปนลูกโซของกลูโคส
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ขนาดแตกตางกัน เอนไซมกลุมนี้คือ แอลฟา-อะไมเลส (-amylase) และอะไมโล 1,4 เด็กซทรินเนส 

(amylo 1,4 dextrinase) 

1.2 Sacchrifying amylase สามารถลดความหนืดของแปง และความขุนของไกล

โคเจนไดอยางชาๆ ในขณะเดียวกันคา reducing power  ของซับสเตรทที่เปนอะไมโลเพคตินเพิ่มขึ้น

อยางตอเนื่องในอัตราที่สม่ําเสมอและสามารถทําใหสีน้ํ าเงินของอะไมโลเพคตินกับไอโอดีน

เปลี่ยนแปลงเปนสีมวงอยางชา ๆ แตไมจางหายไป (สีมวงคือสีของ limit dextrin I ที่เอนไซมไมสามารถ

ยอยตอไปได) สามารถทําใหคา optical rotation ลดลงในชวงแรกของปฏิกิริยา หลังจากนั้นจะมีคา

เพิ่มขึ้นขณะเดียวกันสารละลายแสดงคุณสมบัติเปน mutarotation ในทางที่สูงขึ้นดวย 

 จุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสมีทั้งแบคทีเรีย เชื้อรา และยีสต (ดวงพร, 2530) โดย

แบคทีเรียที่สามารถที่สามารถสรางเอนไซมอะไมเลสได เชน Pseudomonas saccharophila, 

Pseudomonas stutzeri, Clostridium acetobutylicum และอื่นๆ อีก โดยเฉพาะพวก Bacillus sp. ซึ่ง

มีถึง 32 สายพันธุ ที่สามารถสรางอะไมเลสได สําหรับพวกแอคติโนมัยซิสมีหลายชนิดที่สามารถสราง

เอนไซมอะไมเลสได เชน Streptomyces aureofaciens, Thermoactinomyces vulgaris เปนตน 

 ยีสตที่รูจักกันดีคือ Endomycopsis fibuligera นอกจากนี้ก็มี E. hordei, E. capsurasis, 

Trichosporon variable, Candida sp., Pichia sp. และ Saccharomyces diastaticus เปนตน 

 เชื้อรา เปนที่ทราบกันดีวามีเชื้อราหลายชนิดที่ยอยแปงไดดี เชน Aspergillus niger, 

Aspergillus candidus, Aspergillus oryzae สวนราที่อยูในกลุม mucoraceous ไดแก Rhizopus 

sp., Mucor sp., M. rouxii, Amylomyces rouxii   สวนราอื่นๆ ที่สราง เชน Penicillium sp. 

 

 ประโยชนของเอนไซมอะไมเลส (Yamomoto, 1988) 

ป 1894        มีการนําเอนไซมอะไมเลสมาใชประโยชนเปนครั้งแรก เมื่อมีการใชเอนไซมอะไมเลส 

จาก Aspergillus oryzae  มายอยแปงสาลี (wheat bran koji) กอนนําไปหมักตอดวย 

จุลินทรียอื่น 

ป 1905 มีการนําเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส จาก Aspergillus oryzae มาใชในอุตสาหกรรมฟอก

ยอมในกรุงโตเกียว ประเทศญี่ปุน 

ป 1908 และ ป 1915 ไดมีการจดลิขสิทธิ์ แอลฟา-อะไมเลส ที่ไดจากแบคทีเรีย 

ป 1939   เริ่มมีการผลิตเอนไซมแอลฟา-อะไมเลส จากเชื้อ Bacillus subtilis ในระดับ

อุตสาหกรรมเปนครั้งแรกเพื่อใชในการหมักแปงขาวสาลี (wheat bran koji) 

ป 1949 มีการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแบบ submerged culture เพื่อการผลิตเอนไซมแอลฟา-อะ

ไมเลสและมีการนําเอนไซมมาใชในขบวนการ liquefication ในอุตสาหกรรมฟอกยอม 
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ป 1957 มีการนํากลูโคส-ออกซิเดส (glucose-oxidase) จาก Penicillium sp. มาใชในการวัด

กลูโคสและแยกกลูโคสออกจากเชื้อจุลินทรีย 

ป 1959 เริ่มนํากลูโคอะไมเลส (glucoamylase) จาก Rhizopus sp. มาใชในการผลิต wheat 

bran koji และใชแอลฟา-อะไมเลสกับกลูโคอะไมเลสในอุตสาหกรรมการผลิตเด็กซโทรส

จากแปง 

ป 1961          ใชแอลฟา-อะไมเลสและกลูโคอะไมเลสในการผลิตเด็กซโทรสเพิ่มขึ้น 110,000 ตันตอป 

สี่ปตอมาสามารถผลิตเด็กซโทรสเพิ่มขึ้นเปน 200,000 ตันตอป และในปเดียวกันมีการ

ใชกลูโคส ไอโซเมอรเรสผลิตกลูโคสและเด็กซโทรส 

ป 1965          จนถึงปจจุบันมีการผลิตแอลฟา-อะไมเลส จาก Aspergillus niger และผลิตกลูโค-ไอโซ

เมอรเรสจาก Streptomyces ในระดับอุตสาหกรรมโดยใชวิธี submerged culture 

ป 1976          จนถึงปจจุบันนี้มีการผลิต immobilized glucose isomerase ขายในตลาด 

 

ไลเปส (Lipase) มีชื่ออีกชื่อหนึ่งวา กลีเซอรอลเอสเทอรไฮโดรเลส (Glycerol ester 

hydrolase) หรือ  เอซิลกลีเซอรอลไฮโดรเลส (Acylglycerol hydrolase) เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิส โมเลกุลของไตรกลีเซอไรด (Triglyceride) ได กลีเซอรอล (Glycerol) กรดไขมัน (Fatty 

acid) และ Partial glycerides โดยที่ไลเปสจะเรงปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะเอสเทอร (Ester 

bonds) ที่พันธะระหวางกรดไขมันโมเลกุลยาวกับกลีเซอรอลของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ไลเปสจะทํา

ปฏิกิริยาดังกลาวไดเมื่อไตรกลีเซอไรดอยูในสภาพ Oil-water interface (Jensen, 1983 และ Macrae, 

1983) ดังนั้นไลเปสจึงไมใชเอนไซมที่ไฮโดรไลซฟอสโฟลิปด (Phospholipid) และ Choieryl ester 

ถึงแมวาจะมีไลเปสบางตัวที่สามารถไฮโดรไลซฟอสโฟลิปด และคลอเรสเตอรอลได 

ไลเปสสามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลายชนิด แตละชนิดผลิตไลเปสที่มีสมบัติแตกตางกัน         

จุลินทรียบางพวกจะผลิตอัลคาไลนไลเปส (Alkaline lipase) เชน Alcaligenes sp. No 679  

(Kokusho, Machida และ Iwasaki, 1982) บางพวกจะผลิตนิวทรัลไลเปส (Neutral lipase) เชน 

Chromobacterium sp. (Yamaguchi และคณะ, 1973) และบางพวกก็จะผลิตไลเปสที่ทนอุณหภูมิสูง

ได (Thermostable lipase) เชน Humicola lanuginosa (Omar, Nishio และ Nagai, 1978) 

นอกจากนี้จุลินทรียบางชนิดยังสามารถผลิตไลเปสไดหลายชนิดที่มีสมบัติแตกตางกัน เชน 

Saccharomyces lipolytica สามารถผลิตไลเปส I ที่มี Optimum pH ที่ 8.2 และไลเปส II ที่มี 

Optimum pH ที่ 8.0 (Ota และคณะ, 1982) เชื้อรา Rhizopus delemar ก็สามารถผลิตไลเปสได 3 

ชนิด คือ A B และ C ที่มีสมบัติแตกตางกัน และพบวาไลเปส B และC ก็สามารถเปลี่ยนแปลงกลับไป
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มาระหวางกันไดดวย  (Iwai  และ Tsujisaka, 1974) และการที่จุลินทรียผลิตไลเปสที่มีสมบัติแตกตาง

กันนี้เอง ทําใหสามารถเลือกไลเปสมาใชประโยชนใหเหมาะสมกับอุตสาหกรรมตาง ๆ มากมาย 

 

เซลลูเลส (cellulase) เปนเอนไซมที่ยอยสลายเซลลูโลสและอนุพันธของเซลลูโลส โดยทั่วไป

เปนเอนไซมผสม ประกอบดวยเอนไซมหลายชนิดทํางานรวมกัน ไดแก 

1. Endogluconase (1,4--D-glucan glucanohydrase, E.C.3.2.1.4) เปนเอนไซมที่มี

ความสามารถในการไฮโดรไลซเซลลูโลสอยางสุม ทําใหไดผลิตภัณฑสุดทายเปนโอลิโกแซคคาไรด เซล

โลไบโอส และกลูโคส 

2. Exogluconase (1,4--D-glucan cellobiohydrolase, E.C.3.2.1.91) เปนเอนไซมที่มี

ความสามารถสลายสายโพลิเมอรของเซลลูโลสตรงสวนที่เปน non-reducing ทําใหไดผลิตภัณฑเปน

เซลโลไบโอส 

3. -glucosidase (-D-glucosidase glucohydrolase, E.C.3.2.1.21) เปนเอนไซมที่มี

ความสามารถสลายเซลโลไบโอสและเซลโลเด็กซทรินเพื่อใหไดผลิตภัณฑเปน -glucose 

 

คุณสมบัติทั่วไปของเอนไซมเซลลูเลส (ปราณี, 2534) 

1. มีมวลโมเลกุลโดยเฉลี่ย 63,000 

2. เอนไซมมีกจิกรรมสูงสดุที่ pH ที่ 5.5-6.0 

3. เสถียรที่ 100 องศาเซลเซียส 5 นาที pH 5.5-6.0 

4. ถูกยับยั้งดวยไอออนของโลหะหนกั, -SH reagent, oxidizing-reducing agent และโดย

ผลผลิตคือกลูโคส 

5. วัดกิจกรรมของเอนไซมจากการวัดหมูรดีิวซทีเ่กดิ นิยมใชซบัสเตรทที่ละลายน้ําไดดี คือ  

      ซับเสตรทสังเคราะห เชน คารบอกซเีมธิลเซลลูโลส 
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ตารางท่ี 3 แสดงสกุลของจุลินทรยีบางชนิดที่ยอยสลายเซลลูโลส  

รา แบคทีเรีย แอคติโนมัยซีส 

Aternaria Bacillus Micromonospora 

Aspergillus Cellulomonas Nocardia 

Chaetomum Clostridium Streptomyces 

Coprinus Corynebacterium Streptosporangium 

Fomes Cytophaga  

Fusarium Polyangium  

Myrothecium Pseudomonas  

Penicillium Sporocytophaga  

Ployporus Vibrio  

Rhizoctonia   

Rhizopus   

Trametes   

Trichoderma   

Trichothecium   

Verticillium   

Zycorhynchus   

ที่มา : บัญญัติ, 2532 

 

สําหรับกายยอยสลายเซลลูโลสในสภาวะที่มีออกซิเจน ผลผลิตที่ไดจะเปนคารบอนไดออกไซด

และคารบอนที่เปนสวนประกอบของเซลล สวนการยอยสลายเซลลูโลสในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนจะให

ผลผลิตแตกตางกันไปในจุลินทรียแตละชนิด เชน Clostridium dissolvens จะใหผลผลิตเปน

คารบอนไดออกไซด ไฮโดรเจน เอธิลแอลกอฮอล กรดอะซิติก กรดแลคติก และกรดบิวทิริค สวน 

Bacteroid succinogenes จะใหผลผลิตเปนคารบอนไดออกไซด กรดอะซิติก และกรดซัคซินิก 

(บัญญัติ, 2532) 

 การศึกษาเอนไซมเซลลูเลสสวนใหญจะศึกษาในฟงไจ ฟงไจจะผลิตเอนไซม extracellular 

endoglucanase และ cellobiohydrolase (exoglucanase) ซึ่งเปลี่ยนเซลลูโลสเปนเซลโลไบโอสและ

เซลโลไบโอสจะเปลี่ยนเปน -glucose โดย -glucosidase ซึ่งปฏิกิริยาเหลานี้จะพบในฟงไจพวก 

Trichoderma viride, T. ressei, T. koningii และ Talaromyces emersonnii 
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 เมื่อเปรียบเทียบการผลิตเอนไซมเซลลูเลสระหวางฟงไจและแบคทีเรีย พบวาแบคทีเรียจะขาด

กิจกรรมของเอนไซมบางชนิด แตอยางไรก็ตามเซลลูเลสไมจําเปนตองมีคุณสมบัติครบ Cellulomonas 

sp. เปนแบคทีเรียชนิดหนึ่งที่นิยมใชในการศึกษาเอนไซมเซลลูเลสนี้ นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรียพวก 

Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces, Thermoactinomyces และThermomonospora สามารถ

ผลิตเอนไซมนี้ได 

 ในเชิงการคาเซลลูเลสที่ผลิตไดสวนใหญมาจากเชื้อ Trichoderma species นอกจากนี้อาจมา

จากเชื้อ Aspergillus, Penicillium และ Basidomycetes ในระดับอุตสาหกรรม ไดมีการนําราที่

สามารถผลิตเซลลูเลสมาใชในการผลิตแอลกอฮอลเพิ่มขึ้น นอกจากนี้ไดมีการนํามาใชในอุตสาหกรรม

ตางๆ อีก เชน การผลิตน้ําผลไม การผลิตผงซักฟอก เปนตน ในเชิงเกษตรกรรมไดมีการนําเอนไซม

เซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma ressei ใชในการทําอาหารสัตว โดยจะเพิ่มคุณคาทางอาหารและทํา

ใหสัตวยอยอาหารไดดีขึ้น (Drauz and Waldmann, 1995)  

 นอย (2530) ไดนําตัวอยางดินและอินทรียวัตถุที่ถูกทับถมจํานวน 125 ตัวอยาง มาทําการแยก

เชื้อราที่มีคุณสมบัติในการยอยสลายเซลลูโลสที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ไดเชื้อราทั้งหมด 470 ไอ

โซเลต ในอาหารที่มี walseth cellulose เปนแหลงคารบอน พบวามีเพียง 80 ไอโซเลต ที่เกิดโซนใสรอบ

โคโลนีมากกวา 15 มิลลิเมตร ในสัปดาหที่ 3 การคัดเลือกขั้นที่สอง พบวามีเพียง 3 ไอโซเลต เทานั้นที่มี

ความสามารถสูงในการยอยสลายกระดาษกรอง คือ สายพันธุ FKN 125, FKB 350 และFKC 445 โดย

ที่สายพันธุ FKN 125 เปนสายพันธุที่มีความสามารถสูงสุดในการยอยสลายกระดาษกรอง 

 พรเทพ (2537) ไดทําการแยกเชื้อราจากดินบริเวณใตตนปานศรนารายณ เศษตน และใบปาน

ศรนารายณ และวัสดุเหลือทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมทําเชือก ไดเชื้อราทั้งสิ้น 99 สายพันธุ ในจํานวน

นี้มีเพียง 52 สายพันธุ ที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสได โดยสายพันธุที่สามารผลิตเอนไซมเซลลูเลส

ไดสูงที่สุดใหคา Filter paper activity (Fpase) เทากับ 0.274 ยูนิตตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบวาเชื้อรานี้ คือ Acrophialophora sp. ที่แยกได 

พบวา pH เริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อคือ 5.00 ที่อุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส โดยมี microcrystalline 

cellulose ความเขมขน 0.4 เปอรเซ็นต ชวยใหเชื้อราผลิตเอนไซมไดคา FPase และคารบอกซีเมทธิล

เซลลูโลสเพิ่มขึ้น 1.26 และ 1.66 เทา ตามลําดับ และเมื่อทําการผลิตเอนไซมในถังหมัก 5 ลิตร พบวา

การผลิตในภาวะที่ไมมีการควบคุม pH เชื้อราสามารถผลิตเอนไซมใหคา FPase และ CMCase สูง

กวาการผลิตในภาวะที่มีการควบคุม pH ใหเปน 5.00 ประมาณ 1.03 และ 1.10 เทา ตามลําดับ 

 Prasertsan et al. (1992) ไดทําการแยกเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดจากตัวอยาง

ที่เก็บมาจากกาบของตนปาลมได 34 ชนิด แตพบวามี 13 ชนิด ที่สามารถยอยสลายกระดาษกรองไดดี 

ภายใน 14 วัน เมื่อเทียบกับราที่เปนตัวเปรียบเทียบ แตมีเพียง 8 ชนิด ที่พบโซนใสบนอาหารแข็ง     
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คารบอกซีเมทธิลเซลลูโลส เมื่อใชคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนในอาหาร เมื่อวัด

ปริมาณเอนไซมเซลลูเลสพบวามีเพียง 3 ชนิด ที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดอยางมีประสิทธิภาพแตเมื่อใช

กาบของตนปาลมแหงบดเปนผงเปนแหลงคารบอนพบวามีเพียง 1 ชนิด เทานั้น ที่สามารถผลิตเอนไซม

เซลลูเลสไดมีประสิทธิภาพเหมือนกันทั้ง 2 แหลงคารบอน นอกจากนี้ยังพบวาฟงไจจะเจริญไดดีใน

อาหารที่ประกอบดวยทวีน 40 ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต, แอมโมเนียมไนเตรท 0.02 เปอรเซ็นต,  

โปรทีโอสเปปโตน 0.025 เปอรเซ็นต และคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลส 0.1 เปอรเซ็นต ที่นําไปละลาย    

ในน้ํามันปาลม pH 5.5 

 Enokibara et al. (1992) พบวา Favolus arcularius สามารถผลิตเอนไซม carboxymethyl-

cellulose hydrolyzing (CMCase) ในอาหารที่ทําการเพาะเลี้ยง ซึ่งพบวากิจกรรมของเอนไซม 

CMCaseIII สามารถแยก CMCase ไดเปน 3 ประเภท คือ CMCase I, CMCase II และ CMCase III 

พบวาสามารถผลิต CMCase III ไดมากที่สุด และเมื่อนํามาทดสอบหามวลโมเลกุลดวยวิธี SDS-

polyacrylamide gel electrophoresis พบวามีมวลโมเลกุลประมาณ 28,000 ซึ่งเอนไซมตัวนี้สามารถ

ยอย cellooligosaccharide ใหไดผลิตภัณฑเปนกลูโคสและเซลโลไบโอส 

 รัฐพล (2542) ไดทําการแยกเชื้อแบคทีเรียทนรอนจากดินตามแหลงตางๆ โดยนําตัวอยางดิน

มาทํา pour plate บนอาหารแข็งนูเทรียนต (NA) แลวนําไปเลี้ยงที่ 45 องศาเซลเซียส หลังจากนั้น

ทดสอบวาเปนแบคทีเรียทนรอนหรือเปนแบคทีเรียที่เจริญในที่มีอุณหภูมิสูง โดยนํามาเลี้ยงในอาหาร

เหลวนูเทรียนต (NB) ที่อุณหภูมิ 20, 37, 45 และ 50 องศาเซลเซียส ตามลําดับ แลวนํามาตรวจสอบ

การเจริญดวยวิธี drop plate และวัดคา OD ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร เพื่อเปรียบเทียบกัน พบ

แบคทีเรียทนรอน 33 ไอโซเลต โดยพบวามีเชื้อเจริญในชวง 20-45 องศาเซลเซียส อยู 9 ไอโซเลต และ

เจริญชวง 20-55 องศาเซลเซียส อยู 24 ไอโซเลต และจากการตรวจสอบความสามารถในการสราง

เอนไซมเซลลูเลสโดยเลี้ยงเชื้อที่แยกไดบนอาหารแข็งคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลส แลวทดสอบดวยสี

คองโกเรด เพื่อดูโซนใส พบวามี 19 ไอโซเลต ที่สรางเอนไซมเซลลูเลสได เมื่อนําทั้ง 19 ไอโซเลต มาหา

คากิจกรรมของเอนไซมไดสูงที่สุดคือแบคทีเรียหมายเลข 19 โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 

22.67 mUnit และคากิจกรรมของเอนไซมจําเพาะมีคาเทากับ 0.165 unit/mg protein 

 Horikoshi et al. (1984) สามารถแยกเชื้อ Bacillus sp. No. N-4 ซึ่งเปน cellulytic 

alkalophic จากดิน และพบวามีลักษณะคลายกับ Bacillus pasteurii แตพบวาเชื้อนี้สามารถเจริญได

ที่พีเอชสูง ซึ่งไอโซเลตนี้สามารถเจริญไดดีที่พีเอชระหวาง 8-11 และพบวาใหผลผลิตที่ดีคือใหกิจกรรม

ของเอนไซมคารบอกซีเมทธิลเซลลูเลสที่ดี และพบวาอัลคาไลน คารบอกซีเมทธิลเซลลูเลส มี 2 ชนิด 

คือ E1 และ E2 มีพีเอชที่เหมาะสมเทากับ 10 โดย E2 จะเสถียรที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส และ E1 
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จะเสถียรที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส โดยเอนไซมทั้ง 2 ชนิด นี้สามารถยอยเซลโลเตตระโอสและให

เซลโลไบโอส 

 ธงชัยและคณะ (2532) ศึกษาเชื้อราที่มีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส พบวา เชื้อรา

สายพันธุ FKN125 ซึ่งจําแนกชนิดไดเปน Aspergillus fumigatus FKN125 สามารถผลิตเอนไซมยอย

กระดาษกรองไดดีที่สุด โดย crude cellulose มีความสามารถสูงที่สุดในการยอยสลายกระดาษกรอง

และคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลสที่ 65 องศาเซลเซียส และ pH 3.6-4.6 เอนไซมนี้สามารถรักษาความคง

ตัวในการยอยสลายวัสดุไดดีมากที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ที่พีเอช 3.0-7.0 

 วิไลวรรณและอมรรัตน (2533) ทําการแยกเชื้อจุลินทรียทั้งหมด 62 ชนิด จากตัวอยาง 13 

ประเภท และทําการทดสอบหาปริมาณเอนไซมเซลลูเลสโดยวิธีการยอมสีคองโก เรด ในวุนและโดยวิธี

หาปริมาณน้ําตาลรีดิวสพบวา มีจุลินทรีย 28 ชนิด ที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดและในจํานวนนี้

มีอยู 3 ชนิด ที่ผลิตเอนไซมที่มีแอคติวิตี้สูง โดยเมื่อทดสอบประเภทจุลินทรียพบวา L91 คือ Candida 

tropicatis, A4 คือ Trichosporon sp. และ J5 คือ Aspergillus niger 

 Kitpaisarn (1984) สามารถแยกฟงไจที่สลายเซลลูโลสจาก Pleurotus cystidiosus และ 

Agaricus bisporus ไดจํานวน 30 ไอโซเลต และนํามาทดสอบแอคติวิตี้ในการยอยสลายเซลลูโลส 

พบวาไอโซเลตที่ 27B ซึ่งจําแนกวาเปนเชื้อ Humicola sp. ใหแอคติวิตี้ของเอนไซมสูงที่สุดเมื่อเลี้ยงบน

รําขาว ขาวและข้ีเลื่อย พบวารําขาวใหแอคติวิตี้ของเอนไซมสูงที่สุดโดยเกิดขึ้นหลังจากเพาะเลี้ยงได 8 

วัน สวนอุณหภูมิที่เหมาะกับการเกิดแอคติวิตี้ของเอนไซมเทากับ 60 องศาเซลเซียส 

 Li and Gao (1996) ไดแยกเชื้อที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสจากดินพบเชื้อ Streptomyces 

sp. ซึ่งเปน aerobic gram-positive และสลาย crystalline cellulose ไดอยางสมบูรณ โดยเมื่อใช

แหลงคารบอน คือ –cellulose, Avicel, Whatman CF11 หรือ CMC พบวาเชื้อตัวนี้สามารถผลิต 

Endo-cellulase activity ที่แตกตางกันไปตามชนิดของแหลงคารบอน นอกจากนี้สายพันธุนี้ยังสามารถ

ผลิต FPase, -glucanase และ short fiber generating activity ไดดวย 

 

การนําเอนไซมเซลลูเลสไปใชประโยชน 

1. อุตสาหกรรมผงซักฟอก เซลลูเลสจะไปทําใหเจลลี่ที่อยูในสภาพแข็งตัวออนลงปลอยใหสิ่ง

สกปรกหลุดออกมา และเอนไซมเซลลูเลสนี้มีลักษณะที่เฉพาะมาก คือ ทํางานกับสวนเจลลี่ของเสนใย

เทานั้นซึ่งเจลลี่จะเปนแหลงเก็บกักสิ่งสกปรกเอาไว นอกจากนี้เซลลูเลสยังไมเปนอันตรายตอเนื้อผาทํา

ใหเซลลูโลสในผาไมถูกยอย ที่สําคัญที่สุด คือ ไมเปนอันตรายตอมือเวลาซักเพราะเซลลูเลสไมสามารถ

ยอยผิวหนังของมนุษยได (วีระสิทธิ์, 2533) 
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2. อุตสาหกรรมอาหารสัตว เนื่องจากอาหารสัตวมีสวนผสมของสารพวกเยื่อใยที่สัตวไม

สามารถยอยได ซึ่งสารเหลานี้มีผลไปรบกวนการยอยสลายการดูดซึมของสารอาหารชนิดอื่นๆ ดวย จึง

ไดใชเอนไซมเซลลูเลสผสมในอาหารสัตวเพื่อยอยสลายสารเยื่อใยในลําไส ทําใหสารเยื่อใยมีคุณคา

ทางอาหารมากขึ้น เนื่องจากสารเยื่อใยมักจะไปเกาะยึดกับสารอาหาร 2 ตัว คือ โปรตีนและไขมัน 

รวมทั้งเอนไซมที่ยอยอาหารดวยซึ่งจะทําใหอาหารเหลานี้ใชประโยชนไมได การยอยสารเยื่อใยจะทาํให

สารอาหารพวกโปรตีนและไขมันสามารถถูกยอยและดูดซึมไปใชประโยชนไดเพิ่มขึ้น (นวลจันทร, 

2534) 

3. อุตสาหกรรมน้ําผลไม เซลลูเลสใชในการเพิ่มผลผลิตของน้ําผลไมโดยมีผลทําใหสกัดน้ํา

ผลไมไดงายขึ้น รวมทั้งลดความหนืดของน้ําผลไมดวย (ประพันธ, 2534) 

4. ใชในการปองกันสิ่งแวดลอม เซลลูเลสชวยในการยอยสลายขยะทั้งที่เกิดจากพวก

เซลลูโลสและเสนใยหรือกระดาษที่ลอยอยูบนผิวหนาของของเหลวซึ่งจะเปนตัวขัดขวางการหมัก และ

ทําใหการทําความสะอาดเปนไปไดชาซึ่งเปนประโยชนตอกระบวนการบําบัดน้ําเสีย นอกจากนี้ของแข็ง

และของเหลวยังสามารถถูกแยกจากกันไดอยางรวดเร็ว ขยะก็จะลดลงและยังทําใหสามารถวางแผน

แกปญหาโดยการขยายกําลังการผลิตไดดวย (นิตยา, 2539) 

5. ใชในการตกแตงผาใยเซลลูโลส ซึ่งจะใหผลการตานการเกิดขนและเม็ดขนดี ผาเรียบและ

นุมขึ้น ผามีความเปนเงามันและมีสีสันสดในขึ้น (กําจร, 2541) 

 

ไซแลนเนส (xylanase) เปนเอนไซมที่ยอยสลายไซแลน ซึ่งจัดอยูในกลุม glycanhydrolases 

ซึ่งสามารถแบงออกไดเปน 3 ประเภท 

1. Endo--(14)-D-xylanase หรือเรียกวา -(14)-D-xylan xylanohydrolase 

[EC3.2.1.8] การเรงปฏิกิรยิาของเอนไซมประเภทนีจ้ะเขาทําปฏิกิริยากับไซแลนแบบไมเฉพาะเจาะจง

ในพันธะของไซแลนไดผลิตภัณฑเปนไซโลโอลิโกแซคคาไรดจํานวนมาก 

2. Exo-(14)-D-xylanase หรือเรียกวา -(14)-D-xylan xylohydrolase เอนไซมชนิด

นี้จะเรงปฏิกิริยายอยสลายพันธะ -(14) จากปลาย non reducing end แลวไดผลิตภัณฑเปน

น้ําตาลไซโลสเพียงอยางเดียว 

3. -xylosidase หรือ xylobiase [EC 3.2.1.37] เอนไซมชนิดนี้สามารถเรงปฏิกิริยายอย

สลายไดแซคคาไรด เชน ไซโลไบโอส (xylobiose) และสามารถเรงปฏิกิริยายอยสลายไซโลโอลิโกแซค

คาไรด (xylooligosaccharide) ใหมีขนาดเล็กลงได 
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 เอนไซมไซแลนเนส พบไดทั่วไปในพวกโปรคาริโอต (prokaryote) และ ยูคาริโอต (eukaryote) 

ในยูคาริโอตจะพบเอนไซมไดในโปรโตซัว แมลง หอย และเมล็ดธัญพืชที่กําลังงอก สําหรับในโปรคาริ

โอตจะพบในแบคที เรีย ไซยาโนแบคที เรีย (cyanobacteria) จากทะเล และแอคติโนมัยซีส 

(actinomyces) เอนไซมไซแลนเนสมีทั้ง intracellular enzyme และ extracellular enzyme โดย 

intracellular enzyme จะพบในแบคทีเรียลําไสและโปรโตซัว สวน extracellular enzyme พบวา

สามารถผลิตไดโดยเชื้อราในลําไสแกะ (ชลธิชา, 2542) 

 เอนไซมไซแลนเนสเปนเอนไซมชนิดหนึ่งที่จัดอยูในกลุมเอนไซมฟอกสีเยื่อกระดาษ โดย

เอนไซมที่สามารถฟอกสีเยื่อกระดาษมีทั้งเอนไซมที่สามารยอยสลายลิกนินในเนื้อไมโดยตรง คือ 

เอนไซมลิกนินเนส (ligninnase) และเอนไซมที่สามารยอยสลายเฮมิเซลลูโลสซึ่งเปนสารที่เชื่อมตอ

ระหวางเซลลูโลสและลิกนิน ซึ่งเมื่อยอยสลายเฮมิเซลลูโลสแลวจะชวยใหลิกนินหลุดอกมาดวย ซึ่ง

ไดแก เอนไซมในกลุมเฮมิเซลลูเลส (hemicellulase) เชน เอนไซมไซแลนเนส และเอนไซมแมนเนส 

นอกจากนั้นเอนไซมไซแลนเนสยังนํามาใชในกระบวนการยอยสลายของเหลือทิ้งจากการเกษตร โดย

ผลิตภัณฑที่ไดคือ พวกโอลิโกแซคคาไรด (oligosaccharide) ไดแก ไซโลไบโอส (xylobiose) ไซโลไตร

โอส (xylotriose) น้ําตาลไซโลส (D-xylose) ซึ่งสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารเปนสารใหความ

หวาน โดยเฉพาะอยางยิ่งน้ําตาลไซโลส ยังสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมในการผลิตไซลิทอล 

(xylitol) ที่มีประโยชนในวงการแพทยมาก โดยใชเปนสารที่ใหความหวานที่ไมมีผลตอการเพิ่มปริมาณ

น้ําตาลในเลือด นอกจากนั้นเอนไซมไซแลนเนสยังสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตวไดอีก

ดวย เนื่องจากสามารถยอยสลายผนังเซลลพืชได ทําใหสัตวสามารถยอยสลายไดงายขึ้น และใน

อนาคตคาดวาจะมีการพัฒนานําเอนไซมเซแลนเนสนี้ไปใชในการทําโปรโตพลาส (protoplast) ของพืช 

โดยชวยทําใหผนังเซลลพืชบางลง และในอุตสาหกรรมน้ําผลไม ซึ่งใชเอนไซมไซแลนเนสเพื่อชวยทําให

น้ําผลไมใสขึ้น (ชลธิชา, 2542) 

  ในการยอยสลายสารตางๆ นั้นโครงสรางทางเคมีของสารประกอบตางๆ จะมีผลอยางยิ่งใน

การยอยสลาย ถาเปนสารประกอบที่มีโครงสรางทางเคมีที่จําเพาะและซับซอนก็จะทําใหการยอยสลาย

เกิดขึ้นไดยาก เชน สารประกอบที่เปนพวกฮาโลเจน (Halogen) สารประกอบที่มีหมูฮาโลเจนประกอบ

อยูมาก (Large number of halogens) สารประกอบที่ละลายน้ําไดนอย (Low solubility in water) 

สารประกอบที่มีหลายพันธะ (Highly branched compound) และสารประกอบที่มีประจุแตกตางกัน 

(Atomic charge difference) 

 ภาวะแวดลอมจะมีผลโดยตรงตอการเจริญของจุลินทรีย โดยถาระดับพีเอช อุณหภูมิ ความ

เค็ม ตลอดจนสารเคมีตาง ๆ  อยูในภาวะที่ไมเหมาะสมแลวการเจริญเติบโตและการยอยสลาย

สารอินทรียตาง ๆ ก็จะไมดีเทาที่ควร และอาจทําใหเซลลจุลินทรียตายได Zaidi, Murakami และ 
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Alexander (1988) ศึกษาพบวาในแหลงน้ําที่มีความเขมขนของสารอินทรียต่ําเกินไป จะมีผลตอการ

ยอยสลายของสารอินทรีย โดยจุลินทรียจะไมสามารถแบงตัวแบบทวีคูณได สารประกอบที่มีอยูไมถูก

ยอยสลายจึงทําใหเซลลจุลินทรียตายในที่สุด ในทางตรงขามถามีปริมาณสารอินทรียอยูมากเกินไปก็

จะสามารถยับยั้งการยอยสลายได ในภาวะนี้จะมีการสรางสารที่เปนพิษตอการเจริญทําใหจํานวนเซลล

ของจุลินทรียลดลง 

ขบวนการยอยสลายในทางชีวภาพจะเกี่ยวของกับปฏิกิริยาตางๆ ที่เกิดขึ้นในกลุมจุลินทรีย

ตางๆ ที่ปะปนกัน  อัตราการเจริญและการยอยสลายสารตาง ๆ จะมีเปอรเซ็นตความถี่สูงขึ้นเมื่อใช

จุลินทรียหลายชนิดผสมกัน จุลินทรียชนิดแรกสามารถยอยสลายสารตั้งตนได ใหผลผลิตเปนสารที่ถูก

ยอยเกิดขึ้น แลวมีจุลินทรียชนิดที่สองสามารถยอยสลายสารที่เกิดขึ้นตอไปได จึงเปนการเกี่ยวของกัน

ทางเมตาบอลิซึม (Metabolism)  ที่เรียกวา โคเมตาบอลิซึม (Cometabolism) ทําใหการยอยสลาย

สมบู รณ ยิ่ งขึ้ น  ใ น การย อย สลาย สารนั้น จุ ลิ น ท รีย ที่ มี บ ท บาท สํ าคัญ ได แก  Autotrophic 

microorganism และ Heterotrophic microorganism การที่จุลินทรียหลายสายพันธุมาอยูรวมกันนั้น

จะมีการยอยสลายสารตางๆ แลวสรางเปนกรดอะมิโน เปปไทด น้ําตาล โพลีแอลกอฮอล วิตามิน 

เอนไซม สารควบคุมการเจริญ (Growth factor) สารปฏิชีวนะและสารพิษ (Toxin) (Murakami และ 

Alexander, 1989) ซึ่งจะมีผลชวยกระตุนใหการยอยสลายเกิดไดดีขึ้นหรือไมก็ยับยั้งการยอยสลาย 

(Lewis, Hodson และ Freeman, 1984) 

ปจจัยดานสิ่งแวดลอมจะมีผลโดยตรงตอปฏิกิริยาตาง ๆ ที่เกิดขึ้นภายในกลุมของจุลินทรีย 

เชน อุณหภูมิ ความเขมขนของอาหาร และการขนสงมวลสาร (Wiggins และ Alexander, 1988) ชวง

ระยะเวลา Lag phase ในการยอยสลายสารตางๆ จะขึ้นอยูกับความเขมขนของสาร โคแฟกเตอร และ

สารอาหารที่จําเปน เชน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส (Lewis, Kollig และ Hodson, 1986) ดังนั้นการเติม

สารอนินทรียบางชนิดลงไปจะใหเกิดการยอยสลายไดดีขึ้น ซึ่งจุลินทรียแตละสายพันธุจะมีความ

ตองการสารอนินทรียในการยอยสลายสารที่ยอยไดยาก (Xenobiotic) แตกตางกัน (Swindoll, Aelion 

และ Pfaender, 1988) 

Steffensen และ Alexander (1995)   ไดรายงานวา การยอยสลายของจุลินทรียเกิดไดชา

เนื่องจากจุลินทรียตองการสารบางอยางในการเจริญ โดยทําการทดลองใช Pseudomonas putida 

ยอยสลาย Benzylamine และ Caprolactum การยอยสลายจะเกิดไดไมดีนัก แตเมื่อเติมฟอสฟอรัสลง

ไปการยอยสลายจะเกิดอยางรวดเร็ว เมื่อทดลองเลี้ยงเชื้อ Pseudomonas aeruginosa รวมดวยโดย

ไมใสฟอสฟอรัส ประสิทธิภาพในการยอยสลาย Benzylamine ก็จะดีเหมือนกับการเติมฟอสฟอรัสลง

ไปดวย แสดงใหเห็นวา P. aeruginosa มีสวนชวยทําใหการยอยสลาย Benzylamine ดีขึ้น  
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Murakami และ Alexander (1989) ไดทดลองเลี้ยง Pseudononas sp. 2 สายพันธุ ที่

สามารถเจริญใน Phenol หรือ p-Nitrophenol (PNP) Pseudomonas sp. PN101 จะยอยสลาย PNP 

ให NO2
- และ phenol แตไมยอยสลาย phenol สวนเชื้ออีกสายพันธุ คือ Pseudomonas sp. PN111 

จะยอยสลาย phenol แตไมยอยสลาย PNP เมื่อระดับ phenol เพิ่มขึ้น Pseudomonas sp. PN111 ก็

จะทําการยอยสลายตอไป จึงเปนการควบคุมระดับของ Phenol ไมใหเปนอันตรายตอ Pseudomanas 

sp. PN101 

ไดมีการพัฒนาการใชจุลินทรียหลายสายพันธุในการยอยสลายสารไฮโดรคารบอน สารยอย

สลายยาก (Recalcitrance) สารสังเคราะห เชน โพลีไวนิล คลอไรด (polyvinyl chloride), ไนลอน 

(nylon), โพลีไดคลอโรสไตรีน (polydichlorostyrene) และโพลียูรีเทน (polyurethane) รวมทั้งยาปราบ

ศัตรูพืช เนื่องจากการใชจุลินทรียเพียงสายพันธุเดียวไมสามารถยอยสลายไดอยางสมบูรณ จึงได

ปรับปรุงวิธีการและเพิ่มจุลินทรียหลายสายพันธุเพื่อทําใหการยอยสลายเกิดไดดีขึ้น (Perry, 1979) 

Grbic-Galic และ Vogel (1987) ไดใชกลุมจุลินทรียที่สรางมีเทน (Mixed methanogenic 

cultures) ในการยอยสลายโทลูอีนและเบนซีนในสภาพไรอากาศ (Anaerobe) ภายในเวลา 60 วัน จะ

เกิดการสรางคารบอนไดออกไซดนอยกวา 50 เปอรเซ็นต และมีการสรางมีเทนมากกวา 60 เปอรเซ็นต 

Pedro, Alverez และ Timothy (1991) ไดเปรียบเทียบการใชจุลินทรียสายพันธุเดียว (Pure 

culture) กับการใชจุลินทรียหลายสายพันธุ (Mixed culture) ที่แยกไดจากน้ํามันและฟนอล พบวาการ

ใชจุลินทรียหลายสายพันธุสามารถยอยสลายเบนซีน โทลูอีน และไซลีน ไดดีกวาการใชจุลินทรียเพียง

สายพันธุเดียว    

ในการบําบัดน้ําเสียทางชีวภาพมักใชจุลินทรียหลายสายพันธในการยอยสลาย เพราะจลุนิทรยี

แตละสายพันธุมีความสามารถในการยอยสลายสารไดตางกัน ดังนั้นการนําเอาจุลินทรียหลายสาย

พันธุมาใชในการบําบัดน้ําเสียจะทําใหประสิทธิภาพในการยอยสลายของเสียในน้ําดีขึ้นจุลินทรียที่อยู

ในน้ําจะยอยสลายสารอินทรียโดยมันจะสรางเอนไซมแลวปลอยออกมายอยสลายสารอินทรียตางๆ 

เอนไซมที่สําคัญมีหลายชนิด เชน อะไมเลส (amylase), กลูโคส ไอโซเมอเรส (glucose isomerase), 

โปรตีเอส (protease) เพคตินเนส (pectinase),กลูโคส ออกซิเดส (glucose oxidase) และไลเปส 

(lipase)  แหลงในการสรางเอนไซมสวนใหญจะเปนรา และ Bacillus sp. โดยเฉพาะ Bacillus sp. จะ

พบในน้ําทะเล น้ําจืด หรือในดินตะกอน มันจะสรางเอนไซมที่มีประโยชนในการที่จะนําไปใชใน

อุตสาหกรรมตาง ๆ รวมทั้งอุตสาหกรรมการบําบัดน้ําเสีย 
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การศึกษาจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามัน 

จากเกิดปญหาการปนเปอนของน้ํามันในสิ่งแวดลอมแหลงตาง ๆ จึงไดมีการศึกษาวิจัย เพื่อ

หาเชื้อจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันมาใชในการแกปญหาที่เกิดขึ้นโดย เนนศึกษา

ในรูปของสารประกอบไฮโดรคารบอน ซึ่งเปนสารประกอบหลักในน้ํามันและมีความซับซอนของ

โครงสราง สูง   มีการรวบรวมขอมูลงานวิจัยในหัวขอที่เกี่ยวของในทุก ๆ ดานโดยเริ่มตั้งแตการศึกษาถึง

องคประกอบและโครงสรางของสารประกอบไฮโดรคารบอนในการยอยสลายจนถึงปจจัยที่เกี่ยวของกบั

การยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนของจุลินทรีย เพื่อปรับปรุงสภาวะแวดลอมของจุลินทรียให

สามารถเพิ่มอัตราการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนไดสูงขึ้น รวมทั้งการศึกษาเอนไซมไลเปส

เปนเอนไซมที่จัดอยูในกลุมไฮโดรเลส  (hydrolase)  มีชื่อตามระบบวากลีเซอรอล  เอสเทอรไฮโดรเลส 

(glycerol ester hydrolase)  หรือ ไตรเอซิลกลีเซอรอล เอซิลไฮโดรเลส  ( triacylgylcerol 

acylhydrolase)  และมีชื่อตามรหัสคือ  E.C.3.1.1.3      ไลเปสเปนเอนไซมที่พบทั้งในสัตว พืช และ

จุลินทรีย สามารถไฮโดรไลซพันธะเอสเทอรของน้ํามันหรือไขมันไดกรดไขมันและกลีเซอรอล และ

สังเคราะหเอซิลกลีเซอรอลโดยปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน (esterification) จากกรดไขมันและกลีเซอรอล

ซึ่งเปนปฏิกิริยายอนกลับ หรือแลกเปลี่ยนกรดไขมันระหวางเอสเทอรชนิดตางๆ (transesterification) 

โดยทั่วไปไลเปสพบในคนและ สัตวซึ่งเกี่ยวกับกระบวนการยอยอาหาร สําหรับปจจุบันมีการสกัดไลเปส

จากจุลินทรียและผลิตจําหนายและพบลักษณะปฏิกิริยาของเอ็นไซมไลเปสนี้ใน 2 ลักษณะใหญๆ คือ 

ทําปฏิกิริยาแบบไมจําเพาะตําแหนงพันธะเอสเทอร (non-specific lipase) และทําปฏิกิริยาแบบ

จําเพาะที่พันธะเอสเทอรตําแหนง 1,3(1,3-specific lipase) (ปราณี, 2543)  

 

1. สารประกอบไฮโดรคารบอน (Hydrocarbon compound) (เพิ่มศักดิ์, 2550) 

สารอินทรียที่มี โมเลกุลประกอบดวยธาตุคารบอนและไฮโดรเจนเทานั้นที่ เรียกวา 

สารประกอบไฮโดรคารบอน  และสารประกอบไฮโดรคารบอนที่โมเลกุลประกอบดวยพันธะเดี่ยว

ระหวางคารบอน-คารบอนเพียงอยางเดียว เรียกวา ไฮโดรคารบอนอิ่มตัว สวนสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนที่โมเลกุลมีพันธะคู หรือพันธะสามระหวางคารบอน-คารบอนรวมอยูดวย เรียกวา 

ไฮโดรคารบอนไมอิ่มตัว (unsaturated  hydrocarbon) 

โมเลกุลของสารประกอบไฮโดรคารบอนที่อะตอมของคารบอนตอกันเปนสายยาวหรือตอกัน

เปนโซตรง (straight  chain)  หรือตอกันเปนสายยาวที่มีกิ่งสาขาแยกออกจากโซตรง(branch  chain)  

โดยไมมีวงของคารบอนในโมเลกุลนั้นเลยเรียกวา  อะลิฟาติกไฮโดรคารบอน (aliphatic  

hydrocarbon)  หรือแบบโซเปด  โมเลกุลของสารประกอบไฮโดรคารบอนที่อะตอมของคารบอนตอกัน

เปนวง และอาจจะมีกิ่งแยกออกจากวงของคารบอน เรียกโมเลกุลประเภทนี้วาไฮโดรคารบอนแบบโซ
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ปด หรือ อะลิไซคลิกไฮโดรคารบอน (alicyclic hydrocarbon)  และโมเลกุลของสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนที่มีวงแหวนของเบนซีนเปนโครงสรางหลักเรียกวา  อะโรมาติกไฮโดรคารบอน 

(aromatic  hydrocarbon) 

 น้ํามันเปนสารประกอบไฮโดรคารบอน ( hydrocarbon )  ที่มีความซับซอนและมี

องคประกอบเปนสารตางๆกวา 100 ชนิด ซึ่งสามารถแยกไดโดย Silica gel chromatography ไดเปน

สารประกอบประเภทอิ่มตัวไดแก สารประกอบไฮโดรคารบอนที่ เปนกิ่งกาน(aliphatic) และ 

สารประกอบไฮโดรคารบอนที่เปนวง(aromatic) หรือสารประกอบประเภท asphatic  ซึ่งไดมีการศึกษา

ตอมาถึงการยอยสลายของสารประกอบดังกลาว (Brown et al., 1969) 

 สารประกอบไฮโดรคารบอนที่เปนสารประกอบอิ่มตัวไดแก n-alkanes , branch alkanes และ  

cycloalkanes ( naphthenes )  n-alkanes  ถูกยอยสลายไดงายที่สุดจากการทําปฏิกิริยาบริเวณ

ปลายที่เปน  primary alcohol , aldehyde และ monocarboxylic  acid  ในการยอยสลายของ  

carboxylic  acid  ในกระบวนการ  – oxidation จะไดผลผลิต 2 ชนิด คือ shoter fatty acid และ 

acetyl coenzyme A ซึ่ง fatty acid ที่เกิดขึ้นนี้พบวาเปนตัวที่ทําใหเกิดเปนพิษตกคางหลังจากที่เกิด

การยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน (Atras and Bartha, 1973) 

 

2. เบนซีน (Benzene) และอนุพันธของเบนซีน (มหิดลวิทยานุสรณ,  2550) 

ในป ค.ศ. 1825  Michael  Faraday  ไดแยกสารตัวอยางออกจากกาซที่ไดจากการจุดไฟให

แสงสวาง  ตอมาเรียกวา  เบนซีน  เนื่องจากสามารถสังเคราะหไดจากการกลั่นกรดเบนโซอิกกับ

แคลเซียมออกไซด นับเปนตัวอยางของสารอะโรมาติกตัวแรก  ตอมาในป ค.ศ 1834  ไดคนพบสูตร

โมเลกุลของ    เบนซีนเปน C6H6  จากสูตรนี้แสดงใหเห็นวา เบนซีนเปนสารประกอบไมอิ่มตัว  แต

ในขณะนั้นไมมีผูใดเสนอสูตรโครงสรางที่แทจริงของเบนซีนวาเปนอยางไร  จนกระทั่งในป ค.ศ. 1865 

Kekule/ ไดพยายามคนควาและเสนอสูตรโครงสรางของเบนซีน โดยตั้งสมมติฐานวา      เบนซีนตอง

ประกอบดวยวงรูปหกเหลี่ยมที่แบนราบมีคารบอน 6 อะตอมตอกันดวยพันธะเดี่ยวและคารบอนแตละ

อะตอมตางก็สรางพันธะกับไฮโดรเจน 1 อะตอม ดังภาพ 1 
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ภาพที่ 1 แสดงการคนควาและเสนอสูตรโครงสรางของเบนซีน 

              ที่มา: มหิดลวิทยานุสรณ, 2550 

 

จากการศึกษาโครงสรางของเบนซีนพบวา  ความยาวพันธะระหวางคารบอนอะตอมทุก

พันธะมีความยาวเทากันคือ  1.39 แองสตรอม (A)  ซึ่งเปนคาที่อยูระหวางคารบอนอะตอมพันธะคู 

(1.34 A) และพันธะสาม ( 1.54 A) นั่นหมายความวาพันธะระหวางคารบอนอะตอมในโมเลกุลของ

เบนซีนไมไดเปนพันธะเดี่ยวหรือพันธะคูอยางใดอยางหนึ่ง  แตประกอบดวยพันธะคูที่มีการเคลื่อนที่ไป

รอบวงจริง  และจากการวัดมุมระหวางพันธะของคารบอนแตละอะตอมเปน 120 A นักวิทยาศาสตร

เรียกปรากฏการณทํานองนี้วา เรโซแนนซ (resonamce) หมายถึงปรากฎการณที่ไมสามารถแสดงสูตร

โครสรางที่แทจริงของสารได  ดังนั้นจึงเขียนสูตรโครงสรางอยางยอของเบนซีนไดดังนี้ 

                               

 

                                                     

ภาพที ่2 แสดงการเขียนสตูรโครงสรางอยางยอของเบนซนี 

              ที่มา: มหิดลวิทยานุสรณ, 2550 

 

อนุพันธของเบนซีน  เกิดจากไฮโดรเจนอะตอมในโมเลกุลของเบนซีนถูกแทนที่ดวยธาตุใด

ธาตุหนึ่ง  หรือหมูธาตุใดหมูธาตุหนึ่ง  สารประกอบอะโรมาติกไฮโดรคารบอนที่เปนอนุพันธของเบนซี

นจึงมีอยูมากมายและการเรียกชื่อ IUPAC ของอนุพันธเหลานี้จะอานโดยใชเบนซีนเปนชื่อหลัก 

ดังตอไปนี้ 

ถาเบนซีนมีหมูแทนที่ เพียงหมู เดียวใหอานหมูแทนที่  แลวตามดวยชื่อหลักเบนซีน  

สารประกอบเหลานี้โดยมากมีชื่อสามัญ  และบางครั้งชื่อสามัญมักนิยมเรียกมากกวาชื่อ IUPAC เชน 

ถาหมูที่ตอกับเบนซีนเปนหมูที่ซับซอนมาก ๆ อาจจะเรียกชื่อเปนสารประกอบของแอลเคน  หรือแอ

ลคีน หรืออ่ืน ๆ แลวเรียกเบนซีนเปนหมูแทนที่เปนหมูฟนิล (phenyl group)   
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การระบุตําแหนงทั้งสองที่หมูเอทิลแทนที่อยูอาจระบุเปนตัวเลขก็ได  หรือที่สะดวกและนิยม

มากกวาคือใชคํานําหนาวา  ortho – สําหรับตําแหนง 1, 2   meta – สําหรับตําแหนง 1, 3  และ  para 

– สําหรับตําแหนง 1, 4  โดยมักใชเปนตัวยอ  o – m – และ p – แทน ortho – meta – และ para – 

ตามลําดับ   แตถามีหมูแทนที่มากกวา  2  หมูขึ้นไปจะระบุตําแหนงที่แทนที่ดวยตัวเลขอยางปกติ  เชน  

ถามีวงอะโรมาติกมาเชื่อมตอกัน โดยมีดานใดดานหนึ่งรวมกัน เรียกวาพอลินิวเคลียรอะโรมาติก

ไฮโดรคารบอน ( polynuclear  aromatic  hydrocarbon )  เชน 

 

 

 

Naphthalene 

จุดหลอมเหลว 80C                       

 phenanthrene  

(จุดหลอมเหลว 100C)         anthracene 

     (จุดหลอมเหลว  218C) 

ภาพที ่3 แสดงการเชื่อมตอกนัของวงอะโรมาติก 

              ที่มา: มหิดลวิทยานุสรณ, 2550 

 

สมบัติของเบนซีน เปนของเหลวไมนําไฟฟา ติดไฟ ใหเปลวไฟสวาง มีเขมามาก เกิดปฏิกิริยา

คายพลังงาน ไมละลายน้ํา เปนโมเลกุลไมมีขั้ว ไมมีสี มีกลิ่นเฉพาะ เกิดปฏิกิริยาแทนที่ ดังนี้  

 

 

 
 

ภาพที่ 4 แสดงการเกิดปฏิกิรยิาแทนที่ของเบนซนี 

              ที่มา: มหิดลวิทยานุสรณ, 2550 
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3. ประโยชนของเบนซีนและอนุพันธ 

เบนซีนเปนตัวทําละลายและเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหสารประกอบตาง ๆ แตการสูด

ดมเบนซีนในปริมาณมาก ๆ ทําใหเกิดอาการคลื่นเหียนและอาจถึงตาย เนื่องจากระบบหายใจลมเหลว  

นอกจากนี้ การที่ตองสัมผัสกับเบนซีนตอเนื่องกันนาน ๆ จะทําใหไขออนในโพรงกระดูกซึ่งทําหนาที่

สรางเม็ดเลือดถูกทําลาย  ดังนั้น หองปฏิบัติการเกี่ยวกับเบนซีนจึงตองมีระบบถายเทอากาศอยางดี 

และถาไมจําเปนควรใชโทลูอีนเปนตัวทําละลายแทน 

สารประกอบไฮโดรคารบอนประกอบดวยสารอินทรียกลุมใหญและหลากหลายชนิด โดยคํา

จํากัดความแลวหมายถึง สารที่มีองคประกอบของคารบอนและไฮโดรเจนเทานั้น แตในความหมายที่ใช

โดยทั่วไปหมายรวมถึงสารอินทรียพวก heteroatoms ที่ไดจากปโตรเลียมและผลิตภัณฑของมันดวย 

จากการที่มีอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของกับปโตรเลียม จึงจําเปนตองมีการติดตามตรวจสอบการ

ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรีย ซึ่งโดยทั่วไปทําไดโดยการตรวจวัดปริมาณของสาร

ไฮโดรคารบอนโดยตรง หรือโดยตรวจหาหรือนับจํานวนของ hydrocarbon-degrading bacteria ใน

ดินที่มีการปนปอนของปโตรเลียม เชน การตรวจพบแบคทีเรียที่ยอยสลายกาซไฮโดรคารบอนไดเปน

จํานวนมากในดิน บงชี้วามีการซึมขึ้นมาของกาซธรรมชาติ  

การประเมินหาคากิจกรรมการยอยสลาย (biodegrading activity) ของสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรียทางตรงที่สุด ไดแก การวิเคราะห ‘’reactant’’ ซึ่งไดแกสารไฮโดรคารบอนที่

ปนเปอนนั้น หรือวิเคราะหหาผลผลิตสุดทายที่เกิด เชน CO2 สวนการตรวจสอบทางออมสามารถ

กระทําไดโดยการตรวจนับจํานวนของจุลินทรีย (microbial enumeration)  หรือตรวจวัด specific 

activity ของประชากรจุลินทรียในแหลงดินนั้น  ซึ่งเปนหลักฐานแสดงถึง biodegradation ที่เกิดขึ้น

ทางออม  

ในการวิเคราะหไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนอยูในดิน โดยทั่วไปตองทําการสกัดเอาสารนั้นออก

จากโครงสรางของดิน กอนนํามาวิเคราะหโดยอาศัยเทคนิคทาง gas chromatography, liquid 

chromatography หรือ spectrophotometer สวนการวิเคราะหหาผลิตผลสุดทายที่เกิดขึ้นเชน CO2 

มักนิยมตรวจวิเคราะหโดยอาศัยติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสีที่คารบอน ซึ่งเปนองคประกอบในสาร

ไฮโดรคารบอนนั้น และตรวจวัดโดยอาศัยเครื่อง liquid scintillation counter  

 

4.น้ํามันเครื่อง (Motor  o i l )  

คือ น้ํามันที่ใชสําหรับหลอลื่นในเครื่องยนตเกือบทุกชนิด เชน รถยนต มอเตอรไซค 

รถบรรทุก เพื่อลดการเสียดสีและความเสียดทานระหวางลูกสูบกับผนังเครื่องยนต  ผลิตจาก

น้ํามันดิบ น้ํามันเครื่องที่ใชแลวอาจปนเป อนดวยองคประกอบทางเคมี เชน แมกนีเซียม 
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ทองแดง สังกะสี และโลหะหนักชนิดอื่นๆ ( โครงการ เ พิ่มพูน ความรู เ กี่ ย วกับ สาร เ คมีและ

สิ่ งแวดลอมสําหรับ เยาวชน,  2552)  

 

องคประกอบของน้ํามันเคร่ือง (PTT, 2008) 

 ลักษณะทางกายภาพ (Physical State): ของเหลว (Liquid)   ลักษณะสีและกลิ่น 

(Appearance Color and Odor): น้ําตาล (Brown), กลิ่นน้ํามัน (Oily Odor) การละลายไดในน้ํา 

(Solubility in Water): ไมละลายน้ํา (Insoluble) คาความหนืดที ่100 
o
C (Kinematics Viscosity @ 

100 
o
C, mm

2
/s): 14.5 – 16.0 ประกอบดวย Lubricating Oils (Petroleum), Hydrotreated neutral 

oil based > 30 % WT และ Distiilates (Petroleum), Hydrotreat heavy paraffinic > 30 % WT และ

มี Additive ประมาณ 70% oils (petroleum), C 20-50 hydrotreated neutral oil-base  

 

5. การยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรีย  

 จากการศึกษาของกรรณิกา, (2541) พบวาในสภาพธรรมชาติเชื้อราที่ยอยน้ํามันไดในดินมี 

ความสามารถในการยอยสลายน้ํามัน 6-82% ของเชื้อราในดินทั้งหมด และแบคทีเรียที่ยอยน้ํามันไดใน 

ดินมี 0.13-50% ของแบคทีเรียในดินทั้งหมด ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Hollaway, et. al.,(1980) 

พบวามีแบคทีเรีย 0.003-100% ของแบคทีเรียในทะเลที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันได 

ดังนั้น จะเห็นวาแบคทีเรียและราแตละชนิดในสภาพธรรมชาติที่แตกตางกันจะมีความ สามารถในการ

ยอยสลายของน้ํามันและสารประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ นั้นแตกตางกันไป (รัฐพร, 2541) 

นอกจากรา และแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายน้ํามัน ยังพบจุลินทรียประเภทอื่น ๆ ที่มีความสามารถ

ในการยอย สลายสารประกอบไฮโดรคารบอนดังตารางที่ 4 
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ตารางท่ี 4 ตัวอยางสายพันธุของจุลินทรียที่สามารถยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน 
 
ประเภทของจุลินทรีย สายพันธุ อางอิง 
แบคทีเรีย (Bacteria) Mycobacterium, Pseudomonas, Nocadia, 

Streptomyces, Desulfovibrio, 
Corynebacterium และกลุมแบคทเีรียพวก 
cocci  

Buchanan and Gibbons, 
1974 

Pseudomonas,  Acinetobacter sp. ประหยัด, 2543 
Bacillus thermoleovorans   Tomohisa,et al.,2001 

 Pseudomonas putida GPo1 alkB, 
Acinitobacter spp. alkM, Rhodococcus 
spp. alkB1, Rhodococcus spp. alkB2, 
Pseudomonas putida xylE, 
Pseudomonas putida ndoB , 

Margesin, et al. ,2003 

รา (Fungi) Aspergillus, Penicillimและ Verticillium 
Phanerochaete, Pleurotus และ Coriolus 

Davie and Hughes, 1968 

อื่น ๆ (Others) สาหราย Protheaczopfi Frederric Chaillan ,et. 
al.,2004 

 กลุมของไซยาโนแบคทีเรีย ไดแก 
จีนัส Gordonia, Brevibacterium, 
Aeromicrobium, Dietzia, Burkhold และ 
Mycobacterium 

Frederric Chaillan ,et. 
al.,2004 
 
 

mycobacterium fortuitum Strain NF4 
mycobacterium ratisbonense Strain SD4 

Mahmoud and 
Alexander, 2000 

 mycobacterium sp. Strain PYR-1 nidA Margesin, et al. ,2003 

ฟงกไจไดแก  Aspergillus, Penicillium, 
Fusarium, Amorphoteca, Neosartorya, 
Paecilomyces, Talaromyces  และ Graphium

Frederric Chaillan , 
et. al.,2004 

เชื้อยีสตไดแก Candida, Yarrowia  และ 
Pichia 

Frederric Chaillan ,et. 
al.,2004 
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ในสภาพธรรมชาติน้ํามันและสารประกอบไฮโดรคารบอนจะถูกยอยสลายโดยแบคทีเรียและรา

บางชนิด ที่อาศัยอยูทั้งในสภาพแวดลอมที่เปนน้ําและสภาพแวดลอมบก ซึ่งพบวามีเพียงแบคทีเรียและ

ราบางชนิดเทานั้นที่ยอยสลายน้ํามันได จากการศึกษาพบวา เชื้อราในดินที่มีความสามารถในการยอย

สลายน้ํามันมีอยูเพียง 6-82% ของเชื้อราในดินทั้งหมด และพบวามีแบคทีเรียในดิน 0.13 - 50 % ของ

แบคทีเรียในดินทั้งหมดที่สามารถยอยสลายน้ํามันได (กรรณิกา, 2541) สวนในการศึกษาของ 

Hollaway, et. al.,(1980) พบวามีแบคทีเรีย 0.003-100% ของแบคทีเรียในทะเล ที่มีความสามารถใน

การยอยสลายน้ํามันได ซึ่งแบคทีเรียและราแตละชนิดจะมีความสามารถในการยอยสลายของน้ํามัน

และสารประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตางๆ นั้นแตกตางกันไป 

1. สายพันธุของแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน 

แบคที เรียที่สามารถยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน ไดแก  Mycobacterium, 

Pseudomonas, Nocadia, Streptomyces, Desulfovibrio, Corynebacterium และกลุมแบคทีเรีย

พวก cocci (Buchanan and Gibbons, 1974)  

2. ราที่สามารถยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน 

ในการทํา bioremediation ของดินที่ปนเปอนน้ํามันพบวา เชื้อรามีประสิทธิภาพในการยอย

สลายคราบน้ํามันไดดี เนื่องจากราสามารถเจริญไดดีบริเวณที่มี pHต่ําและสารอาหารนอย ๆ ในปค.ศ. 

1968 Davie and Westlake ไดทําการแยกเชื้อ Aspergillus, Penicillim และ Verticillium ที่สามารถ

เจริญในน้ํามันได และ ไดแยกเชื้อราจุดขาว (white rot fungi) Phanerochaete, Pleurotus และ 

Coriolus ซึ่งมีอัตราการยอยสลายคราบน้ํามันไดรวดเร็วมาก 

3. จุลินทรียอื่น ๆ ท่ีสามารถยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน 

นอกจากแบคทีเรียและเชื้อราบางชนิดที่มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนไดแลว สิ่งมีชีวิตอื่น เชน สาหราย Protheaczopfi และยีสต ก็สามารถยอยสลาย

สารประกอบไฮโดรคารบอนไดเชนกัน  มีการแยกเชื้อจุลินทรียชนิดที่ใชอากาศที่สามารถยอยสลาย

ไฮโดรคารบอนจากดินที่มีการปนเปอนปโตรเลียม และ กลุมของไซยาโนแบคทีเรียจากอินโดนีเซีย 

พบวามี 33 ชนิด คือ แบคทีเรีย 8 ชนิด ฟงกไจ 21 ชนิด และยีสต 4 ชนิด และนํามาศึกษาโดยเทคนิค

ทางโมเ ลกุ ลและ   ฟ โน ไท ป  สายพันธุ ของแบ คที เ รี ยจี นัส  Gordonia, Brevibacterium, 

Aeromicrobium, Dietzia, Burkhold และ Mycobacterium ซึ่งมี 4 สายพันธุถูกพบขึ้นใหมและยังไม

มีการรายงาน สวนฟงกไจไดแก  Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Amorphoteca, Neosartorya, 

Paecilomyces, Talaromyces และ Graphium และเชื้อยีสตไดแก Candida, Yarrowia  และ Pichia 

และพบวาไฮโดรคารบอนอิ่มตัวสามรถยอยสลายไดมากที่สุด ในขณะที่ อะโรมาติกไฮโดรคารบอนยอย

สลายไดนอยกวา   (Frederric, et. al.,2004) 
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แบคทีเรียรีดิวซไนเตรท (Pseudomonas sp.BS2201, BS2203 และ Brevibacillus 

sp.BS2202) ที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนน้ํามันปโตรเลียม สามารถยอยสลายสารไฮโดรคารบอน

ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจนได ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน (ทดลอง 10 วัน ใน

อาหารเหลว) เชื้อสามารถยอยสลาย total extractable material (TEM)ได 20 - 25 % รวมไปถึง 

alkanes ทั้งหมด 90 - 95 %   ภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจน (ทดลอง 50 วัน) เชื้อยอยสลาย TEM ได 

15 - 18 %  ยอย alkanes บางตัวได 20 - 25 % และ ยอยโพลีไซคลิก  

อะโรมาติก  ไฮโดรคารบอนได 15 - 18%  นอกจากนั้นเชื้อสามารถยอยสลายไฮโดรคารบอนอิ่มตัวได

เชนกัน ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนที่ไมมีตัวรับอิเล็กตรอนของไนเตรท (Grishenkov, et. al., 2000)    

 Mana.,et. al., 2001 ไดศึกษาความไวในการยอยสลายของสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีใน

ของเสียในระดับหองทดลอง ไดเพาะเชื้อแบคทีเรียที่ไดจากสถานที่ปนเปอน พบวาการยอยสลายจะ

เกิดขึ้นภายใน 45 วันปริมาณของสารประกอบไฮโดรคารบอนทั้งหมดจะลดลงถึง70%ของปริมาณ

ไฮโดรคารบอนเริ่มตน ไฮโดรคารบอนอิ่มตัวและ อะโรมาติกไฮโดรคารบอนจะถูกยอยสลายไดมากที่สุด 

คือ 70% และ 60% ตามลําดับ  

น้ํามันจัดวาเปนทรัพยากรธรรมชาติประเภทหนึ่งที่มีความสําคัญ และมีบทบาทอยางมากตอ

การดํารงชีวิตของมนุษยและการพัฒนาประเทศ อุตสาหกรรมประเภทตาง ซึ่งสงผลใหเกิดการปนเปอน

น้ํามันในสิ่งแวดลอมตางๆ มากยิ่งขึ้น แตในสิ่งแวดลอมเหลานั้นก็ยังมีการยอยสลายน้ํามันโดย

เชื้อจุลินทรียที่อาศัยอยูในแหลงนั้น เชน แบคทีเรีย  รา  ยีสต เชื้อจุลินทรียเหลานี้คัดเลือกมาจากดินที่มี

การปน เป อน ของน้ํ ามัน  พบ วามี  33  สาย พัน ธุ   เ ปน แบ คที เ รี ย  8 สายพันธุ   (Gordonia, 

Brevibacterium, Aeromicrobium, Burkholderia and Mycobacterium Dietzia) รา 21 สายพันธุ 

(Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Amorphoteca, Neosartorya, Paecilomyces, Talaromyces 

และ Graphium) และยีสต 4 สายพันธุ  (Candida, Yarrowia and Pichia.) ซึ่งสามารถยอยสลาย

สารประกอบไฮโรคารบอนอิ่มตัวไดดีที่สุด  คือ n-alkane, isoalkane และ isoprenoid สวน

สารประกอบอะโรมาติกไฮโรคารบอนจะถูกยอยสลายไดนอยกวาสารประกอบไฮโดรคารบอน  

เนื่องจากมีโครงสรางที่ซับซอนกวา (Frederic, 2004) 

การคัดเลือกแบคทีเรียจากดินที่มีน้ํ ามันปนเปอน พบวามีแบคทีเรีย 2 กลุม กลุมที่  1 

ประกอบดวยแบคทีเรีย 3 สายพันธุ สามารถยอยสลายสารปะรกอบไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนใน

สิ่งแวดลอม เชน น้ํามันดีเซล  น้ํามันดิบ และน้ํามันเครื่อง  แบคทีเรียกลุมที่ 2 ประกอบดวยแบคทีเรีย 6 

สายพันธุ (Bacillus and Pseudomonas spp.) สามารถยอยสลาย medium- and long-chain 

alkanes ในดินที่มีน้ํามันดีเซลปนเปอนไดดีกวากลุมที่1 (Mahiran, 2004) 
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 Pseudomonas sp. BS2201, BS2203 และ Breibacillus sp. BS2202  ซึ่งเปน Nitrate-

reducing bacterial ที่คัดแยกจากดินที่มีน้ํามันปโตรเลียมปนเปอนสามารถยอยสลายสารไฮโดรคารบอน

ปโตรเลียมไดในสภาวะที่มีออกซิเจนและในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  ซึ่งสภาวะที่มีออกซิเจนสามารถยอย

สลาย alkane (C10–C35) ได 90-95% ในเวลา 10 วัน สวนในสภาวะไมมีออกซิเจน สามารถยอยสลาย 

alkane ได 20-25% นอกจากนี้ยังสามารยอยสลาย polycyclic aromatic hydrocarbons ได 15-18% 

(V.G. Grishchenkov, 2000) 

Harayama et al. (2004) ไดศึกษาแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน

ในอุตสาหกรรมปโตรเลียม โดยทําการคัดเลือกแบคทีเรียจากการปนเปอนน้ํามันที่แพรกระจายในแหลง

ธรรมชาติ ซึ่งพบแบคทีเรีย 2 ชนิด คือ Alcanivorax และ Cycloclasticus ซึ่งAlcanivorax มีคุณสมบัติ

ในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน เชน แอลเคนไดดี สวน Cycloclasticus มีคุณสมบัติ

สามารถทําใหกลุมอะโรมาติกไฮโดรคารบอนแตกสลายตัวได 

Harayama et al. (1999) พบวา น้ํามันดิบประกอบดวยไฮโดรคารบอนหลัก 4 ชนิด คือ  

สารประกอบไฮโดรคารบอนอิ่มตัว (saturated hydrocarbon) สารประกอบไฮโดรคารบอนไมอิ่มตัว 

(nonsaturated hydrocarbon) ไซคลิกอะลิฟาติกไฮโดรคารบอน สารประกอบไฮโรมาติก

ไฮโดรคารบอนซึ่งสามารถยอยสลายไดยาก เมื่อมีการปนเปอนในน้ําจะมีการเปลี่ยนแปรสภาพของ

น้ํามันโดยอาศัย การระเหย การแตกตัวโดยกระแสคลื่น ซึ่งจะทําใหน้ํามันที่มีการปนเปอนเกิดการแตก

ตัวเปนโมเลกุลเล็กๆ ซึ่งแบคทีเรียสามารถยอยสลายไดตอไป  

 Mahmoud and Alexander (2000) ไดแยกเชื้อจุลินทรียจากบอบําบัดน้ําเสียที่สามารถยอย

สลายสารประกอบไฮโดรคารบอนได คือ Mycobacterium fortuitum Strain NF4, Mycobacterium 

ratisbonense strain SD4 และใชวิธีการ high-pressure liquid chromatography (HPLC) ในการ

วิเคราะหปริมาณน้ํามัน ซึ่งเชื้อจุลินทรียที่แยกไดสามารถยอย acyclic isoprenoids และ alkanes ไดดี 

Ghazali et al. (2004) การสลายตัวดวยกระบวนการทางชีวภาพของไฮโดรคารบอนของดินที่

ปนเปอน โดยใชกลุมของแบคทีเรียที่ยอยสลายไฮโดรคารบอน มีการทดลองนําตัวอยางดินที่ปนเปอน

ไฮโดรคารบอนมาเลี้ยงในอาหารที่ประกอบดวยน้ํามันดิบ หรือไฮโดรคารบอนชนิดตางๆซึ่งใชเปนแหลง

คารบอนตลอดการทดลอง โดยสายพันธุจุลินทรียจะพิจารณาจากแบคทีเรียที่เจริญเติบโตไดดีใน

น้ํามันดิบ สารประกอบไฮโดรคารบอนแตละชนิดหรือทั้งสอง ความสามารถที่สลายไฮโดรคารบอนที่

ปนเปอนในสิ่งแวดลอมนั้น วิเคราะหโดยการใชตัวอยางดินที่ปนเปอนน้ํามันดีเซล น้ํามันดิบ 

น้ํามันเครื่องที่ใชแลว พบวาแบคทีเรียมีประสิทธิภาพในการสลายอัลเคนสายขนาดกลาง และสายยาว

ในดินที่ปนเปอนน้ํามันดีเซล หลังจากที่บมนานเกิน 30 วัน ปรากฏวาไมพบอัลเคน แบคทีเรียกลุมนี้

ประกอบดวย Bacillus และ Pseudomonas spp.เปนสวนมาก 
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6. ปจจัยทางเคมีและกายภาพที่มีอิทธิพลตออัตราการยอยสลายน้ํามันของจุลินทรีย  

 6.1 ลักษณะทางกายภาพของ oil pollutants 

       diphenylmethan ซึ่งเปนสวนประกอบของน้ํามันจะอยูในสภาพของของเหลวที่อุณหภูมิ

30C และสามารถถูกยอยสลายโดยเชื้อ pseudomonas  sp.แตที่ 20C  จะอยูในสภาพของของแข็ง

ซึ่งเชื้อไมสามารถยอยสลายได เชนเดียวกับ nepthalene จะไมสามารถถูกยอยสลายไดถาอยูในสภาพ

ของของแข็งเชนกัน  (Gatellier,et al.,1973)  

 6.2 ผลของอุณหภูมิตอการยอยสลายน้ํามันของจุลินทรีย 

 อุณหภูมิมีผลตอการยอยสลายสวนประกอบตาง ๆ ของน้ํามันจากการศึกษาของ Antai,          

(2003) รายงานวาที่อุณหภูมิต่ําจะชะลอการระเหยของสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีน้ําหนักโมเลกุล

ต่ํา ซึ่ง เปนสวนที่เปนพิษตอจุลินทรียตาง ๆ ทําใหอัตราการยอยสลายน้ํามันลดลง และพบวาที่อุณหภูมิ 

20 C น้ํามันที่มีความเขมขนต่ําจะถูกยอยสลายไดดีกวาน้ํามันที่มีความเขมขนสูงและสวนประกอบที่

เปนพิษจะ ระเหยไดอยางรวดเร็ว ในขณะที่อุณหภูมิ 10 C สวนประกอบที่เปนพิษที่สามารถระเหยไดจะ

มีอัตราการระเหยต่ําลงมาก ซึ่งสารพิษนี้จะไปยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทําใหอัตราการยอยสลาย

น้ํามันลดต่ําลง นอกจากนี้การยอยสลายของสารประกอบไฮโดรคารบอนสามารถเกิดขึ้นไดในอุณหภูมิ

ต่ําประมาณ 0C  และอุณหภูมิสูงประมาณ 70 C แตมีอัตราการยอยสลายที่แตกตางกันไป 

 6.3 ผลของสารอาหารตอการยอยสลายน้ํามันของจุลินทรีย 

       อัตราสวนของการแพรกระจายของไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในรูป  carbon/nitrogen     

(C/N) และ carbon/phosphorus (C/P) มีผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียโดยทั่วไป และการปน 

เปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนสงผลกระทบตอปริมาณ C ที่เปลี่ยนแปลงไป จึงทําใหความสามารถใน

การเจริญเติบโตของจุลินทรียในบริเวณที่ถูกปนเปอนต่ําลง (Choi, et al., 2002)  ในการกระตุนให

แบคทีเรียมีการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนนั้น จําเปนตองเติมฟอสฟอรัสลงไปในทะเลดวย 

อยางไรก็ตาม ปริมาณฟอสฟอรัสที่มากเกินไปจะเปนตัวยับยั้งการยอยสลายสารประกอบไฮโดร- 

คารบอนของจุลินทรียดวย (Ghazali, 2004) โดยทั่วไปอัตรา C/N = 60-100:1 เปนอัตราที่มีความ

เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย (Bartha, 1979) 

 6.4 ผลของออกซิเจนตอการยอยสลายน้ํามันของจุลินทรีย 

       ปริมาณออกซิเจนจะเกี่ยวของโดยตรงกับปฏิกิริยาในการยอยสลายน้ํามัน โดยเฉพาะใน 

ปฏิกิริยาออกซิเดชันของจุลินทรียที่ตองอาศัยเอนไซมออกซิจิเนส และมีบทบาทมากกับกลุมจุลินทรยีทีใ่ช

อากาศ (aerobes) การปนเปอนน้ํามันในแหลงน้ํา พบวาปริมาณออกซิเจนจากอากาศสามารถที่จะ

สลาย ได โดยตรงทําใหมีออกซิเจนเพียงพอตอจุลินทรียสําหรับใชในการยอยสลายน้ํามัน ในขณะที่การ
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ปนเปอน ในดิน พบวาปริมาณออกซิเจนในดินจะขึ้นอยูกับปริมาณจุลินทรียที่สามารถใชออกซิเจนจาก

อากาศ   ชนิดของดิน  และปริมาณน้ําในดิน  ทําใหอัตราเร็วในการยอยสลายน้ํามันโดยจุลินทรีย ในดิน

นั้นคอนขางชา  เนื่องจากมีปริมาณออกซิเจนที่จํากัด แตอยางไรก็ตามการยอยสลายน้ํามันสามารถ

เกิดขึ้นได ในสภาพที่ไม มีออกซิเจนโดยจุลินทรียที่ไมตองการออกซิเจนในการดํารงชีวิตไดเชนกัน 

(Bailey ,et al., 1973) 

 6.5 ผลของ pH ตอการยอยสลายน้ํามันของจุลินทรีย 

       จุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันจะเจริญเติบโตไดดีในชวง pH ที่เปน

กลางโดยเฉพาะในดินบางชนิด ซึ่งมีรายงานการศึกษาพบวาจะมีคาความเปนกรดดางรุนแรงมากทําให

อัตราเร็วในการยอยสลายน้ํามันโดยจุลินทรียเกิดขึ้นไดชา   เนื่องจากสภาพที่เปนกรดดางรุนแรงนี้    จะ

ยับยั้งการ เพิ่มจํานวนของจุลินทรีย  แตถาทําการปรับ pH ของดินที่มีความเปนกรด( pH 4.5 ) ใหมีคา 

pH เปนกลาง (pH7.4) แลวอัตราการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนพวกน้ํามันเชื้อเพลิง

(gasoline) จะเพิ่มเปน 2 เทาและอัตราการยอยสลายจะลดลงเมื่อคา pH ของดินสูงขึ้น (pH8.5 ) 

(Ghazali, 2004) 

 6.6 ผลของความเค็มตอการยอยสลายน้ํามันของจุลินทรีย 

        การทดสอบความสามารถในการยอยสลายของสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ระดับความ

เค็มตางๆ (ตั้งแต 3.3 -28.4%) พบวาอัตราการยอยสลายของสารประกอบไฮโดรคารบอนจะลดลงเมื่อ

ระดับความเค็มของน้ําสูงขึ้น เนื่องจากความเค็มมีผลตอความสามารถในการแลกเปลี่ยนน้ําของผนัง

เซลล ทําใหจุลินทรียตาย และยังพบที่ความเค็มของน้ําทะเลไมเกิน 20% จะมีจุลินทรียในปริมาณสูงและ

สามารถยอยสลายน้ํามันไดพอสมควร (Ward and Brock, 1978)   

 
 

7. ปจจัยที่ผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน 
 7.1 อุณหภูมิ 

 จุลินทรียแตละชนิดตองการชวงอุณหภูมิในการเจริญแตกตางกันไป เชน Psychrophilic  

microbe, Mesophilic microbe, Thermophlic microbe และ extreme thermophiles microbe 

จุลินทรียที่อาศัยในบริเวณแอนตารกติก  สามารถเจริญเติบโตไดที่อุณหภูมิ 20-30C และอุณหภูมิสูง

ที่สุดที่จุลินทรียสามารถเจริญเติบโต คือ อุณหภูมินอยกวา 37 C ซึ่งที่อุณหภูมินี้จุลินทรียสามารถยอย

สลายน้ํามันปโตรเลียมที่ปนเปอนไดดี (Susan, 2003) 
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ภาพที่ 5 ชวงอุณหภูมิตางๆ ที่จุลนิทรียใชในการเจรญิเติบโต 

 

Yoshiki et. al., 2007 พบวา แรงตึงผิว DW2-1 เจริญเติบโตอยางรวดเร็ว ในน้ําเสียระดับปาน

กลางที่สังเคราะหขึ้น (>1×1010 [CFU]/ml) ระหวางอุณหภูมิที่ 20°C และ 38°C และอัตราการยอย

สลายของน้ํามันสลัดอยูที่ 90% หลังจากการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 48 hrs ไลเปสและกระบวนการ

แรงตึงผิวแบบชีวภาพ (BSF) ของแรงตึงผิว DW2-1 หลังจากการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 48 hrs  อยูที่ 

1720 U/l และ 480 U/ml ตามลําดับ การเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรียตอไปเพื่อการบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอน

ไขมัน DW2-1 จะเปนตัวหลักที่ใหเกิดการยอยสลายถึง 90% ของน้ํามันสลัด ในการเพาะเลี้ยง

เชื้อจุลินทรียเปนระยะเวลา 7 วัน  โดยทั่วไปแลวอาจสรุปไดวาจํานวนจุลินทรียที่สามารถยอยสลาย

สารประกอบไฮโดรคารบอนได สามารถใชเปนดรรชนีในการบงบอกวาสิ่งแวดลอมบริเวณตางๆ มีการ

ปนเปอนจากสารประกอบไฮโดรคารบอนหรือไม ซึ่ งพบวาในบริเวณที่ไมมีการปนเปอนของ

สารประกอบไฮโดรคารบอน จะพบจุลินทรียกลุมนี้เพียง 0.1% จากจุลินทรียที่พบทั้งหมด แตถามีการ

ปนเปอนของสารประกอบไฮโดรคารบอน จะพบวามีจุลินทรียกลุมนี้เทานั้นที่เจริญเติบโตไดหรือคิดเปน 

99.67 % ของจุลินทรียที่พบทั้งหมด  

             Tomohisa,et al. (2001) ไดศึกษาเชื้อจุลินทรียใตพื้นดิน บริเวณถังเก็บน้ํามันปโตรเลียมใน 

Minami-aga (Niigigata) และ Yabase (Akita) พบวามีแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันได คือ  

Bacillus thermoleovorans  ซึ่งเจริญที่อุณหภูมิ 50 - 80C แตเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 70 C ซึ่งสามารถ

ยอย n-aikanes สายยาว ไดดีกวา C12 และ C15 

 อุณหภูมิเปนปจจัย ที่ทําใหจุลินทรียเจริญเติบโตเร็วหรือชา อุณหภูมิของน้ําที่ผิวดินแตกตางกัน

มาก ที่ขั้วโลกอุณหภูมิ 0 C จนถึงบริเวณศูนยสูตรมีอุณหภูมิ 30 C น้ําทะเลมากวา  
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90 % มีอุณหภูมิต่ํากวา 5 C จึงเหมาะกับการเจริญของไซโครไฟลเทานั้น ในน้ําพุรอนบางแหงมีอุณหภูมิ 

75-85 C ก็พบจุลินทรียอาศัยอยูเปนเทอรโมไฟล นอกจากนี้อุณหภูมิน้ํายังเปลี่ยนแปลงไปตามฤดูกาลทํา

ใหชนิดและจํานวนจุลินทรียเปลี่ยนแปลงไปดวย (นงลักษณ, 2544) 

 
 7.2 อากาศ 

 การยอยสลายน้ํามันในแหลงน้ําตางๆ โดยจุลินทรียจะเกิดขึ้นไดในสภาพแวดลอมที่มี

ออกซิเจน  ซึ่งออกซิเจนจะเกี่ยวของโดยตรงกับปฏิกิริยาในการยอยสลายน้ํามัน โดยเฉพาะใน

ปฏิกิริยาออกซิเดชันของจุลินทรีย ที่ตองอาศัยเอนไซมออกซิจิเนส  และสําหรับสภาพแวดลอมที่เปน

แหลงน้ํานี้ ออกซิเจนจากอากาศสามารถที่จะสลายไดโดยตรง ทําใหมีออกซิเจนเพียงพอตอจุลินทรีย  

สําหรับใชในการยอยสลายน้ํามัน สภาพแวดลอมบนบกนั้น พบวา ปริมาณออกซิเจนในดินจะขึ้นอยู

กับจุลินทรียที่สามารถใชออกซิเจนจากอากาศได   ชนิดของดิน  และปริมาณน้ําในดิน  ทําใหสภาพ

บนบก ออกซิเจนจะเปนปจจัยจํากัดสําหรับอัตราเร็วในการยอยสลายน้ํามันโดยจุลินทรีย (บัญญัติ, 

2532) 

 จุลินทรียแตละชนิดตองการออกซิเจนในปริมาณที่แตกตางกัน เชน Aerobic type เจริญได

เฉพาะบริเวณที่มีออกซิเจนเทานั้น   Microaerophile type เจริญไดดีในบริเวณที่มีออกซิเจนเล็กนอย 

ถามีออกซิเจนมากจะเจริญชาๆ Anaerobic type เจริญไดดีในที่ไมมีออกซิเจน และ Facultative 

anaerobic type เจริญไดทั้งสภาพที่มี และไมมีออกซิเจน เนื่องจากสามารถเปลี่ยนแปลงระบบเมตา

บอลิซึมของตนเองได Farinazleen (2004) ไดคัดเลือก Bacillus และ Pseudomonas spp. จากดินที่มี

สารประกอบไฮโดรคารบอนปนเปอน พบวาสามารถเจริญไดดีเมื่อเลี้ยงที่ความเร็วรอบ 150 rpm  

    งานวิจัยของ Grishchenkov et al, 2000 พบวา Pseudomonas sp. BS2201, BS2203 

และ Breibacillus sp. BS2202  ถูกแยกออกมาจากดินที่ปนเปอนน้ํามันปโตรเลียม เพื่อจุดประสงคใน

การศึกษา ความสามารถยอยสลายน้ํามันปโตรเลียมดวยไฮโดรคารบอน ภายใตปจจัยแวดลอมทั้งแบบ

การใชออกซิเจนและแบบไมใชออกซิเจน ในการดํารงชีวิต  ภายใตสภาวะการใชออกซิเจนในการ

ดํารงชีวิต (การทดลองทางวิทยาศาสตรในอาหารเหลว ใชเวลา 10 วัน) ความตึงมีคาลดลง 20–25% 

ของวัตถุสกัดโดยรวม (TEM) รวมถึง มากกวา 90–95% ของการวิเคราะห alkanes (n-C10–C35) 

ภายใตสภาวะการไมใชออกซิเจนในการดํารงชีวิต (การทดลองทางวิทยาศาสตร ใชเวลา 50 วัน) 

สารอินทรียเหลานี้ยอยสลายได 15–18% ของ TEM, 20–25% ของ alkanes และ 15–18% ของวง

โคจรไฮโดรคารบอน ความตึงยังชวยยอยสลายไฮโดรคารบอนที่อิ่มตัว ภายใตเงื่อนไขที่ไมตองใช

ออกซิเจนดํารงชีวิต  
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งานวิจัยของ Frédéric et.al., 2004 พบวาการคัดเลือกการเพาะเลี้ยงจุลินทรียไฮโดรคารบอน

แบบใชออกซิเจน การยอยสลายของสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กถูกคัดแยกออกจากดินที่ปนเปอนดวยมลพิษ

จากน้ํามันปโตรเลียม และแบคทีเรียสีน้ําเงินที่ขาดออกซิเจนจากอินโดนีเซีย แสดงผลไดชัดเจนจาก 33 

สายพันธุที่แตกตางกัน แบคทีเรีย 8 ชนิด เชื้อรา 4 ชนิด และยีสต 4 ชนิด ถูกจําแนกถึงลําดับขั้นที่

เฉพาะเจาะจงดวยโมเลกุลและเทคนิคตางๆ ที่ปรากฎใหเห็นลักษณะอันเดนชัด ความตึงของแบคทีเรีย

ขึ้นอยูกับสายพันธุ เชน Gordonia, Brevibacterium, Aeromicrobium, Dietzia, Burkholderia และ 

Mycobacterium ทั้ ง  4 สายพันธุ ใหมนี้ ยั ง ไมมีก ารอธิบาย เชื้ อราจะขึ้นอยู กับ  Aspergillus, 

Penicillium, Fusarium, Amorphoteca, Neosartorya, Paecilomyces, Talaromyces and 

Graphium และยีสต ไดแก Candida, Yarrowia และ Pichia. 

 เมื่อทําการวิเคราะหโคลนในทะเลและน้ําทะเล พบวา มีแบคทีเรียและยีสตที่สามารถยอยสลาย

น้ํามันดิบไดมากกวา 10%  และยีสตที่แยกไดทั้งหมดอยูในจีนัส Candida ซึ่งเมื่อนํามาทดสอบทางชีวเคมี

สามารถจแนกได ดังนี้ Candida parapsilosis, C. albicans, C. guilliermondii, Yarrowia lipolytica, C. 

tropicalis and C. intermedia. Y. lipolytica ซึ่งยีสตนี้สามารถยอยสลายสวน aliphatic  ของน้ํามันดิบ 

Bombay High ได 78% แตไมสามารถยอยสลายสวน aromatic หรือ ashphaltene  นอกจากนี้ แตละไอ

โซเลตยังตองการอากาศ  ไนโตรเจน และฟอสเฟตที่เหมาะสมตอการยอยสลายน้ํามันดิบ (S.S. Zinjarde, 

2002) 

    Schaefer et al. (2006) จุลินทรียทั่วไปมีความสามารถในการเปลี่ยนอัลเคนเปน 

carboxylic acid ได และสามารถยอยสลายน้ํามันได จากการทดลองมีการนําไสเดือนเขามาชวยยอย

สลายน้ํามัน พบวาการใชไสเดือนสามารถใชระยะเวลาสั้น และใชตนทุนในการดําเนินงานต่ํา กลไกใน

การยอยสลายน้ํามันนั้นมี 3 กลไกคือ  

1. กระบวนการใหออกซิเจนแกดินโดยการขุดโพรงที่อยูของไสเดือน  

2. การเพิ่มกิจกรรมของจุลินทรีย 

3. การเพิ่มความสามารถของจุลินทรียในการยอยสลายไฮโดรคารบอน 

S. Khodijah et.al., 2004 พบวา แบคทีเรียจํานวนมากที่ยอยสลายไฮโดรคารบอนยังคงมีชีวิต

อยูในบริเวณทะเลประเทศญี่ปุน กระบวนการบําบัดรักษาดวยชีวภาพจะเกิดขึ้น ภายใตเงื่อนไขของการ

ตองการออกซิเจนในการดํารงชีวิต  (DO: 1–6 mg/l; Eh:12–300 mV)  
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 7.3 ความเปนกรด-ดาง (pH) 

จากงานวิจัยของ Hao et al., 2004 พบวา thermophile bacteria สายพันธุ TH-2 ที่มีชีวิต

อยูในบริเวณ Shengli ทีมีน้ํามัน ในภาคตะวันออกของประเทศจีน สามารถเจริญเติบโตไดที่อุณหภูมิ

สูงถึง 85 C และเจริญไดดีในสภาวะที่เปนดาง   

 

                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 6 ชวง pH ตางๆ ที่จุลินทรยีใชในการเจริญเติบโต 

 

 เมื่อปรับ pH น้ําเสียดวย Tris–HCl  ใหเปน pH 7.8 พบวาสามารถยอยสลาย

ไฮโดรคารบอน และมีประสิทธิภาพในสลายไดดีที่สุด คือ ยอยสลาย n-alkanes ได 97% และ 

ประสิทธิภาพการยอย 86% ยอยสลาย total aliphatic hydrocarbons ได 40% และ ประสิทธิภาพ

การยอย 30% และ ยอยสลาย total aromatic hydrocarbons ได 25% และ ประสิทธิภาพการยอย 

17% ในเวลา 10 วัน (M.L. Nievas, 2005) 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการยอยสลายน้ํามันดิบ BH สามารถคัดแยกแบคทีเรียได 

130 ไอโซเลต จากตัวอยางดินที่มีน้ํามันปนเปอน เชน Micrococcus sp. GS2-22, Corynebacterium 

sp. GS5- 66, Flavobacterium sp. DS5-73, Bacillus sp. DS6-86 and Pseudomonas sp. DS10-

129 ซึ่งแบคทีเรียแตละไอโซเลตจะเจริญเติบโตและยอยสลายน้ํามันดิบไดนอยกวาแบคทีเรียที่รวมเปน

กลุม(mix culture)  โดยที่ความเขมขนของน้ํามันดิบ 1% mix bacteria จะยอยสลายน้ํามันดิบBH ได

สูงสุด 78% ที่อุณหภูมิ 30 C  pH 7.5 ซึ่งเปนสภาวะที่เหมาะสมกับการยอยสลายน้ํามันดิบBH สวน 

Pseudomonas sp. DS10-129 จะยอยสลายน้ํามันดิบได66%,  Bacillus sp. DS6-86 ยอยสลาย
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น้ํามันดิบได 59%, Micrococcus sp. GS2-22 ยอยสลายน้ํามันดิบได 49%, Corynebacterium sp. 

GS5- 66 ยอยสลายน้ํามันดิบได 43%, Flavobacterium sp. DS5-73 ยอยสลายน้ํามันดิบได 41% 

(Rahman K.S.M,2002) 

Rahman et al. (2002) ไดทําการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการยอยสลายทางชีวภาพ

ในน้ํามันดิน ที่มีการปนเปอนในแหลงธรรมชาติ โดยทําการคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย

น้ํามัน 130 ไอโซเลต พบวา การผสมกลุมแบคทีเรียในการยอยสลายน้ํามัน สามารถลดระดับของ

น้ํามันดิบไดถึง 78 % ในขณะที่ Pseudomonas sp.หรือ DS10-129 สามารถลดระดับน้ํามันดิบได 66 

% Bacillus sp.หรือ DS6-86 สามารถลดระดับน้ํามันได 59 % Micrococcus sp.หรือ Gs2-22 

สามารถลดระดับน้ํามันได 49 % Corynebacterium sp.หรือGS5-66 สามารถลดระดับน้ํามันได 43 % 

Flavobacterium sp.หรือ DS5-73 สามารถลดระดับน้ํามันได 41 % อัตราการการยอยสลายโดย

แบคทีเรียกลุมผสมลดลงจาก 78 % ถึง 52 % ที่ความเขมขนของน้ํามันดิบเพิ่มขึ้นจาก  10 % ถึง 13 % 

อุณหภูมิ 30 ๐C และความเปนกรด-ดาง 7.5 เหมาะสมที่สุดในการยอยสลายทางชีวภาพ 

S. Khodijah et.al., 2004 พบวา แบคทีเรียจํานวนมากที่ยอยสลายไฮโดรคารบอนยังคงมีชีวิต

อยูในบริเวณทะเลประเทศญี่ปุน กระบวนการบําบัดรักษาดวยชีวภาพจะเกิดขึ้น ภายใตเงื่อนไขของ

ความเปนกลางจนถึงความเปนดาง (pH 6.4–8)  

 7.4 ความเค็ม 

 จากการศึกษาของ Suparna, 2004 พบวาเชื้อES1ที่แยกจากบริเวณที่มีน้ํามันปนเปอน 

สามารถทนตอความเค็มไดสูงสุด 3.5%NaCl และเจริญเติบโตไดดีที่สุดในอาหารที่มี 0.5%NaCl ซึ่ง

สามารถยอยสลายน้ํามันดีเซลไดสูงสุด 61% เมื่อเปรียบเทียบกับความเขมขนของ NaCl ที่แตกตางกัน 

และความสามารถของกลุมจุลินทรียในการยอยสลายน้ํามัน turbine (TuO) ซึ่งประกอบดวยสวนผสม

หลักคือ cycloalkanes และ isoalkanes ซึ่งไดรับมาจากตัวอยางดินที่เก็บมาจากแหลงน้ํามัน ที่นํา

กลับมาปรับปรุงใหดีขึ้น เมื่อกลุมของจุลินทรียที่มีชื่อ Atsuta  A ถูกเพาะเลี้ยงในสารละลายเกลือเจือจาง

ที่ 0.5% (w/v) TuO จะเกิดการยอยสลาย 90% (Hitoshi et al., 2008) 

S. Khodijah et.al., 2004 พบวา แบคทีเรียจํานวนมากที่ยอยสลายไฮโดรคารบอนยังคงมีชีวิต

อยูในบริเวณทะเลประเทศญี่ปุน กระบวนการบําบัดรักษาดวยชีวภาพจะเกิดขึ้น ภายใตเงื่อนไขของการ

ตองการออกซิเจนในการดํารงชีวิต  (DO: 1–6 mg/l; Eh:12–300 mV) และเงื่อนไขของความเปนกลาง

จนถึงความเปนดาง (pH 6.4–8) ดวย NaCl ความเขมขนที่ 3–15% (ECs of 45–200 mS/cm)  
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 8. เอนไซมไลเปส          

เอนไซมไลเปสเปนเอนไซมที่จัดอยูในกลุมไฮโดรเลส  (hydrolase)  มีชื่อตามระบบวา 

กลีเซอรอล  เอสเทอรไฮโดรเลส (glycerol ester hydrolase)  หรือ ไตรเอซิลกลีเซอรอล   เอซิลไฮโดร

เลส  (triacylgylcerol acylhydrolase)  และมีชื่อตามรหัสคือ  E.C.3.1.1.3       

ไลเปสเปนเอนไซมที่พบทั้งในสัตว พืช และจุลินทรีย สามารถไฮโดรไลซพันธะเอสเทอรของ

น้ํามันหรือไขมัน ไดกรดไขมันและกลีเซอรอล และสังเคราะหเอซิลกลีเซอรอลโดยปฏิกิริยา 

เอสเทอริฟเคชัน (esterification) จากกรดไขมันและกลีเซอรอล ซึ่งเปนปฏิกิริยายอนกลับ หรือ

แลกเปลี่ยนกรดไขมันระหวางเอสเทอรชนิดตางๆ (transesterification) ไลเปสแบงไดเปน 3 กลุมตาม

ความจําเพาะตอสับสเตรท (substrate) ไดแก 

1. ความจําเพาะตอกรดไขมัน (group specific)  

ไลเปสมีระดับของความจําเพาะตอกรดไขมัน เชน ไลเปสจากCandida antarctica จะมี

ความจําเพาะตอกรดไขมันสายโซสั้นมากกวาสายโซยาว 

2. ความจําเพาะตอตําแหนง ( position specific) 

ไลเปสโดยทั่วไปมักมีความจําเพาะตอตําแหนงโดยเฉพาะตอตําแหนงที่ 1 และ 3  

(1,3 specific lipase) ของไตรกลีเซอไรด 

3.ไมมีความจําเพาะเจาะจงตอตําแหนง (non-position specific)  

หมายถึง ไลเปสที่เขาทําปฏิกิริยากับไขมันไดอยางไมเจาะจง จะเปนตําแหนงที่ 1, 2 หรือ 3 

ของไตรกลีเซอไรดก็ได ปจจุบันมีการนําไลเปสไปใชในอุตสาหกรรมการดัดแปลงไขมันและน้ํามัน รวม

ไปถึงการสังเคราะหไขมันชนิดใหมขึ้น เชน โครงสรางของไตรกลีเซอรไรด (structured triglyceride) 

เพื่อปรับปรุงคุณสมบัติของไขมันทั้งทางกายภาพและโภชนาการ ในรางกายมนุษยมีเอนไซมไลเปสที่

ผลิตจากตับออน เปนไลเปสที่จําเพาะตอตําแหนงที่ 1 และ 3 ของไตรกลีเซอไรด ดังนั้น ผลสุดทายของ

การยอยไขมันในรางกาย ไดแก กรดไขมัน 2-มอโนกลีเซอไรด และกลีเซอรอล เปนสวนใหญ โดยปกติ

แลวกรดไขมันที่มีคารบอนมากกวา 12 ตัว ที่ถูกดูดซึมเขาไปในเซลลบุผนังสําไสนั้น จะถูกนําไปสราง

เปนไตรกลีเซอไรดขึ้นใหม แลวถูกลําเลียงผานทอน้ําเหลือง (lymphatic vessel) เพื่อสงไปยังสวนตาง 

ๆ ของรางกาย ในรูปของสารประกอบเชิงซอนระหวางโปรตีนและไขมันที่เรียกวา ไคโลไมครอน 

(chylomicron) ในทางตรงขาม กรดไขมันที่มีคารบอนนอยกวา   12  ตัว จะถูกดูดซึมและลําเลียงผาน

ทางเสนเลือด (portal vein) นําเขาสูตับไดโดยตรงในรูปอิสระเชนเดียวกับ 2 มอโนกลีเซอไรด จึง

นําไปใชไดอยางรวดเร็ว (มยุรี , 2548) 

มีการประยุกตใชเอนไซมไลเปสจากเชื้อจุลชีพในทางเทคโนโลยีชีวภาพอยางกวางขวาง

เนื่องจากมีขอดีหลายประการเชน เอนไซมมีความคงตัวใน organic solvents, เอนไซมไมตองการ 
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cofactors, เอนไซมมีความจําเพาะตอ substrate นอย (broad substrate specificity) และที่สําคัญ 

ไลเปสมีความจําเพาะเจาะจงในเรื่อง enantioselectivity มีการรายงานวา มีเอนไซม 

ไลเปสที่ใชประโยชนทางการคาในปจจุบัน มีตนกําเนิดมาจาก 34 แหลงของเอนไซมที่แตกตางกัน ซึ่ง

ในนั้นมี 18 แหลงแยกไดจากพวก fungi เชน Candida rugosa,Candida ntarctica, Thermomyces 

lanuginosus, Rhizomucor miehei  เปนตน และ 7 แหลงจากแบคทีเรีย เชน Burkholderia cepacia, 

Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas mendocina, Chromobacterium viscosum  เปนตน 

ซึ่งเอนไซมไลเปสไดมีการนําไปประยุกตใชประโยชนมากมาย เชน ใชในการสังเคราะหสารอินทรีย 

(organic synthesis), ใชเติมในผงซักฟอกเพื่อชวยประสิทธิภาพการซักลาง, เพิ่มรสชาติในอาหาร, ใช

ในอุตสาหกรรมกระดาษ,  และในอนาคตอาจมีการนํามาใชเพื่อการบําบัดของเสีย เนื่องจากประโยชน

อันหลากหลายของเอนไซมไลเปสจากจุลชีพ (กัลยา, 2544) 
 
9. แหลงของจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปส  

เราสามารถแยกจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสไดจากแหลงตาง ๆ มากมาย  ซึ่งดินเปนแหลง

ของจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสไดจํานวนมาก ที่ไดจาก  Penicillium  citrinum, Pseudomonas 

sp.  และ  Aspergillus terreus นอกจากนี้ ยังสามารถพบจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสไดในเนยแข็ง  

ผลปาลม  และน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม (มยุรี, 2548) 

เอนไซมไลเปสจากจุลินทรียแตละชนิดจะมีสมบัติในการทํางานแตกตางกันไป  ขึ้นอยูกับชนิด

ของจุลินทรีย และกลุมของไขมันที่พบในแหลงที่คัดเลือกจุลินทรีย  ซึ่งในที่นี้จะแบงจุลินทรียที่สามารถ

ผลิตเอนไซมไลเปสไว  3 จําพวกใหญ ๆ คือ 

1.เชื้อรา  

เชื้อราถือวาเปนแหลงของเอนไซมไลเปสที่ดี  และถูกนํามาประยุกตใชในอุตสาหกรรม

โดยเฉพาะอุตสาหกรรมอาหาร เชน  Aspergillus niger สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดดีและเหมาะสม

ที่จะนําไปใชในอุตสาหกรรม   

Hatzinikolaou  และคณะ  (1996)  พบวา  Aspergillus niger  BTL  สามารถผลิตเอนไซม

ไลเปสไดเชนเดียวกับ  Aspergillus  niger  A116 นอกจากนี้ยังมีเชื้อราอีกหลายชนิด (species)  ที่

สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดเชน  Rhizopus  arrhizus NRRL2286, R. oryzae  ,  R. oligosporus  

,  R. delemar CDBB H313  ,  Penicillum citrinum  ,   P. roqueforti S–86, P. chrysogenum P. 

cyclopium , P. caseicolum , P. camembertii  ,   P. simplicissimum,  Fusarium solani  FS1,  

Hendersonula toruloidea typeA ATCC 64930,  Mucor hiemalis f.hiemalis al. , และ  Calvatia 

gigantea                   
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ภาพที่ 7 แสดงการเลี้ยงแบบ slide culture ของ Aspergillus  niger  ซึ่งแสดงใหเห็นโคนิเดียมสีดํายื่น   

              ออกไปรอบๆ   

              ที่มา http://www.bsru.ac.th/~sci/dept/biot/rubrong.doc, 2550 

 
2.ยีสต    

ยีสตเปนจุลินทรียอีกประเภทหนึ่ง  ที่มีผูศึกษาถึงคุณสมบัติในการผลิตเอนไซมไลเปส และ

ไดศึกษาการผลิตเอนไซมไลเปสจนถึงระดับการคา เนื่องจากยีสตที่ใชศึกษาไมกอใหเกิดโรค และใชใน

อุตสาหกรรมอาหารได  พบวายีสตที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส คือ Candida rugosa 

นอกจากนี้ยังมีรายงานวา  Yarrowia lipolytica  681  สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงกวา  Yarrowia 

lipolytica 179 ACP, Candida rugosa ATCC 14830 และ Candida utilis CDBBC245  ซึ่งจะขึ้นอยู

กับกระบวนการหมัก และสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซม เชน สวนประกอบของอาหาร

เลี้ยงเชื้อ อุณหภูมิ pH  และสารเหนี่ยวนํา (inducer)  เปนตน (มยุรี ,2548) 

 

10. งานวิจัยเกี่ยวกับเอนไซมไลเปส 

Aleksieva et al. (2002) พบวา การบําบัดทางชีววิทยาเปนการกําจัดน้ํามันดิบจากการ

ปนเปอนใหแตกตัวเปนอิมัลชั่น โดยการยอยสลายของจุลินทรีย เชน แบคทีเรีย ยีสต รา ซึ่งสามารถ

เจริญไดโดยใชน้ํามันดิบที่ปนเปอนเปนแหลงคารบอน 

Saisuburamaniyan et al. (2004) กลาววาวิธี colorimetric เปนวิธีที่งายและรวดเร็วในการ

หาคากิจกรรมเอนไซมไลเปสในดิน กรดไขมันอิสระจะควบคุมดวย cupric acetate pyridine reagent 

และวัดที่ความยาวคล่ืน 715 nM การวิเคราะหดวยวิธีนี้วองไวและใชในการคัดเลือกผลิตภัณฑจากไล

เปสจากดินที่ปนเปอนน้ํามัน 

Ghanem et al. (2000) รายงานวากลุมของ Bacillus alcalophilus สามารถผลิตไลเปสและ

จากการศึกษาพบวาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิมีผลตอคากิจกรรมเอนไซมไลเปสโดยอุณหภูมิสูง

ที่สุด คือ 6 ๐C ความเปนกรด-ดาง 10.6 ซึ่งอยูในชวงเบส 
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 Tano-Debrah et al. (2000) ไดทําการศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของไขมัน และน้ํามัน

ในน้ําเสีย ซึ่งไดรับการจัดการและควบคุมโดยเอนไซมตางๆ และจุลินทรียที่จะนํามาใชในกระบวน

บําบัดของน้ําเสีย ที่มีความเขมขนของไขมันและน้ํามันสูง สามารถคัดเลือกแบคทีเรีย  

15 ไอโซเลต จากตัวอยางน้ําเสียที่มีการปนเปอนน้ํามัน 

 Aleksieva et al. (2002) แบคทีเรียสามารถเจริญไดในอาหารที่มีอยูในน้ําเสียจากโรงงาน

น้ํามันมะกอก และจากการสํารวจแบคทีเรียกลุมนี้ สามารถผลิตปริมาณไลเปสไดจาก17 สายพันธุ ที่

ผลิตไลเปสสูง จะเจริญในอาหารแข็ง tributyrin สวนใหญเปน Bacillus sp. จากการสํารวจ พบวา

ความเปนกรด-ดาง ที่เหมาะสมในคากิจกรรมไลเปสเริ่มแรก คือความเปนกรด-ดาง 6 ในอาหารเหลว

สามารถมีผลิตภัณฑอื่นอีกมากมาย ที่สามารถใชเปนแหลงคารบอนแทนtributyrin เชน triolein 

trimyristin trilaurintricaprin tricaprylin tributyrin Tween 80 น้ําเสียจากโรงงานน้ํามันมะกอก กลูโคส 

และหางนม อาหารที่มี 20 % ของหางนมรวมกับ 2 % triolein มีคากิจกรรมไลเปสสูงขึ้นโดยการเพาะลี้

ยง Bacillus sp. ที่ความเปนกรด-ดาง 6 และอุณหภูมิ 30 ๐C นาน 64 ชั่วโมง ผลที่ไดคือ Bacillus sp. 

สามารถผลิตไลเปสนอกเซลล15 U/ml และภายในเซลล168 U/ml 

Fadil et al. (2003) พบวา น้ําเสียจากโรงงานน้ํามันมะกอกมีไขมัน และน้ําตาลสามารถใชเปน

แหลงอาหารที่มีประโยชนของจุลินทรียเพื่อใชในการผลิตไลเปส  

D’Annibale et al. (2006) ศึกษาการแยกราที่สามารถผลิตไลเปสในน้ําเสียจากโรงงานน้ํามัน

มะกอกโดยวัดคากิจกรรมไลเปสนอกเซลล 

Lanciotti R et al. (2005) ใช Yarrowia lipolytica เปนสายพันธุ ที่ไดจากการบําบัดน้ําเสีย

จากโรงงานน้ํามันมะกอก และสามารถผลิตเอนไซมไลเปสในน้ําเสียจากโรงงานน้ํามันมะกอกได ถึงแม

จะมีการศึกษาวากลุมจุลินทรียใชน้ําเสียจากโรงงานน้ํามันมะกอกเปนแหลงอาหารสําหรับการผลิตไล

เปส แตยังไมมีการคนพบวาแบคทีเรียสายพันธุใดในน้ําเสียจากโรงงานน้ํามันมะกอก ที่สามารถใช

กิจกรรม lypolytic ในตอนนี้เราไดเริ่มทดลอง Bacillus sp. แบคทีเรียจากน้ําเสียโรงงานน้ํามันมะกอกที่

ใหคากิจกรรมไลเปสสูง 

Lanciotti et al. (2005) จากรายงานในหองปฏิบัติการพบวา Bacillus sp. ที่มีอยูมากมายใน

สิ่งแวดลอม สามารถผลิตไลเปสได ในการศึกษานี้ไดทําการสํารวจสารอาหารที่กระตุนในการผลิตไล

เปส  

Kim et al. (2000) พบวา กลุมไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus pumilus จากดิน มียีนสของ  

ไลเปสที่เหมือนกับ E.coli และมีคุณสมบัติของลําดับโปรตีน และคุณสมบัติทางชีวเคมีเหมือนกัน  



 

 

41

Ghanem et al. (2000) รายงานวากลุมของ Bacillus alcalophilus สามารถผลิตไลเปสและ

จากการศึกษาพบวา ความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมิมีผลตอคากิจกรรมไลเปสโดยอุณหภูมิสูงที่สุด 

คือ 6 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดาง 10.6  

Castro-Ochoa et al. (2005) แยก Bacillus thermoleovorans จากบอน้ําพุรอนและได

ทําการศึกษาสภาวะของ ความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ การชะลาง ที่เหมาะสมในการผลิตไลเปส  

Chen et al. (2004) แยก Bacillus sp. จากสายการผลิตนมผง และศึกษากิจกรรม  

ไลเปส รวมไปถึงความแตกตางของสารตั้งตนที่อาจมีผลตอคากิจกรรมไลเปส  

 ณกัญภัทรและทรัพยทวี (1998) ไลเปสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายน้ํามันและ

ไขมันไดผลิตภัณฑเปนกรดไขมันอิสระ และกลีเซอรอล นอกจากนี้ ไลเปสยังเรงปฏิกิริยา ทรานสเอ

สเทอริฟเคชั่น ซึ่งเปนปฏิกิริยาผันกลับในระบบที่มีน้ํานอย หรือระบบที่มีสารอินทรียเปนตัวทําละลาย 

เอนไซมนี้ถูกสกัดไดจากพืช สัตว และจุลินทรีย (เชื้อรา ยีสต และ แบคทีเรีย) อยางไรก็ตาม จุลินทรีย

เปนแหลงเอนไซมไลเปสที่สําคัญ เนื่องจากผลิตงาย การเก็บเกี่ยวและการทําใหไลเปสบริสุทธิ์ ดวย

คุณสมบัติที่มีความคงทนตอคาความเปนกรด - ดาง อุณหภูมิสูง และมีความจําเพาะตอสารตั้งตน

หลายชนิด จึงมีการนําเอนไซมชนิดนี้ไปใชในอุตสาหกรรมหลายชนิด ไดแก อุตสาหกรรมยาฆาแมลง 

น้ํายาซักลาง เชื้อเพลิงชีวภาพ อาหาร เครื่องสําอาง และ ยา 

 

การเกบ็รักษาเชื้อจลุินทรีย (สมบูรณ, 2539) 

 การเก็บรกัษาเชื้อจุลนิทรียนั้นแตกตางกนัตั้งแตงาย ๆ จนถึงกรรมวิธีที่ยุงยากตองใชเครื่อง มือ

ราคาแพง รวมทั้งสิ้นเปลืองคาใชจายและแรงงาน ประสิทธิภาพของวิธีการเก็บเชื้อก็แตกตางกันไป 

ดังนั้นการที่จะเลือกใชวิธีใดในการเกบ็รักษาเชื้อนัน้ควรคํานึงถึงปจจยัตาง ๆ ใหเหมาะสมสอดคลองกับ

จุดประสงคในการใชเชื้อจุลินทรีย 

 

 ปจจัยที่นํามาใชพิจารณาในการเลือกวิธกีารเก็บรกัษาเชื้อ  
 1. คงสภาพการมีชวีิต (maintenance of viability)  

 วิธีการตาง ๆ มีผลตอการมีชีวิตอยูรอดของจุลินทรยี ซึ่งจะตายไปในระหวางกระบวนการเก็บ

เชื้อ (preservation process) และในชวงการเก็บ (storage) ดังนั้นควรเลือกใชวิธีที่ทําใหจุลินทรยีตาย

ในระหวางกระบวนการนอยที่สุด และตายในชวงการเก็บนอยที่สุดดวย รวมทั้งสามารถเก็บ

เชื้อจุลนิทรียไวไดยาวนาน 
 
 2. การเปลี่ยนแปลงของจํานวนประชากร (population change through selection)  
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 ควรเลือกวิธีที่ทําใหจุลินทรียที่มชีีวิต (viable cell) เหลอือยูจํานวนมากใกลเคียงกับจํานวน

จุลินทรยีที่มชีีวิตในตอนเริ่มตน เพื่อขจัดปญหาการเปลี่ยนแปลงลักษณะ (characteristics) บาง อยาง

ของจุลินทรียในระหวางกระบวนการ เพื่อคงความอยูรอดของจุลินทรีย  
 
 3. การเปลี่ยนแปลงทางพันธกุรรม (genetic change)  

 วิธีการเก็บรกัษาเชื้อไมควรทําใหเกดิการผาเหลา (mutation) หรือการสูญหายของ plasmids 

ไปจากเซลลแบคทีเรีย ซึ่งจะทําใหลักษณะตาง ๆ ของแบคทีเรียสญูเสยีไปหรือมีลักษณะใหมเกิดขึ้นมา

สงผลตออุตสาหกรรมการผลิตสารตาง ๆ โดยเชื้อจุลินทรียนั้น ๆ รวมทั้งการศึกษาทางสรีรวิทยาของ

เชื้อดวย 

 4. ความบรสิุทธ (purity)  

ตองเลือกใชวิธีการเก็บรักษาเชื้อไวใหอยูในสภาพบริสุทธิ ์ (pure)     ไมมีปญหาเกี่ยวกับการ

ปนเปอนของเชื้ออื่น ๆ จากภายนอก 
 
 5. คาใชจาย (expens)  

 ควรคํานึงถึงคาใชจายทั้งในดานแรงงาน เครื่องมือ วัสด ุสถานทีเ่ก็บรักษาเชื้อ พลังงานที่ใชใน

กระบวนการเก็บเชื้อและเวลาที่เชื้อเกบ็ไวไดนานแคใด ตัวอยางเชน การเก็บเชื้อดวยวิธี freeze-drying 

ตองใชเครื่องมือราคาแพง แตเปนวิธีที่ประหยัดแรงงาน สามารถเก็บเชื้อไวไดนาน ๆ โดยไมตอง

เสียเวลาทําการเลีย้งเชื้อใหม 
 
 6. จํานวนเชื้อท่ีตองเก็บรกัษา (number of cultures)  

 ควรเลือกวิธีการทีเ่หมาะสมกับจํานวนสายพนัธุที่ตองการเก็บรักษา และพื้นทีท่ี่ใชในการเก็บ 

(storage) เชน บางวิธีเหมาะสมในเก็บรักษาสายพนัธุที่มีจํานวนนอย แตหากตองการเก็บเชื้อ

หลากหลายสายพันธุมากขึน้กจ็ะสิ้นเปลืองแรงงานและตองใชพืน้ทีใ่นการเก็บ (storage) มากขึ้น เปน

ตน 
 
 7. ความสาํคัญของเชื้อท่ีตองการเก็บรกัษา (value of cultures)  

 ความสําคัญของสายพันธุเปนปจจัยที่ตองคํานึงเปนอยางยิ่ง ในการเลือกวิธกีารเกบ็รักษาสาย

พันธุที่มีความสําคญัมาก ๆ จะตองเลือกใชวิธกีารที่สามารถรักษาจุลินทรยีใหมีชีวิตรอดและคง

ลักษณะตาง ๆ ไวได แตหากเปนสายพนัธุธรรมดาทัว่ไป ที่ไมสําคัญนั้นปจจยัที่ควรคํานึงถึงก็คือ 

คาใชจายและแรงงานที่ตองใชในการเก็บรักษา 
 
 8. การขนสงเชื้อไปยังผูใช (supply and transportation of cultures)  
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 ในกรณีที่ตองสงเชื้อจุลินทรยีไปยังสถานที่ตาง ๆ นั้น จําเปนตองเก็บแตละสายพนัธุไว   หลาย 

ๆ ซํ้าเปนจํานวนมาก ตองมีพื้นที่ในการเก็บไว (storage) กอนแจกจาย จึงตองเลือกวิธีการทีเ่หมาะสม 

เพื่อสะดวกในการเก็บรักษาในการขนสงทางไปรษณยี ซึ่งอาจตองใชเวลาหลายวัน และจะตองปฏิบตัิ

ตามกฏระเบียบของไปรษณียในการสงเชื้อเขาประเทศหรอืทองถิ่นแตละแหง 
 
 9. ความถี่ในการนําเชื้อมาใชประโยชน (frequency of use of cultures)  

 จุลินทรยีบางสายพนัธุทีใ่ชใน bioassay หรืออุตสาหกรรมการผลิตสารตาง ๆ ซึ่งตองใช    บอย 

ๆ นั้นควรเลือกวิธีการเก็บรกัษาที่ไมทําให stock culture เกิดการปนเปอนและนํามาใชไดเลยไมมี

วิธีการเก็บรกัษาเชื้อวิธีใดที่บรรลุจุดประสงคทัง้ 9 ขอได ดงันั้นการเลือกใชจึงตองคํานึงถงึความสมดุลย

ของผลประโยชนที่จะไดรับรวมทั้งผลเสยีจากวิธนีั้นดวย 

 

วิธีตาง ๆ ท่ีใชในการเกบ็รักษาเชื้อ (Kirsop และคณะ, 1984; Robert และคณะ, 1995) 
 1. Subculture  

 เปนการยายเชื้อจุลนิทรียไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่หมาะสมซึ่งบรรจใุนหลอด หรือขวด 

หลอดหนึ่งใชเปน seed stock อีกหลอดใชเปน working culture นําไปบมที่อุณหภูมทิี่เหมาะสม เมื่อ

เชื้อเจริญแลวจึงนําไปเก็บไว สามารถเก็บไวที่อุณหภูมิหองได หรืออาจเกบ็ไวในตูเย็นอณุหภูมิ 10oC 

แตตองทําการยายเชื้อเสมอ ๆ เพื่อปองกันเชื้อตายไปหมด ความถี่หางในการยายเชื้อมากนอยแคไหน

ขึ้นกับชนิดของเชื้อ โดยทั่วไปตองเปลี่ยนอาหารเลีย้งเชื้อทกุ ๆ 3 เดือน  
 
 2. Drying  

 เปนวิธกีารเก็บจุลินทรียไวบนตัวกลางที่แหง และปองกันการดูดซับนํ้าเขาไปอีกในระหวางการ

เก็บ เหมาะกับการเก็บรกัษาเชื้อรา ยีสต ซึ่งทนทานตอความแหงหรือมีคา aw ตํ่ากวาแบคทเีรีย แตก็มี

แบคทีเรยีหลายสกุล สามารถเกบ็รักษาไดโดยวิธ ีdrying ซึ่งใชตัวกลางแตกตางกนั 

 1. เกบ็บนทรายหรือดินหรือ kieselguhr หรือซิลิกาเจล โดยการหยด suspension ของเชื้อ

คลุกเคลากับตัวกลางที่ปลอดเชื้อซึ่งบรรจุในขวดทีป่องกันความชื้นได แบคทเีรียสามารถมชีีวิตรอดและ

คงสภาพเดิมไวไดหลายป 

 2. เกบ็บนแถบกระดาษหรือแผนกระดาษ (paper strips or paper discs) โดยหยด 

suspension ของเชื้อบนแถบกระดาษกรองหรือแผนกระดาษกรองปลอดเชื้อนําไปทําใหแหง แลวเก็บ

ไวในซองพลาสติค หรือ aluminium foil ที่ปลอดเชื้อและปดสนิท 
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 3. เก็บบน predried plug โดยบรรจุวัสดเุชน peptone, แปงหรือ dextran ในหลอดเล็ก ๆ แลว

หยด suspension ของเชื้อลงไป จากนัน้จึงนําไปทําใหแหงและดูดอากาศออก เพื่อใหเชื้ออยูใน

สูญญากาศ เหมาะสําหรบัเชื้อที่เปราะบางไมทนทานตอกระบวนการเก็บแบบ freeze-drying  

 4. เก็บบนแผนเจลลาตนิ (gelatin discs) นําเชื้อจุลินทรยีมาผสมกับ gelatin medium ซึ่งมี

สวนผสมอ่ืน ๆ อีกขึ้นกับสปซี่ส จากนัน้จึงหยดบนจานปลอดเชื้อแลวทําใหแหงหรือนําไปทํา freeze-

dried เก็บหยดเจลาตนินีใ้นขวดที่ม ี silica gel เพื่อดูดซับความชืน้ วิธีการนี้เกบ็แบคทเีรียไวไดนาน

หลาย ๆ ป 
 
 3. Freeze-drying  

 เปนกระบวนการดงึนํ้าออกจากตัวอยางแชแข็ง (frozen sample) โดยการระเหิดโดยการผสม

แบคทีเรยีลงในอาหารที่เหมาะสม แลวนําไปทําใหเย็นจัดจนเปนนํ้าแข็ง จากนัน้จึงดึงนํ้าออกจาก

ตัวอยางในสญูญกาศ นํ้าที่ระเหิดออกมาจะถูกดูดซับดวย phosphorous pentoxide หรือถูกเก็บไวที ่

condenser ของเครื่องทําความเยน็ ตัวอยางที่ทําใหแหงแลวจะถูกทําใหอยูในสภาพสูญญากาศหรือมี 

inert gas แลวใชไฟเชื่อมหลอดแกว (vials หรือ ampoules) ใหปดสนทิ 

 ในการทํา freeze-drying นั้นควรมีการทดลองหาสภาพที่เหมาะสมกับจุลินทรียแตละสปซี่ส 

เชน ควรนําแบคทเีรียมาจาก growth phase ชวงใด อุณหภูมิใดที่ควรใชในการบมเชื้อกอนนํามาเกบ็

รักษา สวนประกอบของ suspending medium ที่เหมาะสม อุณหภูมิและเวลาทีเ่หมาะในขณะทํา 

freezing ความชื้นควรคงเหลืออยูเทาใด เหลานีเ้ปนปจจยัที่มีผลตอการมีชีวิตอยูรอดและคงคณุสมบัติ

ไวไดยาวนานของเชื้อ 
 
 4. Freezing  

 เปนวิธกีารที่ลดคา aw หรือ available water โดยการทําใหนํ้ากลายเปนนํ้าแข็ง จากนั้นจึงนํา

เซลลจุลินทรยีที่ถกูดึงนํ้าออกนี ้เก็บไวที่อุณหภูมิตํ่าเชนที ่-20OC, -30OC, -40OC, -70OC, -140OC,     -

196OC แตที ่ -70OC นิยมใชกบัจุลนิทรียหลายชนิดทัง้เชื้อรา แบคทเีรีย มัยโคพลาสมา โปรโตซัว ไวรัส 

มีวิธีการเก็บดังนี ้

      4.1 เก็บบนเม็ด glass bead ที่ -70OC  

 โดยการผสมแบคทเีรียใน glycerol suspending medium แลวนําไปคลุกเคลากบั glass 

bead จากนั้นจงึเกบ็ไวที ่ -70OC เปนวิธีการที่งายแตก็มขีอเสียคือตองใชเครื่องมือที่มีราคาแพง และ

สิ้นเปลืองพลังงานในการผลิตความเย็นที ่-70OC หรือในกรณีที่กระแสไฟขัดของทําใหสญูเสียสภาพ    -

70OC ก็จะมีผลตอการมีชีวิตอยูรอดของเชื้อ ในกรณีที่ตองใชเชื้อในการศึกษาบอย ๆ นั้น ไมสามารถนํา
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เชื้อมาใชไดเลยตองนํามา subculture กอน นอกจากนี้ยังไมสามารถแจกจายหรือบริการเชื้อทาง

ไปรษณียได 

      4.2 เก็บในไนโตรเจนเหลว 

 ที่อุณหภูม ิ-196OC เปนวิธทีี่ใชกนัอยางกวางขวางในการเก็บรักษา แบคทีเรยี เชื้อรา        โปร

โตซัว สาหราย ไวรัส ยีสต bacteriophage, mammalian cell, tissue culture โดยการผสมสิ่งเหลานี้

ใน cryoprotectants ที่เหมาะสมซึ่งบรรจุในหลอดแกวเล็ก ๆ จากนั้นจึงนําลงไปแชในถังบรรจุ

ไนโตรเจนเหลว 

 
การหาลําดับเบสดเีอ็นอของจุลินทรีย 

 เปนการพิสูจนความแตกตางของเสนดเีอ็นเอโดยตรง โดยการเปรียบเทยีบการเรียงตัวของเบส

ทั้งสี่ชนดิทีเ่ปนสวนประกอบของดเีอ็นเอ โดยผลการทดลองที่ไดจากหองปฏิบัติการหลายๆ แหง

สามารถนํามาเปรียบเทียบกันไดโดยตรง นอกจากนี้ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของจีโนมสิ่งมชีีวิต  หลาย 

ๆ ชนิด สามารถคนหาไดจากเอกสารตีพิมพผลงานวจิยัในวารสารตาง ๆ หรือจาก nucleotide 

database ซึ่งเปนฐานขอมูลคอมพิวเตอรที่เกบ็รวบรวมทุกลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมีผูรายงานไว เชน 

GenBank (National Center for Biotechnology Information, USA), EMBL (European Molecular 

Biology Laboratory) และ DDBJ (DNA Database of Japan) (Takamatsu, 1998) การใชเทคนิค 

DNA sequence analysis ไดถูกนํามาใชในการจําแนกพันธุ รวมทั้งการศึกษาความสัมพนัธทาง

พันธุกรรมของจุลนิทรียหลาย ๆ ชนิด ซึ่งเปนการศึกษาในระดับดเีอ็นเอโดยตรง นาที่จะใหผลการ

ตรวจสอบที่ใกลเคียงกบัความเปนจริงมากที่สุด 

 

ความสําคัญของจุลินทรียในการกําจัดขยะและน้ําเสีย 
 

 จุลินทรียโดยเฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรีย มีความสําคัญมากในกระบวนการบําบัดขยะและน้ําเสยี 

หลักการที่สําคัญคือการใชแบคทีเรียไปยอยสลายสารอินทรียที่มีอยูในขยะและน้ําเสีย ปฏิกิริยาชีวเคมี

ของแบคทีเรียในการยอยสลายสารอินทรียนั้นมีสองชนิดคือ แบบใชออกซิเจนและแบบไมใชออกซิเจน 

เนื่องจากสารอินทรียในขยะและน้ําเสียมีหลายชนิด ซึ่งมีองคประกอบใหญเปนคารบอน ออกซิเจน 

ไฮโดรเจน ไนโตรเจน และซัลเฟอร นิยมเขียนสัญลักษณ COHNS แทนสารอินทรียในขยะและน้ําเสีย 

(เสริมพล และไชยยุทธ, 2524) 
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 ในปฏิกิริยาแบบใชออกซิเจน  Aerobic bacteria จะเปนตัวการทําลายสารอินทรียเพื่อใหได

พลังงานดังสมการ 

 

COHNS + O2 + Bacteria                        CO2 + H2O + NH3 + Energy 

 

พลังงานที่ไดจะถูกนํามาใชสรางเซลลใหมดังสมการ 

 

     COHNS + O2 + Bacteria + Energy                        C5H7O2N (new bacteria) 

 

 ดังนั้นออกซิเจนจะตองมีเพียงพอสําหรับในปฏิกิริยาแบบนี้ COHNS ที่ถูกเผาผลาญเพื่อ

พลังงาน จะมีประมาณ 70% ของ COHNS ทั้งหมด ถาไมมีออกซิเจน Anaerobic bacteria และ 

Facultative Bacteria จะเจริญเติบโต สวน  Aerobic bacteria จะตายหมด ในปฏิกิริยาแบบไมใช

ออกซิเจน COHNS จะถูกทําลายดังสมการ 

 

    COHNS + Bacteria                         H2O + CH4 + N2 + H2S + CO2 + Energy 

 

 
ปจจัยที่มีผลตอการเจริญของจุลินทรีย 
 

จุลินทรียจะเจริญไดดีเมื่อเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีอาหารที่เหมาะสม ซึ่งจะแตกตางกันใน    

จุลินทรียแตละชนิด โดยทั่วไปปจจัยที่มีผลตอการเจริญของจุลินทรีย ไดแก แหลงพลังงาน แหลง

คารบอน แหลงไนโตรเจน แรธาตุ วิตามิน ความเปนกรดดางของอาหาร อุณหภูมิ และออกซิเจนใน

กรณีของจุลินทรียที่ตองการอากาศ (Moat และ Foster, 1995) 

แหลงคารบอน 

 แหลงคารบอนที่เปนองคประกอบที่มีความสําคัญในการสังเคราะหเซลลและพลังงานของ

จุลินทรีย โดยทั่วไปจุลินทรียที่เจริญในสภาวะที่ไมมีอากาศจะใชแหลงคารบอนประมาณ 10 เปอรเซ็นต

ในการสังเคราะหเซลล สวนจุลินทรียที่เจริญในสภาวะที่มีอากาศ จะใชแหลงคารบอนประมาณ 50 – 

55 เปอรเซ็นต ในการสังเคราะหเซลล (Bosze และคณะ 1995) นอกจากชนิดของแหลงคารบอนแลว 

ปริมาณของแหลงคารบอนก็มีผลตอการเจริญของเซลลโดยตรง การเลือกชนิดของแหลงคารบอนและ

การใชแหลงคารบอนในปริมาณที่เหมาะสมกับการเจริญของจุลินทรียเปนสิ่งสําคัญในกระบวนการ

หมักเพื่อผลิตเซลล (Stanbury และคณะ, 1995) 
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ตารางท่ี 5  ชนิดและหนาที่ของแบคทเีรียที่นิยมใชในการยอยสลายสารอินทรีย 

 

ที่มา : อําพล (2546) 

แบคทีเรีย หนาที่ในการทํางาน 

Aeromonas aerogenes ภายใตสภาวะที่มีอากาศ จะออกซิไดซคารโบไฮเดรตและกรด

อินทรียสายสั้นๆ  ใหเปนสารประกอบอินทรียคารโบไฮเดรต  

และน้ําแทน 

Bacillus subtilis สามารถ ออก ซิ ไดซ คาร โบ ไฮ เ ดรต  ก รดอิน ท รี ย  และ

สารประกอบอื่นๆ เชน ไขมัน น้ํามัน โปรตีน และแปง โดย

สามารถทํางานไดดีในการยอยสลายตะกอน เนื่องจาก

สามารถหลั่ งเอนไซมออกมานอกเซลล เพื่ อยอยสลาย

สารอินทรียโมเลกุลใหญใหเปนโมเลกุลเล็ก อีกทั้งยังสามารถ

ทนตอสภาพแวดลอมที่กนบอไดในขณะที่กําลังเจริญเติบโต 

Cellulomonas biazolea เปลี่ยนเซลลูโลสใหเปนคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําได 

Enterobacter sp. เจริญเติบโตไดดีทั้งที่ไมมีออกซิเจนและสภาพที่มีอากาศ โดย

ภายใตสภาพที่มีออกซิเจนจะออกซิไดซสารประกอบคารโบไฮ 

เดรตที่มีองคประกอบงายๆ ใหเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํา 

กลายเปนแหลงคารบอนไดออกไซดของพืชน้ํา แตในสภาพที่มี

ออกซิเจนต่ําๆจะเกิดการหมักของสารประกอบคารบอนทําให

เกิดกรดอินทรีย   

Nitrosamines sp. ออกซิไดซแอมโมเนีย–ไนโตรเจนใหเปนไนไทรต–ไนโตรเจน ซึ่ง

ตองการออกซิเจนในปริมาณที่เพียงพอ การเจริญเติบโตยัง

ตองอาศัยสารประกอบอินทรียของคารบอนที่ละลายน้ํา แต

กระบวนการทํางานจะถูกจํากัดเมื่อมีสารประกอบอินทรีย

มากกวา 20 ppm  

Nitrobacter winogradskyi ออกซิไดซไนไทรต–ไนโตรเจน ใหเปนไนเทรต โดยขบวนการ

ทํางานจะถูกยับยั้งโดยปริมาณแอมโมเนีย 

Pseudomonas 

denitrificans  

ลดระดับไนไทรต–ไนโตรเจน ในสภาพที่ไมมีอากาศ หนาที่

หลักคือ ออกซิไดซสารประกอบอินทรียที่ละลายน้ําได 
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  แหลงคารบอนที่ใชในกระบวนการหมักระดับหองปฏิบัติการ ตองคํานึงถึงความเปนไปไดใน

การพัฒนาไปเปนระดับนํารองและระดับอุตสาหกรรมดวย ดังนั้นราคาของวัตถุดิบที่ใชจึงเปนปจจัย

สําคัญที่ตองมีการพิจารณาใหเหมาะสม กระบวนการหมักโดยทั่วไปนิยมใชคารโบไฮเดรตเปนแหลง

คารบอน เชน แปงจากธัญพืชชนิดตางๆ แปงขาวโพด แปงมันฝรั่ง และแปงมันสําปะหลัง หรืออาจใช

ขาวโพดหรือเมล็ดธัญพืชที่บดเปนชิ้นเล็กๆ (Stanbury และคณะ, 1995) ในปจจุบันวัตถุดิบที่ไดรับ

ความสนใจและมีการศึกษาเพื่อนํามาใชเปนแหลงคารบอนในการเลี้ยงเชื้อหมักเปนวัสดุเหลือทิ้งจาก

การเกษตรและของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมอาหาร (Akidumila และ Glatz, 1998) เชน รําขาว 

กากน้ําตาล เวย น้ําแชขาวโพด (Stanbury และคณะ, 1995) การนําเอาวัตถุดิบเหลานี้มาใชนอกจาก

จะเปนการเพิ่มมูลคาของวัตถุดิบในรูปของผลผลิตที่ไดแลวยังสามารถลดปญหาการจัดการของเสีย

เหลานี้ไดอีกดวย (Akidumila และ Glatz, 1998) 

 การศึกษาจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปส สวนใหญจะเนนผลผลิตในรูปของเอนไซมมากกวา

ผลผลิตที่เปนตัวเซลล แหลงคารบอนที่ใชในสูตรอาหารจึงเปนแหลงที่สงเสริมใหมีการผลิตเอนไซมได

สูง ไดแกน้ํามัน แหลงไขมันที่ไดจากพืชและสัตวตางๆ เชน น้ํามันถั่วเหลือง (Shabtia และ Daya – 

Mishne, 1992; Kojima และคณะ, 1994) น้ํามันมะกอก (Del Rio และ คณะ, 1990; Sugihara และ

คณะ, 1991; Benjamin และ Pandey, 1996) ไขมันสัตว (Bendnarski และคณะ, 1993) อยางไรก็

ตามแหลงคารบอนที่ เหมาะสมในการผลิตเอนไซมนี้อาจเปนแหลงคารบอนที่ เหมาะสมหรือไม

เหมาะสมกับการเจริญของเซลลก็ได 

 ในการศึกษานี้ตองการหาแหลงคารบอนที่สงเสริมใหเชื้อมีการเจริญเติบโตไดสูงสุด รวมทัง้เปน

แหลงวัตถุดิบที่มีราคาถูกและหาไดงายในประเทศ มาทดแทนแหลงคารบอนที่มีราคาสูง พบวา รําขาว 

กากน้ําตาลและแปงมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบที่หาไดงายโดยทั่วไป เนื่องจากประเทศไทยมีการผลิต

ขาวในปริมาณถึง 17.2 – 21.3 ลานตัน (งามชื่น, 2537) รําขาวซึ่งเปนผลพลอยไดจากกระบวนการสี

ขาวนั้นจะมีปริมาณถึง 9.33 เปอรเซ็นตของปริมาณขาวทั้งหมด (Tomus, 1989) กากน้ําตาลเปนวัสดุที่

เกิดจากกระบวนการผลิตน้ําตาล ซึ่งในแตละปปริมาณกากน้ําตาลมากกวา 1.6 – 2.4 ลานตัน 

(สํานักงานคณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย, 2534 – 2536) สวนแปงมันสําปะหลังเปนผลิตที่แปร

รูปมาจากมันสําปะหลังซึ่งเปนสินคาทางการเกษตรที่สามารถผลิตไดมากจนเปนสินคาสงออกอีกอยาง

หนึ่งของประเทศ (ศานิต, 2540) ดังนั้นจึงเลือกกากน้ําตาลมาใชในการศึกษาเพราะหางายในทองถิ่น 

รานคาการเกษตรและยังมีราคาถูกอีกดวย 

แหลงไนโตรเจน 

 ไนโตรเจนเปนธาตุที่มีความสําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย เพราะจุลินทรียจะใชไนโตรเจนใน

การสังเคราะหโปรตีนและกรดนิวคลีอิก ถาอาหารเลี้ยงเชื้อมีไนโตรเจนไมเพียงพอจะทําใหจุลินทรียไม
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สามารถสังเคราะหเซลลได (ธีระ, 2539) จุลินทรียแตละชนิดมีความสามารถในการใชไนโตรเจนได

แตกตางกันออกไป บางชนิดสามารถเจริญไดดีในอาหารที่มีไนโตรเจนในรูปของสารอนินทรีย บางชนิด

เจริญไดดีในอาหารที่มีไนโตรเจนในรูปของสารอินทรีย ดังนั้นการเลือกใชแหลงไนโตรเจนจะตองเลือก

ใหเหมาะสมกับชนิดของจุลินทรียนั้นๆ (Boze และคณะ, 1995; Stanbury และคณะ, 1995) 

 โดยทั่วไปแลวจุลินทรียเกือบทุกชนิดจะตองเจริญในอาหารที่มีอินทรียไนโตรเจนไดดีกวา อนิ

นทรียไนโตรเจน อินทรียไนโตรเจนที่ใชอาจเปนโปรตีน ยูเรีย เปปโตน ทริปโตน สารสกัดจากเนื้อ และ

กรดอะมิโนบางชนิด (Stanbury และคณะ 1995) แตอินทรียไนโตรเจนเหลานี้จะมีขอจํากัดในแงของ

ราคาที่คอนขางสูง (ยกเวนยูเรีย) การนําไนโตรเจนนี้มาใชในการผลิตอุตสาหกรรมจึงเปนไปไดยาก 

(Parekh และคณะ, 1999) และเมื่อเปรียบเทียบราคาอินทรียไนโตรเจนกับอนินทรียไนโตรเจนแลว

พบวาอนินทรียไนโตรเจนจะมีราคาถูกกวามาก (ตารางที่ 6) ดังนั้นการใชอนินทรียไนโตรเจนในระดับ

อุตสาหกรรมจึงมีความเปนไปไดมากกวาการใชอินทรียไนโตรเจน 

 

ตารางท่ี 6 ราคาของอินทรียและอนินทรียไนโตรเจน (สํารวจราคาในระหวางป 2543 – 2544) 

ชนิดของไนโตรเจน ปริมาณ (กรัม) ราคา (บาท) 

แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 

แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) 

ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4 )2HPO4) 

โซเดียมไนเตรต (NaNO3) 

เปปโตน (peptone) 

สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) 

500 

500 

500 

500 

500 

500 

280 

320 

560 

350 

1,600 

2,300 

 

 การใชอนินทรียไนโตรเจนในการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียนั้น พบวา เกลือแอมโมเนียมเปนอนินทรียไนโตรเจนที่

ใชกันอยางแพรหลาย  เนื่องจากมีจุลินทรียหลายชนิดที่สามารถใชเกลือแอมโมเนียมในการเจริญไดดี 

โดยเกลือแอมโมเนียมที่ใชสวนใหญมักอยูในรูปของแอมโมเนียมซัลเฟตซึ่งเปนเกลือแอมโมเนียมที่มี

ราคาถูกที่สุด นอกจากนี้สารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซดหรือแกสแอมโมเนียมที่ใชในการปรับคาพี

เอชในกระบวนการหมักก็สามารถใชเปนแหลงไนโตรเจนสําหรับการเจริญของจุลินทรียไดดวย สวนไน

เตรตในรูปของโซเดียมไนเตรตหรือแอมโมเนียมไนเตรตก็สามารถใชเปนแหลงไนโตรเจนในการลี้ยง

จุลินทรียไดเชนกัน (Solomons, 1969) นอกจาก อนินทรียไนโตรเจนแลววัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร

หรือวัสดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมบางประเภทสามารถที่จะนํามาใชเปนแหลงไนโตรเจนในการเลี้ยง
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เชื้อได เชน น้ําแชขาวโพด (corn steep liquor) กากถั่วเหลือง กากถั่วลิสง เปนตน (Stanbury และ

คณะ, 1995) 

พีเอช 

 พีเอชมีผลโดยตรงตออัตราการเจริญและระบบเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย โดยอัตราการเจริญ

ของจุลินทรียจะคอยๆ ลดลงเมื่อพีเอชสูงหรือต่ํากวาพีเอชที่เหมาะสม จุลินทรียแตละชนิดจะมีชวงของ

พีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญแตกตางกัน บางชนิดเจริญไดดีในสภาวะที่มีพีเอชต่ําประมาณ 2 – 5 

(acidophile) บางชนิดเจริญไดดีที่พีเอชเปนเบสประมาณ 9 – 11(alkalophile) แตโดยทั่วไปแลว

จุลินทรียสวนมากจะเจริญไดดีที่สุดที่พีเอชอยูในระดับกลางๆ (neutralophile) หรือพีเอชประมาณ 7.0 

(Moat และ Foster, 1995) ดังนั้นการที่จะใหเชื้อมีอัตราการเจริญไดสูงและคงที่จําเปนตองมีการ

ควบคุมพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อใหอยูในชวงที่เหมาะสม 

 วิธีการควบคุมพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถทําไดโดยการเติมสารประกอบบางอยางลงไป

เพื่อทําหนาที่เปนบัฟเฟอร อาหารเลี้ยงเชื้อหลายชนิดนิยมใชแคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) เปน

บัฟเฟอร แคลเซียมคารบอเนตจะทําหนาที่ควบคุมพีเอชโดยจะแตกตัวเมื่อพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ

ลดลงหรือดางเชน กรดซัลฟุริก (H2SO3) หรือโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เติมลงไปภายหลัง อยางไรก็

ตามสวนประกอบบางอยางในอาหารเชนฟอสเฟต (PO4¯
3) ก็มีสมบัติเปนบัฟเฟอรควบคุมพีเอชได 

นอกจากนี้การใชแหลงคารบอนและไนโตรเจนในอัตราสวนที่สมดุลกันก็จะชวยควบคุมพีเอชของ

อาหารเลี้ยงเชื้อไดดวย (สมใจ, 2537) 

อุณหภูมิ 

 อุณหภูมิเปนปจจัยแวดลอมที่มีผลตอการเจริญและการเกิดกิจกรรมของเซลล โดยเซลลจะมีอุณหภูมิ

เทากับอุณหภูมิของการเพาะเลี้ยงอยางไมอาจหลีกเลี่ยงได อุณหภูมิจะมีผลตอปฏิกิริยาเคมีที่เกิดขึ้นภายในเซลล

โดยอุณหภูมิที่สูงขึ้นจะเรงอัตราการเกิดปฏิกิริยาเคมีในเซลลเพิ่มขึ้น แตเมื่ออุณหภูมิสูงเกินไปจะทําใหเอนไซม หรือ

โปรตีนภายในเซลลเสียสภาพการทํางานได ดังนั้นอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรยีจงึเปนอณุหภมูทิีเ่รง

ใหเกิดปฏิกิริยาเคมีในเซลลไดสูงสุดโดยไมทําใหโปรตีนหรือเอนไซมเสียคุณสมบัติไป อุณหภูมิที่เหมาะสมในการ

เจริญของ        จุลินทรียแตละชนิดจะแตกตางกันออกไป บางชนิดเจริญไดดีในอุณหภูมิต่ํากวา 20 องศา เซลเซียส 

(psychrophiles) บางชนิดเจริญไดในชวงอุณหภูมิปานกลางประมาณ 25 – 45 องศา เซลเซียส (mesophiles) และบาง

ชนิดเจริญไดดีในชวงอุณหภูมิที่สูงกวา 50 องศาเซลเซียส   (thermophiles) (Daniel, 1995) ดังนั้นการควบคุมอุณหภูมิ

ระหวางการเพาะเลี้ยงใหอยูในระดับที่เหมาะสมกับชนิดของจุลินทรียจึงเปนสิ่งสําคัญ 

ออกซิเจน 

 ออกซิเจนมีความสําคัญสําหรับการเจริญของเชื้อที่ตองการออกซิเจนในการเจริญ (aerobic 

microorganisms) ออกซิเจนจะเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายในกระบวนการหายใจ (respiratory 
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chain) การเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่มีการใหออกซิเจนเอยางเพียงพอเชื้อจะมีการเจริญไดดี เนื่องจาก

สภาวะที่มีการใหอากาศจุลินทรียสามารถยอยสลายอาหารและสรางพลังงานไดสูง ทําใหมีพลังงาน

เพียงตอการนําไปสรางสารชีวโมเลกุลที่เปนองคประกอบของเซลลไดอยางเพียงพอ (สาโรจนและประ

วิทย, 2538) นอกจากนี้ความตองการออกซิเจนของจุลินทรียยังขึ้นอยูกับสวนประกอบของอาหารเลี้ยง

เชื้อดวย ถาใชแหลงคารบอนที่จุลินทรียสามารถเมตาบอไลตไดงายรวดเร็วความเขมขนสูงจะทําให

จุลินทรียเจริญไดอยางรวดเร็ว และมีความตองการของออกซิเจนสูงจนอาจเกินความสามารถในการให

อาหารของถังหมักได จุลินทรียแทบทุกชนิดสามารถนําออกซิเจนไปใชไดก็ตอเมื่อออกซิเจนอยูในรูป

ของเหลว จึงเปรียบเทียบไดกับสารอาหารอ่ืนที่ละลายอยูในอาหาร เชน กลูโคส กรดอะมิโน  และเกลือ

แรตางๆ แตออกซิเจนจะแตกตางจากอาหารอื่นในสวนขอจํากัดในการละลาย โดยออกซิเจนสามารถ

ละลายน้ําไดในปริมาณที่จํากัดกวาสารอาหารอ่ืน ดังนั้นการใหอากาศอยางตอเนื่องจึงเปนสิ่งจําเปนใน

กระบวนการหมักที่ตองการอากาศ (Daniel และคณะ, 1979) 

 การเลี้ยงเชื้อในระดับหองปฏิบัติการนิยมใชเครื่องเขยา (shaker) ในการใหอากาศการเขยานี้

จะทําใหเกิดการถายเทของออกซิเจนจากอากาศที่อยูชองวางระหวางอาหารกับจุกสําลีที่ปดฟลาสกลง

สูอาหารเหลว (Solomons, 1969) เครื่องเขยามีอยู 2 แบบ คือ เครื่องเขยาที่มีใหอากาศโดยการ

เคลื่อนที่กลับไปกลับมาตามแนวราบ (reciprocal shaker) และเครื่องเขยาที่มีการใหอากาศโดยการ

หมุนเปนวง (rotary shaker) อัตราการสงผานออกซิเจนโดยเครื่องเขยาแบบกลับไปกลับมาตาม

แนวราบจะสูงกวาการเขยาแบบหมุนเปนวง แตการเขยาแบบหมุนเปนวงจะมีโอกาสที่อาหารจะหกหรอื

เปอนจุกสําลีไดนอยกวาทําใหปลอดภัยจากการปนเปอนไดดีกวา สวนการเลี้ยงเชื้อในระดับนํารองและ

ระดับอุตสาหกรรมจะมีการใหออกซิเจนโดยติดตั้งระบบใหอากาศและเครื่องกวนในถังหมัก แตก็มีถัง

หมักบางชนิดที่ออกแบบใหมีระบบใหอากาศที่ดีพอโดยไมจําเปนตองใหเครื่องกวน (Daniel และคณะ, 

1979; Stanbury และคณะ, 1995) การใหอากาศและการกวนนอกจากจะเปนการเติมออกซิเจนให

เพียงพอกับความตองการในการเกิดกิจกรรมของ      จุลินทรียแลวยังเปนการรักษาการกระจายตัวของ

เซลลใหแขวนลอยอยูในอาหารอยางสม่ําเสมออีกดวย (Daniel และคณะ, 1979) 

 

อาหารและกรรมวิธีการปอนอาหารใหจุลินทรีย 

 แหลงอาหารที่สําคัญของจุลินทรีย  ไดแก  คารบอน, ไนโตรเจน, ฟอสฟอรัส, วิตามิน และธาตุ

อาหารอ่ืนๆ 

  1. แหลงคารบอน 

กากน้ําตาล จะถูกใชเปนแหลงคารบอน ในระยะแรกของการเลี้ยงจุลินทรียไดกากน้ําตาลจาก

หัวบีท (sugar beet)  ตอมาจึงมีการนํากากน้ําตาลจากออยมาใช ซึ่งกากน้ําตาลจากออยมี  ไบโอตินอ



 

 

52

ยูในปริมาณที่มากพอ โดยไมตองเติมกากน้ําตาลที่ไดจากหัวบีทเขาไปอีก (Rose และ Hsrrison, 

1970) นอกจากนี้กากน้ําตาลยังใหธาตุอาหารอื่นๆ ที่จําเปนตอการเจริญเติบโตดวย เพราะมีวิตามิน 

biotin, calcium pentothenate, inositol, thiamin, pyridoxine, riboflavin และ folic acid (Imrite, 

1969) แตอยางไรก็ตามกากน้ําตาลก็มีขอเสียอยูบาง เพราะมักมีสารที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต

ของจุลิน ทรียปะป นมาดวย  เชน  sulferdioxide, hydroxymethyl furfural, potassium 

imidodisulphonate, fatty acids และธาตุโลหะหนัก เชน ทองแดง สังกะสี (ปราโมทย, 2520; Rose 

และ Harrison, 1971) นอกจากนี้ความเขมขนของน้ําตาลมีผลตอปริมาณการผลิตของเซลลจุลินทรียที่

จะได (บุหลันและคณะ, 2519) 

การใชคารบอน (carbon assimilation) มีความสัมพันธโดยตรงกับการใชน้ําตาล โดยที่น้ําตาล

โมเลกุลเดี่ยวสามารถจะซึมผานเขาตัวเซลลไดงาย สําหรับน้ําตาลโมเลกุลคู เชน น้ําตาลซูโครส จะถูก

ยอย (hydrolyze) โดยเอนไซมอินเวอรเทส ที่บริเวณ periplasmic spore กอนที่จะถูกนําเขาในตัวเซลล

จุลินทรีย สวนน้ําตาลแล็กโทสจะไมสามารถนําเอาไปใชไดเลย และน้ําตาลมอลโทสอาจถูกนําไปใชได

โดยการซึมผานแบบธรรมดาและแบบ active transport ปริมาณน้ําตาลที่ใชไมควรมากเกินไป 

เนื่องจากจะไปสงผลทําใหจุลินทรียผลิตแอลกอฮอลเพิ่มขึ้น ซึ่งเปนสิ่งที่ไมตองการใหเกิดขึ้นใน

กระบวนการผลิต (Tirmazi และคณะ, 1973) 

ในการใชกลูโคสในสภาพ aerobic นั้นจะถูกใชโดยผาน glycolytic pathway (TCA cycle) 

ประมาณ 94 เปอรเซ็นตของกลูโคสทั้งหมดและที่เหลือโดย pentose phosphate pathway อีก 6 

เปอรเซ็นต  การใชคารบอนของจุลินทรียขึ้นกับแหลงคารบอนที่ใชเปน substrate  จุลินทรียจะมี

ความสามารถในการเปลี่ยนน้ําตาลใหอยูในรูปที่สามารถจะนําไปใชประโยชนได แตทั้งนี้ก็ยอมมีผลตอ

การเจริญเติบโตและระยะเวลาที่ตองการในการเปลี่ยนแปลงดวย โดยปกติการใชน้ําตาลซูโครสจะไมมี

ปญหาเพราะจะ hydrolyzed ได น้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลฟรุกโตส ซึ่งจะสามารถซึมผานเขาตัวเซลล

ไดเลย (Peppler, 1960; phaff, 1968; Chen และ Chiger, 1985) 
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ตารางท่ี 7 สวนประกอบของกากน้ําตาลในประเทศไทย 

สารประกอบ รอยละ 

น้ํา 

น้ําตาลซูโครส 

น้ําตาลอินเวิรท 

น้ําตาลทั้งหมด 

เถา 

สารอินทรีย 

ไนโตรเจน 

ฟอสฟอรัส 

โพแทสเซยีม 

แคลเซยีม 

เหล็ก 

ทองแดง 

โซเดียม 

17-25 

30-40 

10-20 

50-60 

7-15 

10-20 

0.86 

0.18 

3.0 

0.5 

0.045 

0.045 

0.38 

ที่มา : พัทรา (2520) 

      
2. แหลงไนโตรเจน 

 จุลินทรียจะใชแอมโมเนียเปนแหลงไนโตรเจน โดยปริมาณแอมโมเนียจะถูกเปลี่ยนไปเปนเซลล 

ซึ่งขึ้นกับปริมาณไนโตรเจนในสารอาหาร และสภาวะการเลี้ยง สวนประกอบของไนโตรเจนในเซลลอาจ

เปลี่ยนแปลงในชวงรอยละ 5-10 ของน้ําหนักแหง ซึ่งจะมีผลตอคุณสมบัติของ              จุลินทรีย  

อัตราสวนระหวางเซลลไนโตรเจนและคารโบไฮเดรต จะมีความสําคัญในการเตรียม        จุลินทรียผง 

นอกจากนี้จุลินทรียยังใชโมโนแอมโมเนียมฟอสเฟต ไดแอมโมเนียมฟอสเฟต แอมโมเนียมคารบอเนต 

แอมโมเนียมไบคารบอเนต และยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนของจุลินทรียหลายชนิดไดดี (Rose และ 

Harrison, 1971) Menzinsky (1950) รายงานวา กากน้ําตาลมีปริมาณน้ําตาลต่ําและมีปริมาณ

ไนโตรเจนที่เปนสารอินทรียสูงจะใหผลผลิตดีกวากากน้ําตาลที่มีปริมาณน้ําตาลสูง และมีปริมาณ

ไนโตรเจนต่ํา (Prescott และ Dunn, 1959) สําหรับกากน้ําตาลจากหัวบีทและออยมีปริมาณไนโตรเจน

ไมเพียงพอตอความตองการของจุลินทรียที่จะใชในการเจริญเติบโต จึงตองมีการเติมไนโตรเจนลงไปใน

รูปเกลือแอมโมเนียม เชน แอมโมเนียมซัลเฟต หรือ ฟอสเฟต (Reed และ Peppler, 1973) นอกจากไน
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โตนเจนจะเปนแหลงอาหารแลว ธาตุนี้ยังมีความสําคัญตอความสามารถในการขยายตัวและความ

คงทนในการเก็บรักษากากน้ําตาลจากออยอีกดวย 

 สําหรับทางการคานิยมเติมไนโตรเจนในรูป aqueous ammonia, anhydrous ammonia, 

ammonium salt และยูเรีย โดยจะตองพิจารณาในเรื่องราคา การใชประโยชนของยีสตและผลตอการ

ควบคุมความเปนกรด-ดาง ประกอบกับสวนพวกไนเตรตและไนไตรท เชื้อจุลินทรียจะมีสามารถใชได

ในการเขาสูเซลลของ ammonium ions ของจุลินทรียนั้นจะเขาสูเซลลโดย K+-carrier system และจะ

แตกตัวเปน glutamate และ glutamine กอนที่จะรวมกันเขากับ amino acid และ nucleotides ตัว

อื่นๆ สวน ammonium hydroxide และยูเรียจะเขาสูเซลลโดยผานแบบธรรมดา แลวถูก hydrolyzed 

โดย enzyme urea aminolyase ใหกลายเปน ammonia และ CO2 

 3. แหลงฟอสเฟต 

 ฟอสเฟต สามารถใชไดในรูปแคลเซียมซูเปอรฟอสเฟต แอมโมเนียมฟอสเฟต  หรือกรด

ฟอสฟอริก ขึ้นอยูกับความยากงายของการจัดหา ความบริสุทธิ์ของสารที่ใช และความสะดวกในการ

นํามาใช (Rose และ Harrison, 1970) เซลลจุลินทรียจะดูดซึมสารโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตได

ดีกวา ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Rose และ Harrison, 1971; Rosen, 1968) รายงานวา ฟอสเฟต

เปนแรธาตุอาหารที่สําคัญ และอาจจะเติมในรูปไดแอมโมเนียมฟอสเฟต แคลเซียมแอซิกฟอสเฟต กรด

ฟอสฟอริก หรือรูปอื่นๆ   นอกจากนี้บางประเทศใชซูเปอรฟอสเฟต ซึ่งราคาถูกแตเนื่องจากซูเปอร

ฟอสเฟตมีฟลูออไรดอยูจํานวนหนึ่งซึ่งเปนพิษตอจุลินทรีย  จึงมักนิยมใชไดโซเดียมฟอสเฟตแทน 

(Rosen, 1968)  มีรายงานวา กากน้ําตาลแทบทุกชนิดขาดไนโตรเจน และฟอสเฟต ซึ่งฟอสเฟตที่มีสวน

ใหญอยูในรูปสารอนินทรีย  แตบางสวนจะรวมอยูในสารอินทรียทําใหจุลินทรียไมสามารถนําไปใชได 

(White, 1954) ดังนั้น ในทางอุตสาหกรรมทางการคาจึงมักเติมลงไปในรูปแอมโมเนียมฟอสเฟต  อัล

คาไลนฟอสเฟต โพแทสเซียมฟอสเฟต และโซเดียมฟอสเฟต นอกจากนี้รายงานยังกลาวถึงปริมาณ

ฟอสเฟตที่จุลินทรียตองการยังขึ้นกับปริมาณไนโตรเจนดวย จุลินทรียที่มีไนโตรเจนสูงจะตองการ

ฟอสเฟตมากขึ้นดวย (Reed และ Peppler, 1973) ปริมาณฟอสเฟต (P2O2) ในเซลลจะอยูในชวงรอย

ละ  1.4-5.0  ของน้ําหนักแหง และในจุลินทรียที่พบสวนใหญจะอยูในชวงรอยละ  1.8-3.5  ฟอสฟอรัส

มีความจําเปนตอการเจริญเติบโตและการอยูรอดของเซลลจุลินทรีย เพราะมีสวนเกี่ยวของกับเมตาบอ

ลิซึมของเซลล และจะถูกนําเขาเซลลไดงายเมื่อมีแหลงพลังงาน เชน กลูโคส สารเมตาฟอสเฟตจะถูก

เก็บในเซลลในรูป phosphate energy ไดมากกวาในรูป polyphosphate   

  4. ธาตุอาหาร 

 ธาตุอาหารอ่ืนๆ ที่จะเปนตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ไดแก  โพแทสเซียม แคลเซียม และ

แมกนีเซียม (Rosen, 1968) สวนธาตุอาหารที่จําเปนในปริมาณนอยบางชนิด (minor element) ไดแก 



 

 

55

สังกะสี, เหล็กและทองแดง ซึ่งธาตุเหลานี้มักมีอยูแลวอยางเพียงพอในกากน้ําตาล ยกเวนแมกนีเซียม 

ซึ่งอาจเติมไปในรูปของ MgSO4  ในกากน้ําตาลเพื่อใหเพียงพอ (Reed และ Peppler, 1973) 

 โพแทสเซียมและโซเดียมอิออนของธาตุทั้งสองจะเขาสูเซลลโดยการ active transport ซึ่ง

จําเปนตอการเจริญเติบโตและกระบวนการหมักของจุลินทรีย หากในอาหารไมมีโพแทสเซียม       อิ

ออน เซลลจะไมสามารถดูดซึมฟอสเฟตได 

 แมกนีเซียม และแคลเซียมอิออนทั้งสองจะเขาสูเซลลดวยการ active transport โดยการใช 

ATP เชนเดียวกับการนําโพแทสเซียมอิออนเขาสู เซลล และยังขึ้นกับปริมาณออกซิเจนดวย 

ความสําคัญของแมกนีเซียมอิออนมีความจําเปนตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียและ cellular 

activities ซึ่งจะทําหนาที่เปน enzyme activator ในขณะที่แคลเซียมอิออนมีความจําเปนตอการเจริญ

นอยกวา 

  ซัลเฟอรมักถูกใชอยูรูปของซัลเฟต และนําเขาสูเซลลโดยการ active transport ซึ่งจะผานเขา

ในเซลลไดมาก ถามีกลูโคสในอาหารเพียงพอ นอกจากนี้จะยังสามารถใชซัลไฟด, ไทโอซัลเฟต, เมทไท

โอนิน และกลูคาไทออนแทนไดเชนกัน 

 สําหรับ trace element นั้นทําหนาที่เปน catalyst หรือ activators ซึ่งขึ้นอยูกับระบบ เอนไซม

และวิตามิน แรธาตุที่มี 2 ประจุ เชน Ba2+, Au2+, Mg2+, Sr2+, Ni2, Co2+, Fe2+, และ Cu2+สามารถซึม

ผานเขาสูผิวเซลลไดอยางรวดเร็วโดยการรวมตัวเขากับหมูฟอสเฟตและคารบอกซิลที่ผิวเซลล (Chen 

และ Chiger, 1985) 

5. แหลงวิตามิน 

 โดยทั่วไปจุลินทรียตองการวิตามินสําหรับการเจริญเติบโต(growth substance) ซึ่งมี biotin, 

pantothenic acid และ inositol (Henry, 1976) ในกากน้ําตาลมีสารเหลานี้อยูบางโดยเฉพาะ

กากน้ําตาลออยมีอยูมาก (Rosen, 1968) ตอมาพบวา thiamin ทําใหผลผลิตจุลินทรียลดลง ปริมาณ 

growth substance ที่ตองการภายใตสภาวะที่มีอากาศอยางเพียงพอจะเปน 0.25 กรัม ไบโอติน 12 

กรัม pantothenic acid และ 300 กรัม insitol ตอกรัมของจุลินทรียแหง เนื่องจากปริมาณสารอาหารที่

ใหโดยเฉพาะคารบอนและไนโตรเจนมีผลตอองคประกอบของจุลินทรียที่จะเปนผลตอคุณสมบัติของ

จุลินทรียเพื่อจะใหไดจุลินทรียที่มีคุณสมบัติตามตองการ จึงมีความจําเปนที่จะตองรักษาอัตราสวน

ระหวางกากน้ําตาล ฟอสเฟต และไนโตรเจนที่ปอนใหถูกตอง (Matsuda, 1961; Burrows, 1970) 

 ไบโอตินถูกนําเขาสูเซลลของจุลินทรียโดยการ carrier transport system และขึ้นกับสภาวะ

การเจริญเติบโตของยีสต การใหอากาศปริมาณที่มากขึ้นจะทําใหความตองการไบโอตินลดลงและถามี

ยูเรียเพียงพอความตองการไบโอตินก็จะลดลงเชนกัน นอกจากนี้ยังพบวา สามารถใช biocytin, 

biotine-D-sulfoxide และ D-biotin methyl ester แทนไบโอตินได 
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การออกแบบและสรางถังหมักผลิตหัวเชื้อจุลินทรีย 
 

การหมัก เปนเทคโนโลยีแหงการนําจุลินทรียมาใชประโยชน เปนศาสตรแหงการประมวลเอา

วิชาความรูในแขนงตางๆ มาพัฒนาในการใชประโยชนจากจุลินทรีย เรียกวา “เทคโนโลยีชีวภาพ” 

(Biotechnology)  ถังปฏิกรณชีวภาพหรือถังหมัก (fermenter) เปนสิ่งสําคัญที่จะทําใหสภาวะการหมัก 

(condition) นั้นเกิดขึ้นโดยสมบูรณ ทําใหไดจุลินทรียหรือผลิตผลจาก  จุลินทรียนั้นเปนไปตามความ

ตองการและตอบสนองทั้งในเชิงเศรษฐศาสตร, เชิงปริมาณและเชิงคุณภาพ นั่นก็คือจากกระบวนการ

หมักสุดทายแลวจะไดผลิตผล (product or output) ที่มีคุณภาพ ไมมีสิ่งอื่นใดเจือปน ไดปริมาณมาก

และตนทุนต่ํา, คุมคา นําไปประยุกตใชกับการเกษตรและสิ่งแวดลอมไดดี โดยที่เกษตรกรหรือบุคคล

ทั่วไปสามารถปฏิบัติงานไดเอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 8 สภาวะการหมักจุลินทรีย 

ที่มา : มาลินี อัศวดิษฐเลิศ หนวยบริหารจัดการความรู 

          ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ : ไบโอเทค (ระบบออนไลน) 

 

 การออกแบบถังหมักที่ดีนั้นตองใชความรูในดานตางๆ หลายสาขาวิชา คือ จุลชีววิทยา 

ชีววิทยา ชีวเคมี พันธุศาสตร รวมถึงศาสตรอื่น เชน วิศวกรรมศาสตร เกษตรศาสตร แพทยศาสตร  

คอมพิวเตอรและเศรษฐศาสตร  เปนตน เพื่อนําสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กนี้มาประยุกตใหเกิดประโยชนตอ

มนุษย  โดยครอบคลุมตั้งแตเทคโนโลยีที่ใชในการเกษตรกรรม จนถึงการผลิตยารักษาโรค เริ่มตั้งแต
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เทคโนโลยีคอนขางงาย เชน การทําน้ําปลา ซีอิ๊ว แหนม จนถึงเทคโนโลยีที่อาศัยกระบวนการหลาย

ขั้นตอน เชน การออกแบบและใชความรูทางวิศวกรรมเพื่อสรางผลิตภัณฑใหมๆ ที่มีคุณสมบัติพิเศษ

ตามที่ตองการที่ไมอาจผลิตไดตามธรรมชาติ แมวาในปจจุบันจะมีการออกแบบถังหมักกันหลาย

รูปแบบ แตก็มีเพียงไมกี่แบบเทานั้นที่ประยุกตใชไดดี นอกจากนี้ราคายังคอนขางสูงมากหากเทียบกับ

การที่เกษตรกรหรือบุคคลทั่วไปตองการนําไปประยุกตใชประโยชน ระบบการทํางานยังซับซอน การ

ซอมบํารุงเองทําไดยาก รวมถึงปริมาณการผลิตตอคร้ังตอหนวยยังไมมากพอที่จะตอบสนองทั้งในเชิง

เศรษฐศาสตร, เชิงปริมาณและเชิงคุณภาพ     

การออกแบบถังหมักมีหลายรูปแบบ แตมีเพียงไมกี่แบบที่ใชไดดีกับกระบวนการหมักที่

ตองการอากาศในระดับอุตสาหกรรม แบบถังหมักที่นิยมใชกันมากที่สุด ไดแก ถังหมักรูปทรงกระบอก

ตั้งที่มีใบพัดสําหรับกวนผสมและมีทอใหอากาศทางดานลางใตใบพัด ตัวอยางถังหมักที่ประกอบดวย

ใบพัด 2 ชุด (ภาพที่ 9) ตัวอยางถังหมักที่ประกอบดวยใบพัด 3 ชุด (ภาพที่ 10)  

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

ภาพที่ 9 ถังหมักที่ประกอบดวยใบพัดชุดเดียว 

ที่มา : Stanbury and Whitaker, 1984 
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ภาพที่ 10 ถังหมักที่ประกอบดวยใบพัด 3 ชุด 

ที่มา : Stanbury and Whitaker, 1984 

 

หนาที่สําคัญของถังหมัก ไดแก การทําใหเกิดสภาพแวดลอมที่ควบคุมไดสําหรับการเจริญของ

จุลินทรีย เพื่อใหไดผลผลิตตามตองการ การออกแบบถังหมักเพื่อใชในกระบวนการหมักแตละชนิดอาจ

แตกตางกันไปบาง แตโดยทั่วไปจะตองมีสมบัติพื้นฐานดังนี้คือ 

1. มีความแข็งแรง ทนความรอนและความดันไดสูง 

2. มีระบบการใหอากาศ การกวนผสม และการควบคุมฟอง ที่ดี 

3. มีระบบควบคุมอุณหภูมิ และ pH 

4. มีที่เก็บตัวอยางจากถังหมักไดสะดวก โดยไมเกิดการปนเปอน 

5. มีการสูญเสียเนื่องจากการระเหยจากถังหมักไดนอย 

6. มีรูปแบบการควบคุมการทํางาน การเก็บเกี่ยวผลผลิต การทําความสะอาดและการ 

      บํารุงรักษางาย ใชแรงงานนอย 

7. ควรใชกับกระบวนการหมักไดหลายชนิด 

8. อยูในสภาพปลอดเชื้อในขณะใชงานไดเปนเวลานาน 

9. ทนตอการกัดกรอน และไมเปนพิษ 

10. ดานในของถังควรมีผิวเรียบ ตัวถังทําจากวัสดุราคาถูกที่สุด แตมีคุณภาพตามตองการ 
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การใหอากาศ     มีวัตถปุระสงคเพื่อใหจุลนิทรยีทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารเหลวไดรับออกซเิจนอยางเพยีงพอ  

สวนการกวน  มีวัตถุประสงคเพื่อใหจุลินทรียและสารอาหารภายในถังหมักกระจายตัวอยางสมํ่าเสมอ  การเลือกใช

ระบบการใหอากาศและการกวนแตละชนิดขึ้นอยูกับลักษณะเฉพาะของกระบวนการหมัก  ในกระบวนการหมักที่ใช

ของเหลวความหนืดตํ่าและมีปริมาณของแข็งทั้งหมดนอย   สามารถใชระบบใหอากาศเปนฟองเล็ก  ๆ (fine bubble 

aerator) ไดโดยไมจําเปนตองใชเครื่องกวน มีขอดีคือใชอุปกรณนอยกวาและประหยัดพลังงาน   ปกตินิยมใชกับถัง

หมักที่มีอัตราสวนความสูงตอเสนผาศูนยกลาง (H/D ratio) 5:1 เพราะการใหอากาศเพียงอยางเดียวก็ทําใหเกิดแรง

หมุนวนของนํ้ามากพอที่จะทําใหเกิดการกวนผสมไดเพียงพอ    อาหารที่มีความหนืดสูงจําเปนตองใชเครื่องกวนชวย 

แตเครื่องกวนคอนขางไมจําเปนสําหรับถังหมักที่ตองการเพาะเลี้ยงยีสตหรือจุลินทรียสําหรับบําบัดน้ําเสีย 

ระบบใหอากาศ  หมายถึงอุปกรณที่ทําหนาที่นําอากาศเขาสูของเหลวภายในถังหมัก   มีสวนประกอบ  ที่

สําคัญคือ  เครื่องสูบอากาศ เครื่องกรองอากาศและหัวจาย (air sparger) การออกแบบหัวจายอากาศเพื่อใหได

ฟองอากาศที่มีขนาดเริ่มตนตามความตองการนั้น  จําเปนตองทราบวาจะใชระบบใหอากาศเพียงอยางเดียวหรือใชกบั

เครื่องกวนหัวจายอากาศที่นิยมใชกันโดยทั่วไปมี 4 แบบ คือ porous sparger, orifice sparger, nozzle sparger และ 

combined sparger-agitator 

 

งานวิจัยที่เกี่ยวของ 

อัจฉราและคณะ (2546) ไดศึกษาการผลิตขยายเชื้อ Bacillus thuringiensis โดยใชปลาน้ํา 

(fish soluble extract) จากโรงงานผลิตปลากระปองและ dextrose ในถัง fermenter ขนาดจุ 500 ลิตร 

การทดลองใชปลาน้ํา และ dextrose เปนอาหารเลี้ยงเชื้อ Bacillus thuringiensis จํานวน 5 สูตร  

พบวา การใชเวลาในการเพิ่มปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 23.67, 25.33, 24.00, 25.00 และ 26.67 

ชั่วโมงตามลําดับ ระยะเวลาสรางสปอรและสารพิษ 28.67, 30.33, 29.00, 30.00 และ 32.67 ชั่วโมง

ตามลําดับ สปอรมีน้ําหนักแหง 3.41, 3.47, 4.25, 4.67 และ 4.18 กรัม/ลิตร ไดปริมาณสปอร 

23.89x106, 44.76 x106,30.54 x106 ,37.09 x106 และ31.83 x106 เซลล/มิลลิลิตร ไดทําการทดลอง

โดยเพิ่มเติม dextrose หลังจากปลูกเชื้อจากสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ปลาน้ํา/dextrose อัตรา 12/10 กรัม/

น้ํา 1 ลิตร ไมเติม dextrose, ปลาน้ํา/dextrose 12/10 กรัม/น้ํา 1 ลิตร เติม dextrose 1 ก.ก. 2 ครั้ง ที่ 

5 และ 7 ชั่วโมงหลังปลูกเชื้อ, ปลาน้ํา/dextrose 15/10 กรัม/น้ํา 1 ลิตร เติม dextrose อัตรา 1 ก.ก. 3 

ครั้ง ที่ 5, 7 และ 9 ชั่วโมง หลังปลูกเชื้อ, ปลาน้ํา/dextrose 15/10 กรัม/น้ํา 1 ลิตร เติม dextrose 5 ครั้ง 

ที่ 5, 7, 9, 11 และ 13 ชั่วโมงหลังปลูกเชื้อ ใชระยะเวลาเพิ่มปริมาณเซลลสูงสุด 23.33, 23.33, 24.00 

และ 27.66 ชั่วโมง ระยะเวลาที่ใชสรางสปอรและสารพิษ 29.33, 28.66, 31.00 และ 33.00 ชั่วโมง 

ตามลําดับ ใหผลผลิตสปอร 38.22 x 106, 44.76 x 106, 53.35 x 106 และ 66.63 x 106 เซลล/มิลลิลิตร 

ตามลําดับ ไดน้ําหนักแหงของผลผลิต 4.10, 4.24, 4.65 และ 4.93 กรัม/ลิตร ตามลําดับ  
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การทดลองเพื่อศึกษาการเลี้ยงเชื้อ Brucella abortus strain 1119-3 แบบกึ่งตอเนื่อง (semi-

continuous culture) โดยเลี้ยงเชื้อ Brucella abortus strain 1119-3 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 25 

ลิตรในถังเลี้ยงเชื้อขนาด 40 ลิตร เปนเวลา 48 ชั่วโมง เก็บเชื้อ 24 ลิตร เหลือเชื้อไวปริมาณ 1 ลิตร เติม

อาหารเลี้ยงเชื้อใหม 24 ลิตรเขาไปเลี้ยงเชื้อตออีก จนถึงชั่วโมงที่ 72 เก็บเชื้อ และเติมอาหารเลี้ยงเชื้อ

ใหมเชนเดิม เลี้ยงเชื้อตออีกจนถึงชั่วโมงที่ 96 เก็บเชื้อทั้งหมด ในระหวางการเลี้ยงเชื้อทําการเก็บ

ตัวอยางทุก 2 ชั่วโมง มาตรวจวัดความเขมขนของเชื้อเปนเปอรเซ็นต packed cell volume (% PCV) 

พบวาจะไดความเขมขนสูงสุดที่ 3.6 เปอรเซ็นต หลังการเลี้ยงเชื้อชั่วโมงที่ 38 ชั่วโมงที่ 72 และชั่วโมงที่ 

96  นําเชื้อจากการเก็บชั่วโมงที่ 48 ชั่วโมงที่ 72 และชั่วโมงที่ 96  และเชื้อจากการนําทั้งสามตัวอยาง

รวมกัน เตรียมเปนแอนติเจนชนิดโรสเบงกอล แอนติเจนชนิดทดสอบบนแผนกระจก และแอนติเจน

ชนิดทดสอบในหลอดแกว ทดสอบปฏิกิริยาการจับกลุม (agglutination) กับซีรั่มเปรียบเทียบกับ

แอนติเจนที่สํานักเทคโนโลยีชีวภัณฑสัตวผลิตโดยเลี้ยงเชื้อแบบคราวเดียว (batch culture) พบวา

คุณภาพของแอนติเจนที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อแบบคราวเดียวและกึ่งตอเนื่องเทาเทียมกัน 

สํานักเทคโนโลยีชีวภัณฑสัตว ผลิตแอนติเจนบรูเซลลาชนิดโรสเบงกอล แอนติเจนบรูเซลลา

ชนิดทดสอบบนแผนกระจก และแอนติเจนบรูเซลลาชนิดทดสอบในหลอดแกว ตามวิธีมาตรฐานของ 

Office International des Epizooties, OIE, (2000) สําหรับใชทดสอบกับซีรั่มโค กระบือ  เพื่อ

วินิจฉัยโรคแทงติดตอที่มีสาเหตุจากเชื้อ Brucella  abortus โดยการเลี้ยงเชื้อในถังหมักแบบคราวเดียว 

(batch culture) ซึ่งทําในระบบปดที่มีสารอาหารเริ่มตนปริมาณจํากัด เมื่อใสเชื้อที่ตองการเพาะเลี้ยง

ลงไปในระบบแลว จะไมมีการเติมสารอาหารใดๆ เพิ่มลงไปอีก (สมใจ, 2545) การผลิตแอนติเจนบรู

เซลลา ใชเวลาในการเตรียม seed สําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ 8 วัน และเลี้ยงเชื้อในถังนาน 48 ชั่วโมงตอชุด 

ซึ่งในการเลี้ยงแตละครั้งไดแอนติเจนปริมาณนอย ดังนั้นจึงตองเลี้ยงเชื้อหลายๆ ชุด เพื่อใหไดปริมาณ

แอนติเจนเพียงพอสําหรับการผลิต 1 ชุดบรรจุ และในการเลี้ยงแตละชุดจําเปนตองเตรียม seed ใหม 

และเตรียมถังเลี้ยงเชื้อใหปราศจากเชื้อ (sterile) ทุกครั้ง การทดลองนี้เปนการเลี้ยงเชื้อ Brucella 

abortus strain 1119-3 แบบกึ่งตอเนื่องซึ่งคลายการเลี้ยงเชื้อแบบ batch culture แตเมื่อความเขมขน

ของเชื้ออยูในระดับที่ตองการแลว เก็บเชื้อประมาณ 24/25 แลวเติมอาหารเลี้ยงเชื้อใหมีปริมาณเทา

เดิม โดยมีเชื้อปริมาณ 1/25 ที่เหลือเปนเชื้อเริ่มตน วิธีการนี้นิยมกับการศึกษาจุลินทรียโดยไม

จําเปนตองเตรียม seed และถังเลี้ยงเชื้อใหมทุกครั้งซึ่งเปนการประหยัดพลังงาน แรงงานและเวลา 

(อนันตและคณะ) 

การวิจัยเพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันดิบของกลุมจุลินทรียในถังหมัก

ระดับหองปฏิบัติการ และศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันดิบระหวางในระดับขวด

เขยากับในถังหมักขนาด 3 ลิตร โดยใชกลุมจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันดิบ และ
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สรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ รวม 4 ชนิดคือ Bacillus sp. B 3 – 1, Pseudomonas sp. C 1 – 2 , 

Yarrowia sp. D 2 – 1 และ Acinetobacter calcoaceticus TISTR 360 , ทําการทดลองในถังหมัก 

(Fermenter) รูปสี่เหลี่ยมขนาด 3 ลิตร โดยมีการศึกษาปจจัยแปรผันตาง ๆ ไดแก อัตราสวนของหัวเชื้อ 

คาความเปนกรด–ดางเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ อัตราการใหอากาศ และการเติมสารอาหารแกระบบ  

พบวา สภาวะที่ เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันดิบ (น้ํามันดิบ 0.5 เปอรเซ็นต ใชหัวเชื้อ 10 

เปอรเซ็นต โดยปริมาตรตอปริมาตร ในอาหาร BH broth 3 ลิตร ) ไดดีที่สุด คือ ที่สภาวะอัตราสวน

ระหวางแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดกับกลุมจุลินทรียที่ยอยสลายน้ํามันดิบได เทากับ 2 : 

1 ความเปนกรด–ดางเริ่มตน 8.0 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และอัตราการใหอากาศเทากับ 1.0 

v.v.m. (ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที) โดยที่การเติมสารอาหารอยางตอเนื่องจะมีประสิทธิภาพในการ

ยอยสลายน้ํามันดิบไดดีกวาเมื่อไมมีการเติมสารอาหาร เฉลี่ยเทากับ 97.91 เปอรเซ็นต และ 90.88 

เปอรเซ็นต ภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมง ตามลําดับ สวนประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดิบ

ระหวางในระดับถังหมักขนาด 3 ลิตร กับในระดับขวดเขยาที่สภาวะเดียวกัน ภายในระยะเวลา 7 วัน มี

ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (ภัทรา, ระบบออนไลน) 

 การศึกษาวิจัยการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโปรไบโอติกในถังหมักใหไดปริมาณมากและตนทุนต่ํา

เพื่อใชประโยชนในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตวนํ้า โดยใชเชื้อ Lactobacillus plantarum CR1T5 

ซึ่งมีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกแบคทีเรียที่ดีเนื่องจากสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียกอโรค

ในปลานิล (Aeromonas caviae, A. hydrophila และStreptococcus sp.) ที่ใชในการทดสอบได จึง

ทําการหาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อในระดับฟลาสกเขยา ซึ่งจากการทดลองพบวาเชื้อ

เจริญไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี pH 6.5 เมื่อมีการเขยาที่ความเร็ว 

50 รอบตอนาที เมื่อทําการแทนที่นํ้าตาลกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ดวยกากนํ้าตาล พบวาเชื้อ 

CR1T5 เจริญไดดีที่สุดใน MRS medium ที่มีกากนํ้าตาล 10 เปอรเซ็นต เมื่อทําการแทนที่ peptone 

และ meat extract ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ดวยนมผงพรองมันเนย พบวาเชื้อเจริญไดดีที่สุดเมื่อมีนม

ผงเปนองคประกอบอยูดวย 8 เปอรเซ็นต เมื่อนํา สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญที่ไดนี้ไปปรับใชกับ

การเลี้ยงเชื้อในถังหมัก พบวาเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่ง

ประกอบดวยนมสดพรองมันเนยที่เติม yeast extract ดวย 0.4 เปอรเซ็นต ปรับ pH 6.5 และอัตราการ

กวน 100 รอบตอนาทีเมื่อนําเชื้อมาทําเปนผงแหงพบวาเชื้อสามารถทนตอกระบวน lyophilization ไดดี 

เชื้อผงที่เก็บเปนเวลา 1 เดือนในตูเย็นยังคงอัตราการรอดชีวิตเทาเดิม แตถาเก็บที่อุณหภูมิหอง เชื้อตาย

ลงประมาณ 2 log number โดยยังคงเหลือเซลลที่รอดชีวิตอยูไมตํ่ากวา 107 เซลลตอมิลลิลิตรซึ่งมี

ปริมาณมากพอที่นําไปใชประโยชนได (อติภัทรและคณะ, 2547) 
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 การศึกษาแนวทางการสรางและออกแบบถังหมักกาชชีวภาพจากเศษอาหารสําหรับครัวเรือน

เพื่อสรางและออกแบบถังหมักกาชชีวภาพจากเศษอาหารในการผลิตกาซชีวภาพเพื่อเปนพลังงาน

ทดแทนกาซหุงตมที่ใชในปจจุบัน โดยไดสรางถังหมักกาซขนาด 60 ลิตร เสนผาศูนยกลาง 34.76 

เซนติเมตร สูง 52 เซนติเมตรโดยคํานึงถึงความเหมาะสมสําหรับชุมชน การประหยัดทางดานการลงทุน 

มีอายุการใชงานที่ยาวนาน บํารุงรักษางาย มีความปลอดภัยในการใชงาน และผูทําการหมักกาช

ชีวภาพจากขยะเศษอาหารนั้น หลังจากการปฏิบัติการตองไมเกิดการเจ็บปวย ดังนั้น ถังหมักกาช

ชีวภาพจากขยะเศษอาหารสําหรับชุมชนจะตองมีลักษณะและขนาดของถังวามีความเหมาะสมกับ

สภาพของชุมชน ระบบการนํากาชที่เกิดขึ้นมาใช ระบบการคลุกเคลาหรือการทําใหขยะเศษอาหารที่อยู

ในถังหมักมีการเกลี่ยใหทุกสวนมีการผสมเขากันได ความดันที่จะเกิดขึ้น ทอสงกาช กลิ่นที่เกิดขึ้นและ

ระบบการจัดเก็บกาชที่เกิดขึ้น และทําการทดสอบการหมักเศษอาหารโดยเริ่มตนจากน้ําเชื้อจากมูล

สุกร และใสเศษอาหารเขาไปในถังหมักวันละ 1 กิโลกรัมและวัดปริมาณกาชที่เกิดขึ้นในแตละวัน จาก

การศึกษาพบวาเศษอาหารในถังหมัก 1 กิโลกรัมสามารถผลิตกาชชีวภาพออกมาไดเฉลี่ย 5,800 

ลูกบาศก เซนติ เมตรและนํากาซที่ ไดไปตรวจสอบองคประกอบของกาชโดยใช เครื่อง Gas 

Chromatograph พบวากาชชีวภาพมีองคประกอบดังนี้ คือ กาชมีเทน (CH4) 42.76 เปอรเซ็นต, 

คารบอนไดออกไซด (CO2) 38.0 เปอรเซ็นต, ไนโตรเจน (N2) 19.2 เปอรเซ็นต และกาชอื่นๆ อีก 0.04 

เปอรเซ็นต ซึ่งสามารถนํากาชชีวภาพที่ไดนี้ไปใชเปนเชื้อเพลิงตอไปได (ชัยวิชิตและวัชรพล, 2549) 

 ศึกษาการหมักแอลกอฮอลจากกากน้ําตาลในขนาดถังหมัก 1,500 ลิตรแบบเพิ่มปริมาตรเปน

ทวีคูณ เริ่มตนจากความเขมขนของน้ําตาลอินเวิรตรอยละ 16 และยีสต Saccharomyces cerevisiae 

RSU No.10  จํานวนเซลลเทากับ 1.11x108 เซลลตอมิลลิลิตร ในขนาดเชื้อเทากับ รอยละ 10 พบวาได

แอลกอฮอลความเขมขนรอยละ 8.5 โดยปริมาตรในชั่วโมงที่ 12 ของการหมัก มีความสัมพันธกับการ

เพิ่มจํานวนสูงสุดของยีสตระดับ 109 เซลลตอมิลลิลิตร ผลการขยายสูการหมักขนาด 1,500 ลิตร 

แบบตอเนื่องสองถัง ไดแอลกอฮอลความเขมขนรอยละ 8.0 โดยปริมาตรในชั่วโมงการหมักที่ 8 มี

จํานวนเซลลเปนเทากับ 1.53x108 เซลลตอมิลลิลิตร อัตราผลผลิตเทากับ 7.9 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

ประสิทธิภาพการหมักเทากับรอยละ 78 โดยระบบยังคงมีความเสถียรมากกวาหนึ่งสัปดาห (ยุพกนิษฐ 

พวงวีระกุล, ระบบออนไลน) 

 การทําปุยหมักจากเศษขยะที่เปนสารอินทรียแบบไมใชอากาศ วัสดุที่ใชคือเศษอาหารผสมกับ

ฟางและขยะที่เปนสารอินทรีย (ไมรวมเศษอาหาร) ผสมกับตะกอนจากบอเกรอะที่คายทหารสุรนารี อ.

เมือง จ.นครราชสีมา ซึ่งในการทดลองครั้งนี้มีถังหมักทั้งหมด 8 ถัง แตละถังมีขนาด 1.0 x 0.5 x 0.5 

เมตร โดยถังหมัก 4 ถังใชสําหรับการหมักเศษอาหารผสมกับฟาง สวนอีก 4 ถังใชสําหรับการหมักขยะ

ที่เปนสารอินทรีย (ไมรวมเศษอาหาร) ผสมกับตะกอนจากบอเกรอะเศษขยะที่เปนสารอินทรียที่ไดจาก
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การคัดแยกขยะที่หลุมฝงกลบขยะของคายทหารสุรนารี อัตราการผสมระหวางเศษอาหารกับฟาง คือ 

1/0.4 โดยปริมาตร หรือคิดเปน 1/4.77 โดยนํ้าหนัก สวนอัตราการผสมระหวางสารอินทรียกับตะกอน

จากบอเกรอะ คือ 1/7.06 โดยปริมาตร หรือคิดเปน1/1.58 โดยนํ้าหนัก การทดลองนี้ทําการทดลอง

ทั้งหมด 4 ครั้ง คร้ังที่ 1 ใชเวลาหมักทั้งหมด 90 วัน สวนอีก 3 การทดลองใชเวลาทั้งหมด 100 วัน โดย

กําหนดใหอัตราสวนเริ่มตนของคารบอน/ไนโตรเจนอยูระหวาง 28-31/1 มีการวิเคราะหทางฟสิกส ทาง

เคมี และการวิเคราะหหาแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด (Total coliform bacteria) ตลอดการทดลอง 

สวนการสิ้นสุดการทดลองพิจารณาจากอุณหภูมิภายในถังหมักมีคาเทากับอุณหภูมิบรรยากาศ, 

อัตราสวนสุดทายของคารบอน/ไนโตรเจนอยูระหวาง 15-20/1, วัสดุในถังหมักมีสีดํา, ของแข็งระเหยมี

คาตํ่าและมีอัตราการตายของแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมด 99% จากการศึกษาวิจัยครั้งนี้พบวาเศษ

อาหารผสมกับฟางทําใหเกิดอุณหภูมิสูงสุดภายในถังหมักเทากับ 52-56 องศาเซลเซียส สวนขยะที่เปน

สารอินทรีย (ไมรวมเศษอาหาร) ผสมกับตะกอนจากบอเกรอะทําใหเกิดอุณหภูมิสูงสุดภายในถังหมัก

เทากับ 55-60    องศาเซลเซียส อัตราสวนสุดทายของคารบอน/ไนโตรเจนอยูระหวาง 14-19/1 อัตรา

การตายของแบคทีเรียโคลิฟอรมทั้งหมดมีคา 99.98 เปอรเซ็นต สําหรับเศษอาหารผสมกับฟาง และ 

99.99เปอรเซ็นต สําหรับขยะที่เปนสารอินทรีย (ไมรวมเศษอาหาร) ผสมกับตะกอนจากบอเกรอะซึ่ง

เปนภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการทําปุยหมักและเปนวิธีที่ประหยัดและปลอดภัยตอสิ่งแวดลอม (สุด

ธิดา, 2545) 

 การผลิตแอลฟา-อะไมเลสโดย Bacillus subtilis TISTR 25 ในระดับขวดเขยาและถังหมกั

แบบไมตอเนื่องขนาด 5 ลิตร สูตรอาหารทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซมระดับขวดเขยาประกอบดวย

แหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมคือ แปงมันสําปะหลัง 0.5 เปอรเซ็นต     และกากถั่วเหลืองที่

ยอยดวยกรดซัลฟูริกที่มีปริมาณไนโตรเจน 0.05 เปอรเซ็นต KH[subscript2]PO[subscript4] 0.3 

เปอรเซ็นต(w/v), MgSO[subscript4]7H[subscript2]O 0.02 เปอรเซ็นต(w/v) และ CaC1 

[subscript2]2H[subscript2]O 0.017 เปอรเซ็นต(w/v) ภาวะที่เหมาะสมของการเลี้ยงเชื้อคือ คาความ

เปนกรด-ดางเทากับ 7.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส อัตราการเขยา 250 rpm การผลิตเอนไซมในถัง

หมักแบบไมตอเนื่อง 5 ลิตร มีสูตรอาหารเหมือนกับการเลี้ยงในระดับขวดเขยา โดยมีภาวะควบคุม

เพิ่มเตมิคือปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากบั 1.0 (v/v) และอัตราการใหอากาศ 1.0 vvm การกรองดวยวิธีอัล

ตราฟวเตรชัน่และตกตะกอนดวนแอมโมเนียซัลเฟตทําใหเอนไซมบริสุทธิเ์พิ่มขึ้น 3.5 เทา เอนไซมที่ไดมี

คาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิทีเ่หมาะสมเทากบั 7.0 และ 60 องศาเซลเซียส เมื่อบมเอนไซมที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ใน 0.2 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0 แอคติวิตีของเอนไซมจะลดลง

ครึ่งหนึ่งที่เวลา 35 นาที และ 60 นาที เมื่อไมมีการเติม และเติมแคลเซียมคลอไรด 5 mM ตามลําดับ 

คา Km และ Vmax ของการยอยแปงมันฝรั่งที่ละลายน้ําไดเทากบั 0.64 mg/ml และ 2.78 x 
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10[superscript -2] nmol/min เอนไซมผงและเอนไซมเหลวสามารถเกบ็รักษาที่อณุหภูมิ -20 และ 4 

องศาเซลเซียส โดยสญูเสยีแอคติวิตเีพียงเล็กนอยเมื่อเกบ็เปนระยะเวลา 8 เดือน Bacillus subtilis 

TISTR 25 สามารถผลิตแอลคาไลนโปรตีเอสไดในปริมาณสูงเมื่อเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยใช

สูตรอาหารที่ประกอบดวย ภาวะทีเ่หมาะสมสําหรบัการหมักในการผลิตแอลคาไลนโปรตเีอสคือ ใช

ปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 0.5เปอรเซน็ต(v/v) อัตราการใหอากาศเทากับ 1vvm อัตราเร็วในการกวน

เทากับ 250 rpm อุณหภูมิในการเลี้ยงเทากับ 37 องศาเซลเซียส pH เริ่มตนของการเลีย้งเชื้อเทากับ 

7.0 เชื้อสามารถผลิตเอนไซมไดสูงสุด 174.82 ยูนิต/กรัมน้ําหนักเซลลแหง ในชั่วโมงที่ 84 

Pseudomonas aeruginosa สามารถผลิตไลเปสไดเมื่อเลี้ยงในถังหมกัขนาด 5 ลิตรโดยใชสูตรอาหาร

ที่ประกอบดวย (NH[subscript4])[subscript2]SO[subscript4] 0.13เปอรเซ็นต (w/v), Fructose 2 

เปอรเซ็นต (w/v), K[subscript2]HPO[subscript4] 0.09 เปอรเซ็นต (w/v) 

KH[subscript2]PO[subscript4] 0.06 เปอรเซ็นต (w/v), MgSO[subscript4].7H[subscript2]O 

0.02 เปอรเซ็นต (w/v) และ Yeast extract 0.01 เปอรเซ็นต (w/v) ในปริมาตรทั้งสิน้ 4 ลิตร ภาวะที่

เหมาะสมสําหรบัการหมักในการผลิตไลเปสคือ ใชปริมาณเชื้อเริ่มตนเทากับ 0.5 เปอรเซ็นต (v/v) อัตรา

การใหอากาศเทากับ 1.0 vvm, อัตราเร็วในการกวนเทากับ 250 รอบตอนาที อุณหภูมิในการเลีย้ง

เทากับ 37 องศาเซลเซียส และควบคุมคาความเปนกรด-ดางที่ 7.0 เชื้อสามารถผลิตไลเปสไดสูงสุด 

1,476.50 ยูนิตตอมิลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 48 นําเอนไซมมากรองดวยวิธีอัลตราฟลเตรชั่น และทําใหเปน

ผงดวยวิธี      ไลโอฟไลเซชัน่ ไดแอคติวิตีของเอนไซมผงเทากับ 98.04 ยูนิตตอมิลลิกรัมเอนไซม การ

คัดเลือกเชื้อจุลนิทรียเพื่อใชในการผลิตเอนไซมเซลลเูลสและไซแลนเนสของเชื้อจุลินทรีย 3 ชนิด คือ 

T.reesei สายพันธุ QM สายพันธุ C และเชื้อ A. pullulans พบวา T.reesei สายพันธุ QM ผลิตเอนไซม

หลักคือเซลลูเลสไดแอคติวิตีสูงสดุ 0.296 U/ml ขณะที่มีไซแลนเนสเพียงเล็กนอย (0.089 U/ml) 

T.reesei สายพันธุ C ผลิตเอนไซมผสมทั้ง 2 ไดดีมากคือเซลลเูลสสูงที่สุด 5.365 U/ml ขณะที่ A. 

pullulans ผลิตไซแลนเนสเปนหลักไดถึง 7.344 (U/ml) แตผลิตเซลลเูลสไดไดนอยมากในระดับ 0.091 

U/ml ดังนั้นจะเหน็ไดวา T.reesei สายพันธุ C เหมาะสําหรับการผลิตเอนไซมผสมที่มีแอคติวิตีของทั้ง 

2 เอนไซมไดดทีี่สุด เมื่อนํา crude enzyme มาตกตะกอนดวย (NH[subscript4]) 

[subscript2]SO[subscript4] 80เปอรเซน็ต ไดเอนไซมเซลลูเลสที่มี endoglucanase สูงกวา 

exoglucanase และ beta-glucosidase อยูมาก เนื่องจากเชื้อ T.reesei สายพันธุ C เปนเชื้อที่

เหมาะสมในการผลิตเอนไซมทั้งสองจึงไดมกีารเพิ่มกําลังการผลิตเปนขนาด 1 ลิตร และในระดับถัง

หมักขนาด 5 ลิตร พบวาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมจาก T.reesei สายพันธุ C คือที่ pH 5.0 

และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเหมาะตอการทํางานของเอนไซมเซลลเูลสและไซแลนเนสดทีี่สุด 

โดยเฉพาะ endoglucanase มีแอคติวิตีสูงที่สุด การนําเอนไซมที่ผลิตไดทั้งหาชนิดมาใชในขั้นตอนตาง 
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ๆ ในการเตรียมผาสําหรบัการลอกแปง เอนไซมอะไมเลสที่ผลิตขึ้นไมเหมาะสมทีจ่ะใชสําหรับการลอก

แปงบนผาทอ จําเปนตองใชเอนไซมอะไมเลสที่สามารถลอกแปงที่อุณหภูมิสูงได ในสวนขั้นตอนการ

กําจัดสิ่งสกปรกสามารถใชเอนไซมกําจัดสิ่งสกปรกไดผลดเีทียบเทาการใชโซเดียมไฮดรอกไซด และ

สามารถใชเอนไซมที่ผลติขึ้นกําจัดสิ่งสกปรกไดผลดใีนแงการดูดซึมน้ําเทยีบเทาการใชเอนไซมทีจ่ัดหา

มาสําหรับการฟอก เอนไซมที่ใชฟอกผายงัมีประสิทธภิาพการฟอกใหผาขาวไมเทากบัการฟอกดวย

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และเอนไซมกลูโคสออกซิเดสเปนเอนไซมชนิดเดียวที่สามารถฟอกผาใหขาว

ไดมากที่สุดเมื่อเทียบกับเอนไซมชนิดอืน่ ๆ (นภาและคณะ, 2544) 

 
ตนแบบถังหมักผลิตหัวเชื้อจุลินทรียแมโจ (Maejo Fermenter) 

 

ในการวิจัยสวนนี้จะศึกษาถึงกระบวนการ สภาวะการหมัก รวมถึงระบบของถังหมักเพื่อผลิตหัวเชื้อจุลนิทรยี

ที่ชุมชนและบุคคลทั่วไปสามารถผลิตใชเองไดในบานเรือน โรงเรียน โรงแรม ตลาดสดหรือในพื้นที่ตาง  ๆเพื่อนําไปใช

ประโยชนในดานการเกษตรและสิ่งแวดลอมโดยคํานึงถึงความเหมาะสมสําหรับชุมชน บานเรือนทั่วไป ราคาถูก 

ประหยัดงบประมาณการลงทุน มีอายุการใชงานยาวนาน  บํารุงรักษางาย มีความปลอดภัยและสะดวกในการใชงาน 

ผูทําการหมักผลิตหัวเชื้อเขาใจงาย ไมสิ้นเปลืองเวลาและไดหัวเชื้อจุลินทรียที่มีคุณภาพที่ดีพอสมควร เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการนําไปใช ดังนั้น ถังหมักผลิตหัวเชื้อจุลินทรียสําหรับชุมชนทั่วไปจะตองคํานึงถึงลักษณะและ

ขนาดของถังวามีความเหมาะสมกับสภาพของชุมชนรวมถึงระบบการผลิตตางๆ  เชน ระบบการเติมอากาศ ระบบการรับ

แหลงน้ําเขาถังซึ่งชวยประหยัดเวลาและแรงงาน ระบบการกวน การคลุกเคลาหรือการผสมสารอาหารกับจุลนิทรยีในถงั

หมัก ระบบระบายอากาศจากภายในถังสูภายนอกและระบบการจัดเก็บและบรรจุหัวเชื้อจุลินทรียเพื่อใหเหมาะสมกับ

ชุมชนหรือบุคคลทั่วไปมีลักษณะเฉพาะดังนี้ 

 

 

 
 
 

 
 
 

 
 

ภาพที่ 11 ถังหมักหัวเชื้อจุลินทรียแมโจ (Maejo Fermenter) 
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ตารางท่ี 8 แสดงรายละเอียดลักษณะเฉพาะของถังหมักแมโจ (Maejo Fermenter) 

รายการ รายละเอียด ขนาดหรือรูปรางทางกายภาพ 

ถังหมัก เปนถังรูปทรงกระบอกขนาดบรรจุ 2,000 ลิตรเจาะรูที่ฝาเกลียว

ปดดานบนเพื่อติดตั้งชุดระบายอากาศสูภายนอก (check valve) 

โดยที่อากาศภายนอกไมสามารถเขาสูถังได ถาเปนระบบเติม

อากาศใหเจาะอีกหนึ่งรูบริเวณตรงกลางดานบนของถังสําหรบัตอ

ทอออกซิเจนจากเครื่องผลิตออกซิเจนที่ติดตั้งอยูดานบนถัง

เชนกันโดยวางอยูตรงขามกับฝาเกลียวปดของถัง 

 

ฐานวางถังหมัก ฐานสี่เหลี่ยมขนาดพอดีถัง สูงประมาณ 1.5 ฟุต สําหรับตั้งวางถัง 

และเปนตัวติดตั้งระบบไฟฟาตางๆ เพื่อใชสําหรับการหมักและจะ

ชวยในระบบการบรรจุหัวเชื้อจุลินทรียหรือการนําไปใชเพราะมี

ความสูงของฐานวางถังเพียงพอ 

 

ปมน้ํ าหอยโขงและชุดวน

ผสมของเหลวในถัง 

ใชเครื่องขนาด 1 แรงมา 1 เครื่อง ออกแบบติดตั้งเพื่อใหรับ

ของเหลวได 2 แหลง คือจากในตัวถังหมักเอง (ดานลางถัง) และ

จากถังผสมเล็กภายนอกเพื่อประหยัดทั้งเวลาและแรงงานในการ

เติมสารอาหารและหัวเชื้อทั้งชวยวนผสมของเหลวในถังหมักแทน

การกวนอีกดวย 

 

ถังผสม 

 

 

 

 

ทอและอุปกรณเสริมตางๆ 

 

 

เครื่องผลิตออกซิเจน  

(ในระบบเติมอากาศ) 

ถังพลาสติกขนาด 150 ลิตรใชสําหรับละลายกากน้ําตาล, ผสม

สารอาหารรวมทั้งหัวเชื้อจุลินทรียชวยใหการผลิตทําไดงายยิ่งขึ้น 

โดยถังเจาะรูใสทอตรงขนาด 1 นิ้วตอกับสายยางที่เชื่อมกับทอรับ

แหลงของเหลวของเครื่องสูบน้ํา 

 

ใชทอพีวีซี (PVC) ขอตอ ของอ สามทาง เกลียวนอก เกลียวใน

ฯลฯ ที่ไดมาตรฐานขนาด 1 นิ้วทั้งหมด 

 

ใชเครื่องผลิตออกซิเจนที่มีตัวกรองอากาศเพื่อปองกันการ

ปนเปอน และมีวาลวปรับและระดับแสดงอัตราการใหอากาศ 
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จากตารางดังกลาวขางตน ทําใหกําหนดคุณสมบัติและลักษณะเฉพาะตางๆ ของถังรวมถึง

ระบบการติดตั้งถังหมักซึ่งมีรายละเอียดดังตอไปนี้ 

 

 1. ถังหมัก (Fermentation tank) เปนถังพลาสติกที่ผลิตจากเม็ดพลาสติกคุณภาพดี เหนียว 

เปนเนื้อเดียวกัน แข็งแรง หนา สีไมลอกละลายออกจากเนื้อถัง ทนทานตอการกัดกรอนของกรดที่ผลิต

จากจุลินทรียได โดยใชขนาดปริมาตร 2,000 ลิตร มีฝาเกลียวปดไดอยางมิดชิดและมีเกลียวตอทอเขา-

ออกได 3 ทาง (สําหรับวนของเหลว (ดานบนและดานลาง) และกอกบรรจุหัวเชื้อจุลินทรีย) และ

สามารถรองรับการผลิตหัวเชื้อจุลินทรียไดประมาณ 1,800 ลิตรของถังและมีอายุการใชงาน 10 ป 

 2. ฐานวางถังหมัก (Stand) เปนฐานรูปทรงสี่เหลี่ยมขนาดพอดีกับถัง สูงประมาณ 1.5 ฟุต มี

ตารางเหล็กยอยภายในทรงสี่เหลี่ยมเพื่อชวยกันรองรับน้ําหนักของถังหมัก และติดตั้งสะพานไฟ 

ปลั๊กไฟ และสวิตซเปด-ปดไวกับดานหนาตัวฐาน 

3. ปมน้ําหอยโขง (Centrifugal Pump) ประกอบดวย 2 สวนที่สําคัญ คือ ตัวหมุนหรือตัวพัด

ซึ่งจะเปนตัวที่ทําใหของเหลวที่อยูในเครื่องสูบน้ํามีการเคลื่อนที่แบบหมุน สําหรับอีกสวนก็คือตัวเครื่อง

สูบน้ําเอง ซึ่งจะถูกออกแบบใหของเหลวหมุนอยางเร็ว และออกจากเครื่องสูบน้ําที่มีแรงดันและ

ความเร็วของของเหลวนี้สูงกวาเมื่อของเหลวเขาสูเครื่อง ฉะนั้นทอที่ตอน้ําออกจากเครื่องไปยังดานบน

ของถัง จะตองรองรับความเร็วของของเหลวที่ไหลอยูในทอนี้ไดซึ่งก็คือทอพีวีซี (PVC) ขนาด

เสนผาศูนยกลาง 1 นิ้วเครื่องสูบน้ําจะติดตั้งอยูกับฐานของถังหมักใชเพียง 1 เครื่อง ขนาด 1 แรงมา 

ติดตั้งโดยออกแบบวาลวใหรับแหลงของเหลวได 2 ทางคือ แหลงของเหลวจากภายนอก (ถังผสมหรือ 

small mixing tank) เพื่อสะดวกในการนําสารอาหาร (เชน กากน้ําตาล, น้ําตาลทรายแดง, growth 

factors ฯลฯ) น้ําและหัวเชื้อจุลินทรียที่ผสมจนเขากันดีแลวในถังผสมปมเขาสูถังหมัก อีกแหลงหนึ่งคือ

ของเหลวในถังหมักเองเพื่อที่จะสูบอาหารดานลางวนผสมไปดานบนของถังซึ่งชวยในการกระจายตัว

ของอาหารและเชื้อจุลินทรีย และยังจะชวยเพิ่มพื้นที่ของของเหลวในการสัมผัสกับอากาศภายในถัง

หมัก 

4. เครื่องผลิตออกซิเจน (Oxygen Producing Machine) ติดตั้งอยูดานบนถังเพื่อผลิต

ออกซิเจนปอนเขาในถังหมักใหจุลินทรียไดใชในการเจริญเติบโตและสรางเซลลใหม โดยตอทอพวีซีจีาก

ตัวเครื่องดานบนลงจนสุดดานลางถัง  

5. ถังผสม (small mixing tank) เปนถังพลาสติกขนาด 150 ลิตร เจาะรูใสทอตรงเชื่อมตอกับ

สายยาง สําหรับผสมสารอาหาร น้ําและจุลินทรียใหเขากันกอนปมเขาถังหมัก การผสมสารอาหาร

ตางๆ ในถังหมัก จะเปนขั้นตอนที่ยุงยาก ไมสามารถปฏิบัติงานคนเดียวได อีกทั้งการผสมในถังหมัก

สารอาหารตางๆ เชน กากน้ําตาลที่เหนียว, ขน อาจละลายยาก การใชถังผสมเล็กจะชวยใหสวนผสม
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ตางๆ เขากันไดอยางดีและยังชวยทุนแรง ประหยัดเวลาและแรงงานในการยกสวนผสมขึ้นไปผสมบน

ถังหมัก  

6. ทอและอุปกรณเสริมตางๆ (Pipe and Supporting) เปนทอตอเชื่อมระหวางจุดซึ่งใช

ทอพีวีซีขนาดเสนผาศูนยกลาง 1 นิ้ว ประมาณ 8 เมตร นอกจากนี้ยังมีอุปกรณเสริมในการตอ เชน ขอ

ตอตรง, ของอ 90 องศา, สามทาง, เกลียวนอก, เกลียวใน, วาลวเปด-ปด, ขอลด, กอกน้ํา, สายยาง, 

เทปพันเกลียวและกาว รวมถึงเช็ควาลวที่ติดไวที่ฝาปดถังเพื่อระบายกาซในถังสูภายนอกซึ่งชวยไมให

ถังอัดกาซไวจนระเบิดและไมเกิดการปนเปอนจากจุลินทรียในอากาศภายนอกถัง 
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อุปกรณและวิธีการ 

(Materials and Methods) 

 
1. อุปกรณที่ใชในการทดลอง 

1.1 เครื่องวัดคาพีเอช (pH meter) ยี่หอ CONSORT รุน C831T 

1.2 เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) ยี่หอ VELP รุน ZX3 

1.3 หมออบฆาเชื้อดวยไอน้ํา (Autoclave) ยี่หอ HIRAYAMA รุน HV-85 

1.4 ตูบมเชื้อ (Incubator) ยี่หอ MEMMERT รุน BE 500  

1.5 ตูอบแหง (Hot air oven) ยี่หอ MEMMERT รุน UE 500 

1.6 เตาใหความรอน (Hot plate) ยี่หอ VELO รุน ARE 

1.7 เครื่องเขยาสาร (Shaker) ยี่หอ GFL รุน 3020 

            1.8 เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง ยี่หอ PRECISA รุน XB4200C 

1.9 เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง ยี่หอ PRECISA รุน XT220A 

1.10 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ MEMMERT รุน WB22 

1.11 เครื่องตีปนตัวอยาง (Stomucher) ยี่หอ INTERSCIENCE  

1.12 เครื่องทําน้ําบริสุทธิ์ ยี่หอ TKA รุน ROS 700 

1.13 ปเปตอัตโนมัติ ขนาด 10-100 ไมโครลิตร ยี่หอ SOCOREX รุน ACURA 825.0100 

1.14 ปเปตอัตโนมัติ ขนาด 100-1000 ไมโครลิตร ยี่หอ SOCOREX รุน ACURA 825.0100 

1.15 ตูเย็น 4-10 องศาเซลเซียส ยี่หอ MITSUBISHI รุน MR-F41R-SL 

1.16 เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Rerigerated centrifuge) ยี่หอ HETTICH รุน 5605 

1.17 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) ยี่หอ THERMO ELECTRON รุน  

                    EV3 130903 

1.18 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยาได ยี่หอ GFL รุน 1086 

1.19 กลองจุลทรรศนพรอมอุปกรณถายภาพ ยี่หอ OLYMPUS รุน BX511F 

1.20 ตูบมควบคุมอุณหภูมิสําหรับวิเคราะหบีโอดี ยี่หอ VELP รุน FOC 255I 

1.21 เตายอยสําหรับวิเคราะหซีโอดี ยี่หอ VELP รุน ECO6 S/N25703 

1.22 เครื่องสองดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV GelDoc Transluminator)  

        ยี่หอ Bio-rad 

1.23 เครื่องพีซีอาร ยี่หอ Thermal hybrid รุน Sprint 

1.24 เครื่องแกว 
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2. สารเคมี 

 2.1 เพปโตน (Peptone) บริษัท Merck, Germany   

 2.2 กลูโคส (Glucose) บริษัท Merck, Germany    

 2.3 สารสกัดจากยีสต (Yeast extract) บริษัท Merck, Germany   

 2.4 สารสกัดจากมอลต (Malt extract) บริษัท Merck, Germany   

 2.5 วุน (Agar) บริษัท Merck, Germany   

 2.6 สารละลายแปง (Soluble starch) บริษัท Ajax, Australia 

 2.7 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract) บริษัท Merck, Germany   

 2.8 นมพรองมันเนย (Skim milk) บริษัท Merck, Germany   

 2.9 คารบอกซี เมทธิล เซลลูโลส (Carboxy methyl cellulose) บริษัท Sigma, USA 

 2.10 ไซแลน (Xylan) บริษัท Sigma, USA 

 2.11 แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) บริษัท J.T. Baker, USA 

 2.12 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) บริษัท Merck, Germany    

 2.13 ไตรบูไทริน (Tributyrin) บริษัท Fluka, USA 

 2.14 ไอโอดีน (I2) บริษัท Fisher, UK 

 2.15 โพแทสเซียม ไอโอไดด (KI) บริษัท Merck, Germany   

 2.16 กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท J.T. Baker, USA 

 2.17 คองโก เรด (Congo red) บริษัท Ajax, Australia 

 2.18 โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany   

 2.19 3,5-ไดไนโตรซาลิซิลิก แอซิด (C7H4N2O7) บริษัท Fluka, USA 

 2.20 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany   

 2.21 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany   

 2.22 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเฮปตะไฮเดรต (Na2HPO4.7H2O) บริษัท Panreac  

                    Quimica, Spain 

 2.23 แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) บริษัท Merck, Germany   

 2.24 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) บริษัท Merck, Germany   

 2.25 แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) บริษัท Fluka, USA 

 2.26 เฟอรริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3.6H2O) บริษัท Merck, Germany   

 2.27 กรดซัลฟวริกเขมขน (H2SO4) บริษัท Merck, Germany   

 2.28 โพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) บริษัท Merck, Germany   
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 2.29 ซิลเวอรซัลเฟต (Ag2SO4) บริษัท Merck, Germany   

 2.30 1, 10-ฟแนนโทลีนโมโนไฮเดรต (1,10-C12H8N2.H2O) บริษัท Sigma, USA 

 2.31 เมอคิวรัสซัลเฟต (HgSO4) บริษัท Merck, Germany   

 2.32 เฟอรรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) บริษัท Merck, Germany   

 2.33 เฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต [Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O] บริษัท Merck,  

                    Germany   

 2.34 ผงวุนอะกาโรส บริษัท Fluka, USA 

 2.35 สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (C21H20BrN3) บริษัท Fluka, USA 

 2.36 เอทานอล (C2H5OH) บริษัท Merck, Germany 

 2.37 ชุดยอมสีแกรม (gram’s stain set) บริษัท Bio-Medical Laboratory, ประเทศไทย 

 2.38 Master mix บริษัท Eppendorf, USA 

 2.39 27F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ บริษัท Operon, Germany 

 2.40 520R 5’-ACCGCGGCKCCTCCC-3’ บริษัท Operon, Germany 

 2.41 UltraCleanTM Microbial DNA Isolation Kit บริษัท MO BIO Laboratories, USA 

 2.42 TaKaRa SUPRECTM-PCR บริษัท Takara, Japan  

 2.43 Ioading dye บริษัท Fermentas LIFE SCIENCES, USA 

 2.44 O’GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder, ready-to use บริษัท Fermentas LIFE  

                    SCIENCES, USA 

 

3. อาหารเลี้ยงเชื้อ 

3.1 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวแลคโตบาซิลไล เอ็ม อาร เอส (Lactobacilli MRS broth)  

      บริษัท Merck, Germany 

3.2 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติกซอย (Trypticase soy broth) บริษัท Merck, Germany   

3.3 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทริปติกซอย (Trypticase soy broth) บริษัท Merck, Germany   

3.4 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวนิวเตรียนท (Nutrient broth) บริษัท Merck, Germany   

3.5 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งนิวเตรียนท (Nutrient agar) บริษัท Merck, Germany 

3.6 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวโพเทโท เด็กซโตรส (Potato dextrose broth) บริษัท Difco   

      Laboratories, USA 

3.7 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็งโพเทโท เด็กซโตรส (Potato dextrose agar) บริษัท Merck,  

      Germany 
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วิธีการทดลอง 
1. การคัดเลือกจุลินทรียที่มปีระสิทธิภาพในการยอยสลายสารในขยะและน้าํเสีย 

1.1 การแยกเชื้อจลุินทรียจากตัวอยาง 

นําตัวอยางจากแหลงตางๆ มาทําการเจือจางดวยสารละลายเปปโตน 0.1 เปอรเซ็นต ที่ผานการ

ฆาเชื้อแลว จากนั้นเจือจางสารละลายตัวอยางใหมีความเขมขนที่เหมาะสม ถายสารละลายความ

เขมขนดังกลาวลงบนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็ง nutrient agar, MRS agar, trypticase soy agar, 

potato dextrose agar และ yeast extract malt extract agar จานละ 1 มิลลิลิตร เกลี่ยเชื้อใหทั่ว แลว

นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ทํา 2 ซ้ํา แตละความเจือจาง จากนั้น

คัดเลือกโคโลนีที่แตกตางกันนํามาทําใหบริสุทธิ์โดยการขีดลาก (streak) บนอาหารแข็งที่คัดแยกได จน

ไดโคโลนีเดี่ยวที่บริสุทธิ์ และเก็บเชื้อจุลินทรียที่คัดแยกไดในอาหารแข็งเอียง 

 

1.2 การคัดเลือกเชื้อจุลินทรียที่มปีระสิทธิภาพสูงในการยอยสลายสารประกอบ 

การคัดเลือกจุลินทรียที่สามารถยอยสลายโปรตีน แปง ไขมัน เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส 

สามารถทําไดดังตอไปนี้ 

1.2.1 การแยกเชื้อที่สามารถยอยสลายโปรตีนไดโดยการใช skim milk เปนตัวแทน 

    นําเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากขอ 1.1 มาทําการทดสอบการผลิตเอนไซมโปรตีเอส โดยการ

เพาะเชื้อแบบ point inoculation ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ skim milk agar (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส นาน 2 วัน เก็บเชื้อที่เจริญไดดีและรอบ ๆ โคโลนีมีบริเวณใส และมีลักษณะโคโลนีที่

แตกตางกัน เก็บไวในอาหารเดิมที่ทําอาหารแข็งเอียงไว 

1.2.2 การแยกเชื้อที่สามารถยอยสลายแปงได โดยการใช starch เปนตัวแทน 

      นําเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากขอ 1.1 มาทําการทดสอบการผลิตเอนไซมอะไมเลส โดยการ

เพาะเชื้อแบบ point inoculation ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ starch agar (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส นาน 2 วัน เก็บเชื้อที่เจริญไดดีและมีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกัน เก็บไวในอาหารเดิมที่

ทําอาหารแข็งเอียงไว และตรวจผลการยอยสลายแปงโดยการหยดสารละลายไอโอดีนลงบนโคโลนี ถา

เกิดบริเวณใส แสดงวามีการยอยสลายแปงได  

1.2.3 การแยกเชื้อที่สามารถยอยสลายไขมันได โดยการใช tributyrin เปนตัวแทน 

 นําเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากขอ 1.1 มาทําการทดสอบการผลิตเอนไซมไลเปส โดยการเพาะ

เชื้อแบบ point inoculation ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ tributyrin agar (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส นาน 3 วัน เก็บเชื้อที่เจริญไดดีและรอบ ๆ โคโลนีมีบริเวณใส และมีลักษณะโคโลนีที่

แตกตางกัน เก็บไวในอาหารเดิมที่ทํา slant ไว 
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1.2.4 การแยกเชื้อที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสได โดยการใช carboxy methyl cellulose เปน

ตัวแทน 

    นําเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากขอ 1.1 มาทําการทดสอบการผลิตเอนไซมเซลลูเลส โดยการ

เพาะเชื้อแบบ point inoculation ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ CMC agar (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส นาน 5 วัน เก็บเชื้อที่เจริญไดดีและมีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกันไวในอาหารเดิมที่

ทําอาหารแข็งเอียงไว แลวตรวจผลการยอยสลายเซลลูโลส โดยการยอมสีโคโลนีดวย 1 เปอรเซ็นต 

คองโกเรด แลวลางดวยสารละลายโซเดียม คลอไรด ความเขมขน 1 โมลาร แลวนําไปอบในโหลที่มีไอ

ของคลอโรฟอรมอยู นาน 15 นาที สังเกตการเกิดบริเวณสีเหลืองรอบโคโลนี ซึ่งแสดงวามีการยอย

สลายเซลลูโลส  

1.2.5 การแยกเชื้อที่สามารถยอยสลายเฮมิเซลลูโลสได โดยการใชไซแลนเปนตัวแทน 

               นําเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากขอ 1.1 มาทําการทดสอบการผลิตเอนไซมไซแลนเนส โดยการ

เพาะเชื้อแบบ point inoculation ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ xylan agar (ภาคผนวก ก) นาน 3 วัน เก็บเชื้อ

ที่เจริญไดดีและมีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกัน เก็บไวในอาหารเดิมที่ทําอาหารแข็งเอียงไวแลว ตรวจ

ผลการยอยสลายไซแลนโดยการหยดสารละลายไอโอดีน (ภาคผนวก ข) ลงบนโคโลนี ถาเกิดบริเวณใส

แสดงวามีการยอยสลายไซแลนได 

 

1.3 การคัดเลือกจุลินทรียที่มปีระสิทธภิาพสูงในการยอยสลายสารประกอบ 

การคัดเลือกจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายโปรตีน แปง ไขมัน เซลลูโลส และเฮมิ-

เซลลูโลส ทําไดโดยการวัดความกวางของเสนผานศูนยกลางโคโลนีและบริเวณที่มีการยอยสลาย

สารประกอบรอบโคโลนีของจุลินทรียแตละชนิด 

 

1.4 การทดสอบกิจกรรมจุลินทรียที่คัดเลือกไดในการบาํบัดขยะ 

เพาะกลาเชื้อจุลินทรียที่คัดเลือกไวแลววามีประสิทธิภาพในการยอยสลายโปรตีน แปง ไขมัน 

เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส ในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อเหลว (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร        

ที่บรรจุอยูในฟลาสกขนาด 1 ลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นนํา

สารละลายแขวนลอยเซลลที่ไดจากแตละไอโซเลตมาเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลล นําตะกอนเซลลที่

ไดมาชั่งน้ําหนัก 0.10 มิลลิกรัม ละลายดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นนํา

สารละลายแขวนลอยเซลลที่ไดไปเติมในสวนผสมของขยะเปยกและขยะแหง (อัตราสวน 2 : 1 โดย

น้ําหนัก) ซึ่งหนักเทากับ 500 กรัม เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่เติม ฟอสเฟตบัฟเฟอร 10 มิลลิลิตร 
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เทานั้น ทํา 2 ซ้ํา  ตรวจหาแอมโมเนียม วัดความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมิทุกวัน จนครบ 12 วัน และ

หาเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนักขยะหลังผานการบําบัด  

 

1.5 การทดสอบกิจกรรมจุลินทรียที่คัดเลือกไดในการบาํบัดน้ําเสยี 

นําเชื้อที่คัดเลือกไวแลววามีประสิทธิภาพดีในการยอยสลายแปง โปรตีนและไขมันมาอยางละ    

1 ลูป เลี้ยงแยกกันในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวนูเทรียนต (ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 24 ชั่วโมง โดยเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที แลวนํามาวัดคา optical density (O.D)         

ที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร นําสารละลายแขวนลอยเซลลแตละไอโซเลต และไอโซเลตเชื้อผสม 

มาเพาะเลี้ยงในน้ําเสียปริมาตร 400 มิลลิลิตร โดยแปรผันปริมาณความเขมขนของกลาเชื้อเริ่มตน

เทากับ 3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ทําการเพาะเลี้ยงแบบใหอากาศดวยการเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน และเพาะเลี้ยงแบบไมไหอากาศดวยการบมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน นําตัวอยางมาวิเคราะหคาบีโอดี (BOD) ตามวิธีการของ 

APHA (1998) นําผลการทดลองที่ไดมาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการบําบัดน้ําเสียโดยเปรียบเทียบคา

บีโอดี (BOD) กับชุดควบคุม (control) ที่ไมมีการเติมเชื้อจุลินทรีย 

 

2. การแยกและคัดเลือกเชื้อจุลินทรียยอยสลายน้ํามัน 
2.1 การเก็บตัวอยางดินและน้ํา 

เก็บตัวอยางดินและน้ํา จากแหลงปนเปอนน้ํามนัและแหลงธรรมชาติในบริเวณ จังหวัด 

เชียงใหมและพื้นทีต่ัวอยางบางพื้นที่ เชน บริเวณชายฝงทะเลและคลังน้ํามัน เปนตน ใสในภาชนะ ที่

แหงและปดสนทิ โดยเก็บตัวอยางดินและน้ํามาไมนอยกวา 500 g และ 500 ml  ตามลําดับ 

วัดคาความเปนกรดดาง และอุณหภูมิ พรอมบันทึกขอมูลทางกายภาพบริเวณแหลงเก็บ

ตัวอยาง  

 
2.2 การแยกเชื้อจุลินทรียจากตัวอยางดินและน้ํา 

แยกเชื้อจุลินทรียดวยอาหารท่ีมีสารอาหารสูง  

 แยกเชื้อจุลินทรียจากตัวอยางดินและน้ํา โดยชั่งตัวอยางดิน 5 g และตัวอยางน้ํา 5 ml ใสลงใน

อาหาร Luria – Bertani  Medium (LB broth) 100 ml ในขวดรูปชมพูขนาด 250 ml  นําไปเพาะเลี้ยง

บนเครื่องเขยา ความเร็วรอบไมนอยกวา 160 rpm ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 วัน จากนั้นนํามาเกลี่ย 

(Spread plate) ลงบนอาหาร LB agar ในจานเพาะเชื้อ นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 C เปนเวลา 1-2 วัน  

เมื่อเชื้อขึ้นบนอาหารแลวทําการลาก (streak) โดยใชอาหารเดิมจนไดโคโลนีเดี่ยว ๆ และเก็บไวบน

อาหารวุนเอียง (stock) 
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แยกเชื้อจุลินทรียดวยอาหารเฉพาะ  

 แยกเชื้อจุลินทรียจากตัวอยางดินและน้ํา โดยชั่งดิน 10 g ลางดวย 0.1% sodium 

pyrophosphate ที่ผานการฆาเชื้อดวย 30 g glass beads ปริมาตร 90 ml นําไปไวบนเครื่องเขยาน

นาน 1 hr เจือจางตัวอยางในน้ํากลั่นใหไดความเขมขนเทากับ 10-5, 10-6, 10-7, 10-8 และ 10-9 ใส

ตัวอยางที่ไดเจือจางไว 1 ml ลงใน Bushnell Haas Medium 10 ml เติมน้ํามันเครื่องที่ใชแลว (ที่ผาน

การฆาเชื้อดวยเทคนิคการกรองผานกระดาษกรองขนาดรูพรุน 0.22 µm) 50 µl ลงในทุกหลอด และ

นําไปบมไวที่อุณหภูมิหองหรือ 37 C เปนเวลานาน 3-6 สัปดาห 

 
2.3 การคัดเลือกจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายน้ํามัน 

การคัดเลือกจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายน้ํามันดวย 
    วิธีการทางกายภาพเบื้องตน 

  1. เลือกเชื้อโคโลนีบนแตละจานเพาะเชื้อที่ตางกันของโคโลนี มาลากเปนเสนบนอาหาร NA 

จนทําใหไดโคโลนีเดี่ยวๆ และทําการยอมแกรม Gram,s staining (McCourt, 1988)   เพื่อดูการติดสี 

ลักษณะรูปราง และการเรียงตัวเซลลภายใตกลองจุลทรรศน  

2. จากนั้นนําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากขอ 1 จะนําเชื้อแบคทีเรียแตละไอโซเลตมาเพิ่ม

ปริมาณในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB โดยใชหวงถายเชื้อแตะโคโลนีเดี่ยว ๆ ของเชื้อบนอาหาร NA ใสลงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ NB ปริมาตร 100 ml ที่อยูในขวดรูปชมพูขนาด 250 ml นําไปเขยาที่ความเร็ว 150 rpm 

เปนเวลา 48 hrs โดยมีขวดไมใสเชื้อเปนชุดควบคุม 

3. วัดปริมาณเชื้อ ที่ความยาวคลื่น 600 nm (OD600) โดยใหแตละขวดมีคาเทากับ 0.5  

4. หยดน้ํามันเครื่องที่ใชแลว (ผานการนึ่งฆาเชื้อ) ลงในแตละขวดที่ทําการวัดปริมาณเชื้อแลว 

ขวดละ 2 ml นําไปเขยาตออีก 72 hrs ที่อุณหภูมิ 37 0C สังเกตปริมาณของน้ํามันบริเวณผิวหนาของ

อาหารเลี้ยงเชื้อ, สีและความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อโดยสังเกตทุก ๆ 24 hrs และทําการเปรียบเทียบการ

เปลี่ยนแปลงกับชุดควบคุม (รัฐพร, 2541) โดยมีการกําหนดระดับความสามารถในการยอยสลายน้ํามัน 

ดังนี้ 

ระดับ 0  - ลักษณะรูปแบบของน้ํามันบริเวณผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อไมมีการ  

                       เปลี่ยนแปลง เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

ระดับ +  - ลักษณะรูปแบบของน้ํามันบริเวณผิวหนาของอาหารเปลี่ยนแปลงไป 

        คือ น้ํามันแตกตัวออกเปนเม็ดน้ํามันขนาดใหญและมีบางสวนยังไมแตกตัว 

ระดับ ++ - ลักษณะรูปแบบของน้ํามันบริเวณผิวหนาของอาหารเปลี่ยนแปลงไป 

          คือ น้ํามันทั้งหมดแตกตัวออกเปนเม็ดน้ํามันขนาดเล็ก 
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 2.5 การคัดเลือกจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายน้ํามันดวย
วิธีการทางเคมีวิเคราะห 

1.ทดสอบการยอยน้ํามันของแบคทีเรียโดยวิธี Partition gravimetric (APHA, 1998)  

  1. นําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดมาเพิ่มปริมาณในอาหารเหลว NB โดยใชหวงถายเชื้อแตะโคโลนี

ของเชื้อมาจุมในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 ml ที่อยูในขวดรูปชมพูขนาด 250 ml  

  2. นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 150 rpm 37 ๐C เปนเวลา 24 hrs วัดปริมาตรเชื้อจากคา 

Optical Density  ที่ความยาวคลื่น 600 nm (OD600) โดยใหแตละขวดมีคา OD600 เริ่มตนเทากับ 0.5 

หยดน้ํามันเครื่องที่ใชแลว (ผานการนึ่งฆาเชื้อ) ลงในแตละขวดที่ทําการวัดปริมาณเชื้อแลว ขวดละ  2.0 

ml นําไปเขยาตออีก 72  hrs สังเกตการณเปลี่ยนแปลงของน้ํามันบริเวณผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

   3. ทดสอบการยอยน้ํามันเครื่องที่ผิวหนาอาหารดวยวิธี Partition gravimetric นําอาหาร

ปริมาณ 100 ml ปรับให pH เทากับ 1-2 หลังจากนั้นเติม Hexane ซึ่งเปนตัวสกัด 10 ml เขยา 3–5 min 

ทิ้งแยกชั้น เก็บสวนที่เปนน้ํามันไว นําสวนลางมาสกัดน้ํามันอีกครั้งโดยเติม Hexane 10 ml เขยา 3-5 

min  

  4. เก็บสวนที่เปนน้ํามันที่สกัดไดจาก 3. กรองดวย Sodium sulphate anhydrous 1.0 g บน

กระดาษกรอง # 40  จากนั้นระเหย Hexane โดยอบที่ 105 ๐C นาน 30 min หลังจากนั้นทิ้งใหเย็นใน

โถดูดความชื้นไมนอยกวา 30 min ชั่งน้ําหนัก นําน้ําหนักที่ไดมาคํานวณหาคาปริมาณไขมันจากสูตร     

   ปริมาณน้ํามัน ( mg/l )   =     (B - A)X106           

                                                   ปริมาณอาหาร (ml) 

           A = น้ําหนักถวยกระเบื้อง B = น้ําหนักถวยกระเบื้องที่มีน้ํามัน 

 
 2. ทดสอบการยอยน้ํามันของแบคทีเรีย โดยวิธีชีวเคมี  

 1. การเตรียมเอนไซม  

  ทําการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียในอาหาร NB ที่เติมน้ํามันเครื่องที่ใชแลว 0.1 % by volume และ 

CaCl2 0.01 % (ภาคผนวก ก) ในขวดรูปชมพูที่มีอาหารเหลวอยู 25 ml โดยมีคา OD600 ของเชื้อเริ่มตน

ที่ 0.1 ที่ความยาวคลื่น 600 nm บมเชื้อบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 rpm อุณหภูมิ   37 ๐C นาน 24 

hrs ปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลที่อุณหภูมิ 4 ๐C ดวยความเร็ว 5000 rpm เปนเวลา 10 min เก็บสวนบนมา

วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปส   

 2. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสดวยการไตเตรท (Holme, 1993) 

  2.1 ผสมน้ํามันเครื่องที่ใชแลว 0.2 ml และสารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 mM 

ปริมาตร 0.3 ml และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.15  Mol  pH 7 ปริมาตร 4 ml เขาดวยกัน 
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ในขวดรูปชมพู ขนาด 250 ml จํานวน  2 ใบ โดยขวดที่ 1 ใหเปนสารละลายมาตรฐาน(blank) ขวดที่ 2 

เติมสารละลายเอนไซมจากขอ 2.1 ปริมาตร 0.5 ml  

  2.2 นําสารละลายทั้ง 2 ขวดไปบมที่อุณหภูมิ 65๐C เขยาดวยความเร็ว 200 rpm เปนเวลา 1 

hrs หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลายผสมของอะซิโตนและเอทานอล (อัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร) 

ปริมาตร 20 ml  

  2.3 เติมสารละลายเอนไซม 0.5 ml เติมสารละลายฟนอลทาลีน 3-4 หยด ลงในสารละลาย

ขวดที่ 1 และขวดที่ 2 กําหนดใหขวดที่ 1 เปน blank 

  2.4 นํามาทําการไตเตรท หาปริมาณกรดไขมันอิสระที่เกิดขึ้นดวยสารละลาย NaOH เขมขน 

0.05 Molar ไตเตรทจนกระทั่ง pH ของสารละลายเทากับ 11 ซึ่งสีของฟนอลฟทาลีน จะปรากฏเปนสี

ชมพู บันทึกปริมาตรสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซมที่ใชในการไตเตรทสารละลายปฏิกิริยาและ

สารละลายมาตรฐาน (Blank) จากนั้น นําไปคํานวณ Activity ของไลเปส ซึ่งกําหนดให 1 ยูนิตไลเปส 

คือ ปริมาณกรดไขมันอิสระ 1 Mmol ที่เกิดขึ้นจากการเรงปฏิกิริยาของไลเปส ในเวลา 1 min ภายใต

สภาวะที่ทําการทดลอง 

 

  การคํานวณคากิจกรรมไลเปส (Lipase Activity) โดยการไตเตรต  

  A คือ ความเขมขนของ NaOH ที่ใชในการไตเตรทแตละครั้ง 

  B คือ ปริมาตร NaOH ที่ไตเตรทสารละลายปฏิกิริยา- ปริมาตร NaOH ที่ไตเตรทสารละลาย

มาตรฐาน 

  C คือ ปริมาณสารละลายไลเปส ที่ใชทําปฏิกิริยาไฮโดรไลสน้ํามันเครื่องที่ใชแลว  

(0.5 ml) 

ปริมาตรโมลของ NaOH ที่ใชในการไตเตรท   =   A X B     Mol 

                 1000 

ดังนั้น กรดไขมันอิสระที่เกิดขึ้น        =   AXBX106        mMol 

           1000 

เมื่อใชสารละลายไลเปส C ml ทําปฏิกิริยา ไฮโดรไลดน้ํามันเครื่องเปนเวลา 60 min  

   กิจกรรมไลเปส         =    AXBX106        U/ml 

       1000XCX60 
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 3. การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมไลเปสดวย Colorimetric method (Holme, 1993) 

 3.1 การเตรียมกราฟมาตรฐานของกรดโอลีอิค 

  ใสสารละลายกรดโอลีอีคเขมขน10 mMol (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 0.3, 0.6, 1.0, 1.3, 1.6, 

2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 และ 5.0  ml ลงในหลอดทดลอง ปรับปริมาตรรวมในแตละหลอดให

เทากับ 5.0  ml ดวยไอโซออกเทน จากนั้นเติม copper reagent 10.0 ml  ผสมใหเขากันดวยเครื่อง

เขยา ตั้งทิ้งไวใหสารละลายแยกชั้น นําสารละลายชั้นบนของ               ไอโซออคเทน ไปวัดคาดูดกลืน

แสงที่ 715  nM โดยใชไอโซออกเทนเปน blank นําคาที่ไดไปเขียนกราฟระหวางการดูดกลืนแสง กับ

ปริมาณกรดโอลีอิคเปน mMol 

 3.2 การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมไลเปส 

  ผสมน้ํามันเครื่องที่ใชแลว 0.2 ml และสารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 mMol 

ปริมาตร 0.3 ml และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.2 Mol pH 7 ปริมาตร 4 ml เขาดวยกัน ใน

ขวดรูปชมพู 2 ใบ ขนาด 250 ml โดยขวดที่ 1 ใหเปนสารละลายมาตรฐาน ขวดที่ 2 เติมสารละลาย

เอนไซม 0.5 ml นําสารละลายทั้ง 2 ขวดไปบมที่อุณหภูมิ 65 ๐C  เขยาดวยความเร็ว 200  rpm เปน

เวลา 1 hrs จากนั้นเติมสารละลายเอมไซม 0.5 ml  ในขวดที่ 1 ที่ใชเปน Blank และปรับ pH ของ

สารละลายทั้ง 2 ขวด  ใหเทากับ 1-2 ดวย 6 Molar HCl  ทดสอบดวยกระดาษ pH เติมไอโซออคเทน 5 

ml ลงไป ผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยา  นําไปตมในน้ําเดือดประมาณ 5 min แยกสารละลายชั้นบน

ของไอโซออคเทนดวยวิธีปเปต ออกมาทําการวิเคราะห โดยเติม copper reagent 1.0 ml ผสมใหเขา

กันดวยเครื่องเขยา ตั้งไวใหแยกชั้น นําสารละลายชั้นบนไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ 715 nM นําคาที่ไดไป

เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดโอเลอิค อานปริมาตรของกรดโอลีอิคในหนวยไมโครโมล และนําไป

คํานวณ Activity โดยกําหนดให  

1 ยูนิตไลเปส คือ ปริมาณกรดไขมันอิสระ 1 mM ที่เกิดขึ้นจากการเรงปฏิกิริยาของไลเปส ในเวลา 1 

min ภายใตสภาวะที่ทําการทดลอง 

  การคํานวณคากิจกรรมไลเปสโดย Colorimetric method 

  กิจกรรมไลเปส  =   B U/ml 

               AX60 

   A  คือ เอนไซมที่ใชในการทดลอง (0.5 ml) 

   B  คือ กรดโอเลอิคที่เทียบไดจากกราฟมาตรฐาน 
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 4. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อที่คัดเลือกได (ภัณฑิรา, 

2548)      

          นําเชื้อจากการ Pw3/2, Pw27/1 (ปยะพรรณ, 2550) และ SA 11/4, SA 6/3  

(อัญชุลี, 2550) และเชื้อที่ผานการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมไลเปสจากขอ 1 ถึง 3 มาทําการทดลอง

เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อโดยมีสภาวะที่ศึกษาดังนี้  

คาความเปนกรด-ดาง (pH) อุณหภูมิ การใหอากาศ (ความเร็วรอบในการเขยา) และ ความเค็ม (%

NaCl) 

 1. คาความเปนกรด – ดาง (pH)ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อ 

 1.1 ใชหวงถายเชื้อแตะโคโลนีของเชื้อมาจุมในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 ml ที่อยูในขวด

รูปชมพูขนาด 250 ml  

 1.2 นําไปเขยาที่ความเร็ว 150 rpm อุณหภูมิ 37 ๐C เปนเวลา 24 hrs วัดปริมาณเชื้อจากคา 

OD600 เริ่มตนเทากับ 0.5 จากนั้นแบงออกเปน 2 สวน สวนที่ 1 ปรับ  pH  เปน  8.5, 9.0, 9.5 และ pH

เดิม(7.30) นําไปบมที่ความเร็วรอบ  150 rpm  อุณหภูมิ 37 ๐C เปนเวลา 48 hrs นําไปวัดอัตราการ

เจริญเติบโตของเชื้อโดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 nm  

 1.3 นําสวนที่ 2 เชื้อไปเกลี่ยบนอาหารแข็ง NA เพื่อสังเกตลักษณะการปนเปอนของเชื้ออื่น

ระหวางการศึกษาคา pH ที่เหมาะสม 

 2. อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อ 

 2.1 ใชหวงถายเชื้อแตะโคโลนีของเชื้อมาจุมในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 ml ที่อยูในขวด

รูปชมพูขนาด 250 ml  

 2.2 นําไปเขยาที่ความเร็ว 150 rpm อุณหภูมิ 37 ๐C เปนเวลา 24 hrs วัดปริมาณ OD600 

เริ่มตนเทากับ 0.5 จากนั้นแบงออกเปน 2 สวน สวนที่ 1 ปรับ  pH  ใหเปน pH ที่เหมาะสมกับการ

เจริญเติบโตของเชื้อ นําไปบมที่ความเร็วรอบ  150 rpm  อุณหภูมิ 37, 40, 45  ๐C เปนเวลา 48 hrs 

นําไปวัดอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อโดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 nm  

 2.3 นําสวนที่ 2 นําเชื้อไปเกลี่ยบนอาหารแข็ง NA เพื่อสังเกตลักษณะการปนเปอนของเชื้อ

อื่น ระหวางการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสม 

 3. การใหอากาศ (ความเร็วรอบในการเขยา) ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อ 

 3.1 ใชหวงถายเชื้อแตะโคโลนีของเชื้อมาจุมในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 ml ที่อยูในขวด

รูปชมพูขนาด 250 ml  

 3.2 เขยาที่ความเร็ว 150 rpm อุณหภูมิ 37 ๐C เปนเวลา 24 hrs วัดปริมาณ OD600 เริ่มตน

เทากับ 0.5 จากนั้นแบงออกเปน 2 สวน สวนที่ 1 ปรับใหเปน pH ที่เหมาะสม อุณหภูมิที่เหมาะสมกับ
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การเจริญเติบโตของเชื้อ แลวนําไปบมที่ความเร็วรอบ  100, 150, 200 rpm เปนเวลา 48 hrs นําไปวัด

อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อโดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 nm  

 3.3 สวนที่ 2 นําเชื้อไปเกลี่ยบนอาหารแข็ง NA เพื่อสังเกตลักษณะการปนเปอนของเชื้ออื่น 

ระหวางการศึกษาการใหอากาศ (ความเร็วรอบในการเขยา) ที่เหมาะสม 

4. %NaCl ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อ 

 4.1 ใชหวงถายเชื้อแตะโคโลนีของเชื้อมาจุมในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 ml ที่อยูในขวด

รูปชมพูขนาด 250 ml  

 4.2 นําไปเขยาที่ความเร็ว 150 rpm อุณหภูมิ 37 ๐C เปนเวลา 24 hrs วัดปริมาณเชื้อ 

จากคา optical density ที่ความยาวคลื่น 600 nm (OD600) เริ่มตนเทากับ 0.5 จากนั้นแบงออกเปน 2 

สวน สวนที่ 1 ปรับใหเปน pH ที่เหมาะสม อุณหภูมิที่เหมาะสม และความเร็วรอบที่เหมาะสม หลังจาก

นั้นเติม NaCl 0.5, 1.0, 2.0 % เปนเวลา 48 hrs นําไปวัดอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อโดยใชเครื่อง 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 nm  

 4.3   นําสวนที่ 2 นําเชื้อไปเกลี่ยบนอาหารแข็ง NA เพื่อสังเกตลักษณะการปนเปอนของเชื้อ

อื่นระหวางการศึกษา %NaCl ที่เหมาะสม 

 

3. การจัดทาํฐานขอมูลจลุินทรียเพื่อใชประโยชนทางดานสิ่งแวดลอม 
3.1 การออกแบบระบบฐานขอมูลจุลินทรีย  

     โดยใชโปรแกรม   Microsoft  Access เพื่อใหสามารถจัดเก็บจุลินทรียใหอยูในรูปที่เปน

ระบบ งายตอการเรียกขอมูล โดยการออกแบบใหมีการเก็บบันทึกขอมูลที่สําคัญของจุลินทรียแตละ

ชนิด รวมทั้งขอมูลทางพันธุกรรมของจุลินทรียเหลานั้นดวย 

  

3.2 การจัดเก็บรักษาจุลินทรีย 

  เก็บรักษาจุลินทรียอยางนอย 2 วิธีตอสายพันธุ โดยมีวิธีการเก็บดังนี้ 

  

 3.2.1 การเก็บรักษาแบบ subculture 

 เปนวิธทีี่ใชสําหรับจุลินทรยีที่ไมสามารถเก็บรักษาดวยวิธีแชแข็งหรือแหงแข็งได ทําโดยการ

พิมพชื่อจุลนิทรียแตละชนดิ วันเดือนปทีเ่ก็บเชื้อ ลงบนกระดาษสําหรับติดชื่อเปนจํานวน 2 ชุด แลว นํา

กระดาษแตละแผนไปตดิบนหลอดบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อแตละหลอด ปดทับดวยเทปใสลงบน

แผนกระดาษอีกครั้ง โดยเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อใหเหมาะกบัการเจรญิของจุลนิทรีย ใช loop ปลอดเชื้อ

แตะเชื้อมาขีดซิกแซกไปมาบนผิวหนาวุนซึ่งเปน agar slant เปนจํานวน 2 หลอด นําไปบมที่อณุหภูมิ

และสภาวะที่เหมาะสม เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนัน้นาํไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 10oC 
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3.2.2 การเก็บเชื้อแชแข็งบน glass bead 

 ปเปตเชื้อแบคทีเรยีปริมาตร 1 มล. ใสใน glycerol suspending medium 4 มล. เขยาบน 

vortex mixer เพื่อใหเชื้อกระจายใน glycerol suspending medium หลังจากนัน้ปเปตเชื้อที่แขวนลอย

ใน glycerol suspending medium ใสในหลอดบรรจ ุ glass bead หมุนหลอดไปมาเพื่อใหแนใจวา

แบคทีเรยีเคลือบไปบน bead จนทั่ว แลวจึงใชพาสเจอรปเปตดูดเอา suspension ของเชื้อทีเ่หลือที่กน

ขวดออกใหหมด เพื่อปองกนัไมใหเกิดนํ้าแข็งทีท่ําให glass bead เกาะตดิกัน ติดฉลากชื่อเชื้อบน

หลอดเกบ็เชื้อ ปดทับดวยเทปใสอีกครั้ง นําไปเก็บในกลองพลาสติคแลวจึงเก็บใน deep freezer ที่

อุณหภูมิ -60oC ถึง -75oC 

  

 3.2.3 การเก็บรักษาเชื้อโดยการทําแหงแบบเยือกแข็ง (Freeze-drying) 

 ใชพาสเจอรปเปตปลอดเชื้อ ดูด suspending medium ปริมาณ 1-2 มล. ใสในหลอด agar 

slant แลว จึงใชปลายพลาสเจอรปเปตขูดเชื้อเบา ๆ ที่ผิววุน ทําใหเชื้อกระจายใน suspending 

medium อยางสมํ่าเสมอ อยาใหเกิดฟองอากาศ ใชนิ้วมือดึงจุกสําลีทีป่ดหลอดดวยเทคนิคปลอดเชื้อ   

และใชพาสเจอรปเปตดูด suspension ของแตละเชื้อในปริมาตรหลอดละ 0.2 มล. ใสลงไปในแตละ

หลอดที่พิมพรหัสเชื้อไวแลว ระวังอยาใหปลายพาสเจอรปเปตสัมผัสกับคอคอดของหลอด จากนัน้จึง

เผาปากหลอดอีกครั้งแลวจึงอุดดวยจุกสําลี นําหลอด ampule ที่ใสเชื้อแลวไปแชใน 95% ethyl 

alcohol ที่บรรจใุนบกีเกอรแลวนําไปแชใน freezer อุณหภูมิ –70oC เมื่อเชื้อในหลอดเปนนํ้าแข็ง จึงนํา

บีกเกอรใสในกระติกนํ้าแข็ง เพื่อเคลื่อนยายไปที่เครื่องทําใหแหงแบบเยือกแข็ง 

 

 3.2.4 การเก็บรักษาเชื้อจุลินทรียโดยวิธีแชแข็ง 

 โดยการเกบ็รักษาเชื้อจุลนิทรยีที่อุณหภูมิ -196oC ในถังไนโตรเจนเหลวหรือ -150oC ในตูแช

เยือกแข็ง วิธีนีใ้ชสําหรบัเกบ็รักษาจุลินทรียถาวร โดยเฉพาะสายพันธุที่ไมสามารถเก็บรักษาโดยวิธีการ

ทําแหงแบบเยือกแข็งได หรือเกบ็รักษาจุลินทรียที่อุณหภมูิ -80oC เพื่อเก็บรกัษาจุลนิทรียแบบกึ่งถาวร

โดยเฉพาะสายพนัธุที่อยูระหวางการศึกษาทดลองภายในหนวยงาน 

 

 3.3 การจัดจาํแนกสายพันธุของจลุินทรียที่มีประสิทธภิาพในการจัการสิ่งแวดลอม 

     3.3.1 การสกัดดีเอ็นเอ 

      เพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือกในการยอยสลายโปรตีน แปง ไขมัน เซลลูโลส และ  

เฮมิเซลลูโลสในอาหารเหลวนิวเทรียนต (NB) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
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ชั่วโมง เก็บเกี่ยวเซลลโดยปเปตเชื้อแบคทีเรียมา 1.8 มิลลิลิตร ใสในหลอดขนาดเล็กขนาด 1.9 

มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที เทสวนใสทิ้ง นําไปปน

เหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที จากนั้นใชปเปตดูดสวนใสดาน 

บนทิ้งจนหมด ทําการสกัดดีเอ็นเอโดยใช  UltraCleanTM Microbial DNA Isolation Kit (MoBio 

Laboratories, USA) โดยเติมสารละลาย Micro Bead 300 ไมโครลิตร เขยาเบา ๆ ถายเซลล

แขวนลอยลงใน Micro Bead tube เติมสารละลาย MD1 50 ไมโครลิตร บมในอางควบคุมอุณหภูมิที่

อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ผสมใหเขากันโดยใชเครื่องเขยาแนวนอนที่ความเร็ว

สูงสุด เปนเวลา 10 นาที ปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที ปเปตสวนใสใสในหลอด

ใหม จะไดของเหลวประมาณ 300 ไมโครลิตร เติมสารละลาย MD2 100 ไมโครลิตร ผสมเปนเวลา 5 

วินาที นําหลอดไปแชในอางน้ําแข็งที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ 

10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ใชปเปตดูดสวนใสดานบนออกมาใสหลอดใหม 450 ไมโครลิตร 

เติมสารละลาย MD3 900 ไมโครลิตร ผสมเปนเวลา 5 วินาที ปเปตสวนใส 675 ไมโครลิตร ใสลงใน

หลอดขนาดเล็กที่มีตัวกรอง (spin filter) ปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที เท

สารละลายดานบนทิ้ง ปเปตสวนใสที่เหลือมาอีก 675 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดขนาดเล็กที่มีตัวกรอง 

(spin filter) หลอดเดิม นําไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที เทสารละลาย

ดานบนทิ้ง เติมสารละลาย MD4 300 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที 

เทสวนใสทิ้ง ปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ยายตัวกรอง (spin filter) ลงในหลอด

ขนาดเล็ก (microcentrifuge tube) หลอดใหม เติมสารละลาย MD5 50 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ 

10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที ทิ้งตัวกรอง จะไดดีเอ็นเออยูในหลอดที่บรรจุสารละลาย MD5 

จากนั้นวัดความเขมขนของดีเอ็นเอ โดยใชสเปกโตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 

คํานวณหาความเมขนของดีเอ็นเอตามสูตร 

 

ความเขมขนดีเอ็นเอ (นาโนกรัมตอไมโครลิตร) = A260 x 50 x dilution factor 

 

      3.3.2 การเพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA โดยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) และทํา

ใหบริสุทธิ์ 

 เพิ่มปริมาณยีน 16S rRNA ดัดแปลงจากวิธีการของ Yeung et al. (2002), Sow et al. 

(2005) และ Flint และ Angert (2005) โดยใช primer คือ 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-

3’) และ 520R (5’-ACCGCGGCKCCTCCC-3’) (Operon, Germany) ซึ่งตรงกับลําดับเบสที่ตําแหนง 

V1-V3 ประมาณ (500 bp) ของยีนสวน 16S rRNA ทําการเตรียมปฏิกิริยาที่มีปริมาตรสุดทาย 50 
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ไมโครลิตร ซึ่งในแตละปฏิกิริยาจะประกอบดวย mastermix (Eppendorf, USA) 20 ไมโครลิตร (Mg 

1.5 มิลลิโมลาร, dNTPs 200 ไมโครโมลาร, Taq PMA polymerase 1.25 U) 27F 2 ไมโครลิตร (20 พิ

โกโมลาร) 520R 2 ไมโครลิตร (20 พิโกโมลาร) ดีเอ็นเอ 20 นาโนกรัมตอไมโครลิตร เติมน้ํากลั่นที่ผาน

การฆาเชื้อจนครบ 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นทําการเพิ่มปริมาณโดยใช PCR Sprint 

Thermal Cycler (ยี่หอ Thermohybrid รุน Sprint) โดยตั้งโปรแกรมในการทํางานดังนี้ 

 

Initial denaturation 94  องศาเซลเซียส 5 นาที 

Denaturation 94  องศาเซลเซียส 1 นาที 

Annealing 55  องศาเซลเซียส 1 นาที 

Extension 72  องศาเซลเซียส 1 นาที 

Terminating 72  องศาเซลเซียส 5 นาที 

Hold   4  องศาเซลเซียส จนกวาจะใช 

 

 หลังจากนั้นทําให PCR product บริสุทธิ์ โดยใช TaKaRa SUPRECTM-PCR, Japan ดังนี้     

ปเปต PCR product 50 ไมโครลิตร และ TE buffer (pH 8.0) 400 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน             

นําคอลัมนใสลงในหลอดขนาดเล็ก (eppendorf) นําไปเซนตริฟวจที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ทิ้งของเหลวที่ตกลงในหลอดขนาดเล็ก (eppendorf) 

หลอดใหม เติม TE buffer (pH 8.0) 20 ไมโครลิตร ลงในคอลัมนใชปเปตดูดขึ้นลงและขูดดีเอ็นเอที่คาง

อยูบนฟวเตอรในคอลัมนใหหลุดออกมา คว่ําคอลัมนลงในหลอดขนาดเล็ก (eppendorf) หลอดใหม 

นําไปเซนตริฟวจที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที จะได 

PCR product ที่บริสุทธิ์ 20 ไมโครลิตร นําไป run gel 5 ไมโครลิตร เพื่อตรวจสอบขนาด ความเขมขน

ของ PCR product และสิ่งปนเปอน เริ่มจากเตรียมเจลดวย 1.5 เปอรเซ็นต อะกาโรสเจล จากนั้นวาง

เจลที่มีหลุมที่ปลายดานหนึ่งลงในเครื่อง run gel เท 1X TAE buffer ใหทวมเจล ใช loading dye 

(Fermentas LIFE SCIENCES) 2 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันหยอดลงในหลุมบน

เจลและใช marker ความเขมขน 0.1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร (O’GeneRulerTM 100 bp DNA ladder, 

Fermentas LIFE SCIENCES) จํานวน 5 ไมโครลิตร ผานกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 25 นาที 

ยอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด 15 นาที ลางดวยน้ํากลั่น 10 นาที สองดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตรา

ไวโอเลต และหาลําดับเบสของยีน 16S rRNA จากนั้นนําลําดับเบสที่ไดไปเทียบความคลายกับ 

GenBank database โดยใช BLAST จะทราบจีนัสและสปชีส 

 

25 รอบ 
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4. การผลิตเชื้อจุลินทรียสาํหรับยอยสลายสารในขยะและน้ําเสียเชิงพาณิชย 

 

4.1 การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรียตั้งตนสําหรับทดสอบการบําบัดขยะและน้ําเสียในเชิง
พาณิชย 
 

     นําเชื้อจุลินทรยีที่มีประสทิธิภาพสูงในการยอยสลายเซลลโูลส เฮมเิซลลูโลส แปง โปรตีน และ

ไขมัน จากงานวจิัยการคดัแยกเชื้อจุลินทรยีสําหรับยอยสลายสารในขยะและน้ําเสยี ไดแกBacilli 

bacterium (MJUT026), Bacillus thuringiensis (MJUT033), Bacillus cereus (MJUT076), 

Bacillus subtilis  (MJUT120), Bacillus licheniformis  (MJUT122), Bacillus sp. (MJUT173), 

Pseudoburkholderia malthae (MJUT138), Bacillus amyloliquefaciens (PB004) และ Bacillus 

sp. (PB014) ที่เจรญิในอาหารแข็งมาอยางละ 1 ลูป เลีย้งแยกกนัในอาหารเหลวสําหรับเตรียมหัวเชื้อ

ตั้งตน ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร โดยเชื้อรหัส MJUT026, 

MJUT033 และ MJUT076 เลี้ยงในอาหารเหลวทริปตกิซอย (Trytic soy broth) (ภาคผนวก ก) เชื้อ

รหัส MJUT120, MJUT122, MJUT138, PB004 และ PB014 เลี้ยงในอาหารเหลวนิวเทรียนต 

(Nutrient broth) (ภาคผนวก ก) นําไปเขยาเพื่อเพิ่มปริมาณ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดวย

ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง นําเชื้อจุลนิทรียที่ไดไปผลิตในระดับอุตสาหกรรม 

1.1 เชื้อทดสอบการบําบัดขยะ ไดแก เชื้อเดี่ยวรหัส MJUT076, MJUT138, และเชื้อผสม 

MJUT033, MJUT076, MJUT138, MJUT122 และ PB004 

1.2 เชื้อทดสอบการบําบัดน้ําเสีย ไดแก  เชื้อเดี่ยวรหัส MJUT026, MJUT076, PB014,  เชื้อ

ผสม 1 (เชื้อผสม MJUT026, MJUT076, MJUT122 และ PB014)  

เชื้อผสม 2 (เชื้อผสม MJUT026, MJUT120, MJUT122, MJUT173 และ PB014) 

 

4.2 การผลิตหัวเชื้อจุลินทรียเขมขนในระดับอุตสาหกรรมสําหรับทดสอบการบําบัด
ขยะและน้ําเสียในเชิงพาณิชย 
 

นําเชื้อจุลินทรียที่ไดจากขอ 1.1 และ 1.2 ทั้งเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสมสูตรตางๆ มาผลิตในระดับ

อุตสาหกรรม ทําการขยายเชื้อจุลินทรียสําหรับทดสอบน้ําเสียกับกากน้ําตาลในถังหมักขนาด 2,000 

ลิตร ทําการหมักแบบเติมอากาศและไมเติมอากาศ สวนการทดสอบขยะใชถัง ขนาด 200 ลิตร และ

หมักแบบไมเติมอากาศ ข้ันตอนการเตรียมถังหมักและการขยายหัวเชื้อจุลินทรียมีดังนี้ 
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4.2.1 การเตรียมถังหมักจุลินทรีย 

      นําถังที่ติดตั้งเช็ควาลวขนาด 200 และ 2,000 ลิตร มาทําความสะอาด ฆาเชื้อดวยน้ํารอน

หรือคลอรีนความเขมขน 200 ppm ตั้งทิ้งไวใหแหง ประกอบถังหมักจุลินทรียกับอุปกรณตาง ๆ 

(ภาคผนวก ค) ถังหมักจุลินทรียทดสอบน้ําเสีย เตรียมโดยละลายกากน้ําตาล 155-165 กิโลกรัม เติม

น้ําใหไดระดับปริมาตร 1,800 ลิตร ถังหมักจุลินทรียทดสอบขยะ เตรียมโดยละลายกากน้ําตาล 15-20 

กิโลกรัม เติมน้ําใหไดระดับปริมาตร 180 ลิตร (เหลือพื้นที่วาง 20 เปอรเซ็นตของถัง) 

4.2.2 การขยายหัวเชื้อจุลินทรีย 

      เติมหัวเชื้อจุลินทรียลงในถังหมักจุลินทรียที่เตรียมไว คนผสมใหเขากันดวยชุดกวนน้ําของ

ถังหมัก การหมักแบบเติมอากาศใหเติมอากาศจากเครื่องผลิตออกซิเจนที่ติดตั้งบนถังหมัก วันละ 4 

ชั่วโมง เชาและบาย ครั้งละ 2 ชั่วโมง เปนเวลา 3 วัน ถาเปนการหมักแบบไมเติมอากาศ ใหปลอยทิ้งไว

ตามธรรมชาติ การขยายหัวเชื้อสําหรับทดสอบน้ําเสียทั้งการหมักแบบเติมอากาศและไมเติมอากาศทํา

การตรวจวัดคาความหวาน, คาความเปนกรด-ดาง และนับจํานวนจุลินทรียทั้งหมด ที่ระยะเวลา

แตกตางกัน ทุกๆ 6 ชั่วโมง เริ่มตั้งแต 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66 และ 72 ชั่วโมง 

     

4.3 การศึกษาประสิทธิภาพของจุลินทรียในการบําบัดขยะและน้ําเสีย 

 

4.3.1 การศึกษาประสิทธิภาพของจุลินทรียในการบําบัดขยะ 

      นําขยะเปยก   ซึง่ประกอบดวยเศษอาหารที่มีขาว   และกับขาวที่เหลือจากการบริโภค  

มาผสมกับขยะแหงที่ประกอบดวยเศษหญาและใบไม ในอัตราสวน 2 : 1 โดยน้ําหนัก แบงการทดลอง

ออกเปน 2 แบบดังนี้      

       แบบที่ 1  การทดลองบําบัดขยะโดยใชหัวเชื้อจุลินทรียราดโดยตรง (แบบเปยก) 

                    ทดลองนําเชื้อเดี่ยวรหัส MJUT076, MJUT138 และเชื้อผสมระหวางเชื้อรหัส MJUT033, 

MJUT076, MJUT138, MJUT122 และ PB004 ที่ผลิตไดัในระดับอุตสาหกรรม ไปราดบนขยะทดสอบ 

5 กิโลกรัม ทดลองใชหัวเชื้อปริมาณที่แตกตางกัน 3 ระดับ คือ 3, 6 และ 12 เปอรเซ็นตของปริมาตร

น้ําหนักขยะทดสอบ ซึ่งเทากับ 150, 300 และ 600 มิลลิลิตร หมักไวในถังหมักขยะ เปนเวลา 13 วัน 

เปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ การเปลี่ยนแปลงน้ําหนัก คาความเปนกรด-ดาง(pH) และ

อุณหภูมิทุกๆ 2 วัน กับชุดควบคุมที่ไมไดราดจุลินทรีย   

        แบบที่ 2  การทดลองบําบัดขยะโดยใชหัวเชื้อจุลินทรียทําเปนปุยหมักจุลินทรียกอน 

                      แลวนํามาโรยบนขยะ (แบบแหง) 
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           ทดลองนําเชื้อเดี่ยวรหัส MJUT076, MJUT138 และเชื้อผสม MJUT033, MJUT076, 

MJUT138, MJUT122 และ PB004 ที่ผลิตไดัในระดับอุตสาหกรรม มาทําเปนปุยหมักจุลินทรีย ทดลอง

ผสมหัวเชื้อปริมาณที่แตกตางกัน 3 ระดับ คือ 3, 6 และ 12 เปอรเซ็นตของปริมาตรน้ําหนักขยะทดสอบ 

ซึ่งเทากับ 150, 300 และ 600 มิลลิลิตร ผสมกับ แกลบ รําละเอียด และมูลวัวแหง อยางละ 1 สวน 

หมักไว 7 วัน ไดปุยหมักจุลินทรียแบบแหงมาโรยบนขยะ 5 กิโลกรัมใหทั่ว การใชปุยหมักจุลินทรียโรย

บนขยะจะใชสูตรละ 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนักขยะ คือ 500 กรัม หมักขยะไวในถังหมักขยะ เปนเวลา 

13 วัน เปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ การเปลี่ยนแปลงน้ําหนัก คาความเปนกรด-ดาง(pH) 

และอุณหภูมิทุกๆ 2 วัน กับชุดควบคุมที่ไมไดเติมจุลินทรีย   

 

4.3.2 การศึกษาประสิทธิภาพของจุลินทรียในการบําบัดน้ําเสีย 

      ทดลองนําเชื้อเดีย่วรหัส MJUT026, MJUT076, PB014, เชื้อผสม 1 (เชื้อผสมระหวาง 

เชื้อรหัส MJUT026, MJUT076, MJUT122 และ PB014) และเชื้อผสม 2 (เชื้อผสมระหวางเชื้อรหัส 

MJUT026, MJUT120, MJUT122, MJUT173 และ PB014) ที่ผลิตไดในระดับอุตสาหกรรมทั้งแบบ

เติมอากาศและไมเติมอากาศ ไปเติมในบอน้ําเสียของโรงงานแปรรูปสุกรแมโจ  บริษัทเบทาโกร

ภาคเหนือ เกษตรอุตสาหกรรม จํากัด และโรงแรมเชียงใหมรัตนโกสินทร อ.เมือง จ.เชียงใหม ปริมาณ

เชื้อละ 3 เปอรเซ็นต โดยปริมาตรของน้ําเสียในบอ ทิ้งไวตามระยะเวลาเก็บกักน้ําเสีย (retention time) 

ของบอบําบัด คือ 1 วัน สําหรับโรงงานแปรรูปสุกรฯ และ 2 วัน สําหรับโรงแรม ทําการเก็บน้ําทิ้งกอน

ปลอยสูธรรมชาติมาวิเคราะหประสิทธิภาพของจุลินทรียแตละไอโซเลทในการบําบัดน้ําเสีย โดย

เปรียบเทียบคาบีโอดี(BOD) ของน้ําทิ้งกอนบําบัดและหลังการบําบัด 

 

4.5 การขยายผลการวิจัยสูกลุมเปาหมายและการถายทอดเทคโนโลยี 

 

 จัดฝกอบรมถายทอดเทคโนโลยีการใชเชื้อจุลินทรียที่เหมาะสม  เรื่อง การใชเชื้อจุลินทรียแทน

สารเคมีเพื่อบําบัดน้ําเสียกอนปลอยสูแหลงน้ําธรรมชาติใหกับเกษตรกรชุมชนแมโจและชุมชนใกลเคยีง 

จํานวน 2 รุนๆ ละ 50 คน 
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ผลการทดลอง 

(Results) 

 
1. การคัดเลือกจุลินทรียที่มปีระสิทธิภาพในการยอยสลายสารในขยะและน้าํเสีย 

1.1 ผลการแยกเชื้อจุลินทรียจากตัวอยาง 

   จากการแยกเชื้อจุลินทรียจากตัวอยางน้ําเสีย 5 ตัวอยาง ปลวก 1 ตัวอยาง ดิน 8 ตัวอยาง รํา

ขาว 1 ตัวอยาง ฟางขาว 1 ตัวอยาง มูลสัตว 1 ตัวอยาง เศษอาหาร 2 ตัวอยาง เศษผัก 1 ตัวอยาง 

ลําไสหมู 1 ตัวอยาง และลําไสปลาเผาะ 1 ตัวอยาง  สามารถแยกเชื้อจุลินทรียออกมาไดรวมทั้งหมด 

373 ไอโซเลต ดังแสดงไวในตารางที่ 9 
 
ตารางท่ี 9 จํานวนไอโซเลตที่แยกไดจากตัวอยาง 

ชนิดของตัวอยาง แหลงของตัวอยาง จํานวนไอโซเลต 
ที่แยกได 

รหัสไอโซเลต 

น้ําเสีย หจก. อิสริยะผล 

อ. เมืองเชียงใหม 

16 MJUT001-MJUT016 

น้ําเสีย โรงงานปริ้นเซสฟูด  

จ. เชยีงใหม 

12 MJUT017-MJUT028 

น้ําเสีย โรงงานเอสแอนดพี ซนิดเิคท 

จํากัด (มหาชน) จ. เชยีงใหม 

15 MJUT029-MJUT043 

น้ําเสียบอดกัไขมัน หจก. อิสริยะผล 

อ. เมืองเชียงใหม 

27 MJUT044-MJUT070 

น้ําเสียบอดกัไขมัน โรงงานปริ้นเซสฟูด  

จ. เชยีงใหม 

17 MJUT071-MJUT087 

ปลวก อ. สันทราย จ. เชียงใหม 15 MJUT088-MJUT102 

ดิน อ. สันทราย จ. เชียงใหม 16 MJUT103-MJUT118 

รําขาว โครงการเกษตรทฤษฎีใหม 

มหาวิทยาลัยแมโจ 

25 MJUT119-MJUT143 

ฟางขาว โครงการเกษตรทฤษฎีใหม 

มหาวิทยาลัยแมโจ 

22 MJUT144-MJUT165 

ดินจากกองปุยหมัก โครงการเกษตรทฤษฎีใหม 

มหาวิทยาลัยแมโจ 

16 MJUT166-MJUT181 
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ตารางท่ี 9 จํานวนไอโซเลตที่แยกไดจากตัวอยาง (ตอ) 

ชนิดของตัวอยาง แหลงของตัวอยาง จํานวนไอโซเลต 

ที่แยกได 

รหัสไอโซเลต 

ดินในนาขาว อ. แมริม จ. เชียงใหม 13 MJUT182-MJUT194 

ดินในนาขาว อ. พิชัย จ. อุตรดิตถ 13 MJUT195-MJUT207 

ดินในนาขาว อ. ปางมะผา จ. แมฮองสอน 11 MJUT208-MJUT218 

ดินในปาเตง็รัง อ. เชียงดาว จ. เชียงใหม 13 MJUT219-MJUT231 

ดินในปาเตง็รัง อ. เชียงดาว จ. เชียงใหม 11 MJUT232-MJUT242 

ดินจากแปลงผัก โครงการเกษตรทฤษฎีใหม 

มหาวิทยาลัยแมโจ 

10 MJUT243-MJUT252 

มูลสัตว โครงการเกษตรทฤษฎีใหม 

มหาวิทยาลัยแมโจ 

24 MJUT253-MJUT276 

เศษอาหาร โรงอาหาร  

มหาวิทยาลัยแมโจ 

26 MJUT277-MJUT302 

เศษผัก ตลาดแมโจ อ. สันทราย 15 MJUT303-MJUT317 

ลําไสหมู โครงการ 

มหาวิทยาลัยแมโจ 

10 MJUT318-MJUT327 

เศษอาหาร โรงอาหาร

มหาวิทยาลัยเชยีงใหม 

18 MJUT328-MJUT345 

ลําไสปลาเผาะ จ. นครพนม 28 PB001-PB028 

รวม  373  

  
1.2 ผลการคัดเลือกเชื้อจุลินทรียที่มปีระสิทธิภาพสูงในการยอยสลายสารประกอบ 

     จากการนําเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากตัวอยางแตละชนิดไปทดสอบความสามารถในการยอย

สลายสารประกอบโปรตีน แปง ไขมัน เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส โดยการเพาะเชื้อแบบ point 

inoculation ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง skim milk, starch, tributyrin, CMC และ xylan ตามลําดับ วัด

ขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีและบริเวณใสที่ เกิดขึ้น สามารถคัดเลือกไดจุลินทรียที่มี

ประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบตางๆ ได ดังนี้ คือ 

จุลินทรียที่สามารถยอยสลาย skim milk ไดดี ซึ่งใหความกวางของโซนใสตั้งแต 10 มิลลิเมตร 

ขึ้นไป จํานวน 7 ไอโซเลต ไดแก MJUT033, MJUT074, MJUT075, MJUT127, MJUT130, 
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MJUT173 และ MJUT181 โดยมี MJUT173 ที่สามารถยอยสลาย skim milk ไดดี และใหเสนผาน

ศูนยกลางของโซนใสสูงสุดเทากับ 38 มิลลิเมตร ดังแสดงไวในตารางที่ 10 

 

ตารางท่ี 10 แสดงไอโซเลตที่สามารถยอยสลาย skim milk ไดดี   

รหัสเชื้อ 

ความกวางของโซนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร)1 

Skim milk Starch Tributyrin Carboxy methyl 
cellulose 

Xylan 

MJUT033 28/12 = 16 63/52 = 11 62/59 = 3 - 41/37 = 4 

MJUT074 32/22 = 10 42/40 = 2 24/18 = 6 - 4/3 = 1 

MJUT075 33/18 = 15 42/28 = 14 31/22 = 9 - 17/16 = 1 

MJUT127 32/18 = 14 7/4 = 3 11/10 = 1 - - 

MJUT130 38/23 = 15 - - - - 

MJUT173 48/10 = 38 - - - - 

MJUT181 19/1 = 18 16/12 = 4 - - - 

หมายเหตุ   1ความกวางของโซนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร) = ผลตางของเสนผานศูนยกลางของโซนที่มีการยอย 

                     สลายและเสนผานศูนยกลางของโคโลนี 

- คือ    ไมมีการเจริญเติบโตหรือไมเกิดโซนใส 

 

จุลินทรียที่สามารถยอยสลาย starch ไดดี ซึ่งใหความกวางของโซนใสตั้งแต 15 มิลลิเมตร ขึ้น

ไป จํานวน 13 ไอโซเลต ไดแก MJUT071, MJUT076, MJUT108, MJUT120, MJUT143, MJUT186, 

MJUT192, MJUT197, MJUT198, MJUT218, MJUT241, MJUT283 และ MJUT339 โดยมี 

MJUT071 ที่สามารถยอยสลาย starch ไดดี และใหเสนผานศูนยกลางของโซนใสสูงสุดเทากับ 24 

มิลลิเมตร ดังแสดงไวในตารางที่ 11 
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ตารางท่ี 11 แสดงไอโซเลตที่สามารถยอยสลาย starch ไดดี  

รหัสเชื้อ 

ความกวางของโซนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร)1 

Skim milk Starch Tributyrin Carboxy methyl 
cellulose 

Xylan 

MJUT071 - 32/8 = 24 36/35 = 1 - 21/20 = 1 

MJUT076 46/42 = 4 55/32 = 23 41/35 = 6 - 19/18 = 1 

MJUT108 - 24/8 = 16 18.5/18 = 0.5 - 14/3 = 11 

MJUT120 14/5 = 9 32/10 = 22 13/8 = 5 - 20/18 = 2 

MJUT143 40.5/40 = 0.5 32/15 = 17 49/48 = 1 - 14/4 = 10 

MJUT186 - 26/11 = 15 20/10 = 10 - - 

MJUT192 - 20/5 = 15 - - - 

MJUT197 - 27/5 = 22 - - 25/5 = 20 

MJUT198 - 22/5 = 17 - - 7/4 = 3 

MJUT218 - 23/6 = 17 5.5/4.5 = 1 - 13/5 = 8 

MJUT241 - 25/5 = 20 11/10 = 1 - - 

MJUT283 - 21/6 = 15 - 5/2 = 3 15/3 = 12 

MJUT339 17/15 = 2 23/8 = 15 - - - 

หมายเหตุ   1ความกวางของโซนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร) = ผลตางของเสนผานศูนยกลางของโซนที่มีการยอย 

                     สลายและเสนผานศูนยกลางของโคโลนี 

- คือ    ไมมีการเจริญเติบโตหรือไมเกิดโซนใส 

 

จุลินทรียที่สามารถยอยสลาย tributyrin ไดดี ซึ่งใหความกวางของโซนใสตั้งแต 10 มิลลิเมตร 

ขึ้นไป จํานวน 12 ไอโซเลต ไดแก MJUT006, MJUT011, MJUT019, MJUT026, MJUT035, 

MJUT036, MJUT125, MJUT138, MJUT162, MJUT184, MJUT186 และ MJUT228 โดยมี 

MJUT138 ที่สามารถยอยสลาย tributyrin ไดดี และใหเสนผานศูนยกลางของโซนใสสูงสุดเทากับ 18 

มิลลิเมตร ดังแสดงไวในตารางที่ 12 
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ตารางท่ี 12 แสดงไอโซเลตที่สามารถยอยสลาย tributyrin ไดดี  

รหัสเชื้อ 

ความกวางของโซนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร)1 

Skim milk Starch Tributyrin 
Carboxy methyl 

cellulose 
Xylan 

MJUT006 - - 18/6 = 12 - 7/6 = 1 

MJUT011 - - 16/4 = 12 - - 

MJUT019 14/10 = 4 12/9 = 3 24/14 = 10 - 18/4 = 14 

MJUT026 8/5 = 3 14/10 = 4 36/22 = 14 - 14/10 = 4 

MJUT035 2/1 = 1 3/1 = 2 18/8 = 10 - - 

MJUT036 - 24/19 = 5 56/44 = 12 - 12/6 = 6 

MJUT125 - 7/6 = 1 25/10 = 15 - - 

MJUT138 - 6/5 = 1 21/3 = 18 - - 

MJUT162 52/51 = 1 - 24/12 = 12 - 20/11 = 9 

MJUT184 - 37/24 = 13 20/10 = 10 - - 

MJUT186 - 26/11 = 15 20/10 = 10 - - 

MJUT228 - 8/3 = 5 45/35 = 10 - 8/3 = 5 

หมายเหตุ   1ความกวางของโซนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร) = ผลตางของเสนผานศูนยกลางของโซนที่มีการยอย 

                     สลายและเสนผานศูนยกลางของโคโลนี 

- คือ    ไมมีการเจริญเติบโตหรือไมเกิดโซนใส 

 

จุลินทรียที่สามารถยอยสลาย carboxy methyl cellulose ไดดี ซึ่งใหความกวางของโซนใส

ตั้งแต 3 มิลลิเมตร ขึ้นไป จํานวน 7 ไอโซเลต ไดแก MJUT027, MJUT067, MJUT121, MJUT122, 

MJUT283, MJUT293 และ MJUT298 โดยมี MJUT122 ที่สามารถยอยสลาย  ไดดี และใหเสนผาน

ศูนยกลางของโซนใสสูงสุดเทากับ 8 มิลลิเมตร ดังแสดงไวในตารางที่ 13 
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ตารางท่ี 13 แสดงไอโซเลตที่สามารถยอยสลาย carboxy methyl cellulose ไดดี 

รหัสเชื้อ 

ความกวางของโซนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร)1 

Skim milk Starch Tributyrin Carboxy methyl 
cellulose 

Xylan 

MJUT027 - - - 6/3 = 3 - 

MJUT067 - - - 6/1 = 5 - 

MJUT121 40/34 = 6 - 8.5/8 = 0.5 7/3 = 4 - 

MJUT122 - 12/7 = 5 16/9 = 7 12/5 =8 11/4 = 7 

MJUT283 - 21/6 = 15 - 5/2 = 3 15/3 = 12 

MJUT293 - - - 5/2 = 3 8/4 = 4 

MJUT298 - - - 6/3 = 3 - 

หมายเหตุ   1ความกวางของโซนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร) = ผลตางของเสนผานศูนยกลางของโซนที่มีการยอย 

                     สลายและเสนผานศูนยกลางของโคโลนี 

- คือ    ไมมีการเจริญเติบโตหรือไมเกิดโซนใส 

 

จุลินทรียที่สามารถยอยสลาย xylan ไดดี ซึ่งใหความกวางของโซนใสตั้งแต 15 มิลลิเมตร ขึ้น

ไป จํานวน 19 ไอโซเลต ไดแก MJUT115, MJUT139, MJUT165, MJUT178, MJUT197, MJUT319, 

MJUT325, MJUT342, PB002, PB004, PB006, PB007, PB009, PB010, PB013, PB014, PB015, 

PB016 และ PB024 โดยมี PB013 ที่สามารถยอยสลาย xylan ไดดี และใหเสนผานศูนยกลางของโซน

ใสสูงสุดเทากับ 25 มิลลิเมตร ดังแสดงไวในตารางที่ 14 
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ตารางท่ี 14 แสดงไอโซเลตที่ยอยสลาย xylan ไดดี  

รหัสเชื้อ 

ความกวางของโซนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร)1 

Skim milk Starch Tributyrin Carboxy methyl 
cellulose 

Xylan 

MJUT115 - - 18/9 = 9 - 20/5 = 15 

MJUT139 - - 45/42 = 3 - 21/5 = 16 

MJUT165 - 56/48 = 8 25/20 = 5 - 22/6 = 16 

MJUT178 - 9/5 = 4 6/5 = 1 - 27/7 = 20 

MJUT197 - 27/5 = 22 - - 25/5 = 20 

MJUT319 11/10 = 1 - 16/10 = 6 - 43/37 =16 

MJUT325 - - 7/6 = 1 - 26/11 = 15 

MJUT342 - 30/25 = 5 5.5/5 = 0.5 - 22/4 = 18 

PB002 26/23 = 3 20/8 = 12 21/20 = 1 - 28/13 = 15 

PB004 24/21 = 3 24/15 = 9 16/14 = 2 - 26/4 = 22 

PB006 21/18 = 3 25/12 = 13 17/13 = 4 - 22/6 = 16 

PB007 27/25 = 2 26/22 = 4 18/15 = 3 - 20/4.5 = 15.5 

PB009 21/20 = 1 21/20 = 1 18/16 = 2 - 20/2 = 18 

PB010 26/25 = 1 25/22 = 3 17/15 = 2 - 27/10 = 17 

PB013 - - 9/6 = 3 - 38/13 = 25 

PB014 4/3 = 1 11/8 = 3 10/6 = 4 - 25/5 = 20 

HPB015 27/26 = 1 22/13 = 9 22/20 = 2 - 29/11 = 18 

HPB016 - 21/15 = 6 15/11 = 4 - 20/4 = 16 

HPB024 - - - - 17/1.5 = 15.5 

หมายเหตุ   1ความกวางของโซนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร) = ผลตางของเสนผานศูนยกลางของโซนที่มีการยอย 

                     สลายและเสนผานศูนยกลางของโคโลนี 

- คือ    ไมมีการเจริญเติบโตหรือไมเกิดโซนใส 

 

จากจุลินทรียจํานวนดังกลาว เมื่อนํามาคัดเลือกเฉพาะเชื้อที่สามารถเจริญไดดีและมี

ประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบไดสูงและสามารถยอยสลายสารประกอบไดหลายชนิด

เทานั้น พบวาสามารถคัดเลือกได จํานวน 16 ไอโซเลต ดังแสดงไวในตารางที่ 15 
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ตารางท่ี 15 แสดงไอโซเลตที่สามารถยอยสลายสารประกอบ 5 ชนดิ 

รหัสเชื้อ 

ความกวางของโซนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร)1 

Skim milk Starch Tributyrin Carboxy methyl 
cellulose 

Xylan 

MJUT026 8/5 = 3 14/10 = 4 36/22 = 14 - 14/10 = 4 

MJUT033 28/12 = 16 63/52 = 11 62/59 = 3 - 41/37 = 4 

MJUT067 - - - 6/1 = 5 - 

MJUT071 - 32/8 = 24 36/35 = 1 - 21/20 = 1 

MJUT075 33/18 = 15 42/28 = 14 31/22 = 9 - 17/16 = 1 

MJUT076 46/42 = 4 55/32 = 23 41/35 = 6 - 19/18 = 1 

MJUT120 14/5 = 9 32/10 = 22 13/8 = 5 - 20/18 = 2 

MJUT122 - 12/7 = 5 16/9 = 7 12/5 =8 11/4 = 7 

MJUT125 - 7/6 = 1 25/10 = 15 - - 

MJUT138 - 6/5 = 1 21/3 = 18 - - 

MJUT173 48/10 = 38 - - - - 

MJUT178 - 9/5 = 4 6/5 = 1 - 27/7 = 20 

MJUT197 - 27/5 = 22 - - 25/5 = 20 

PB004 24/21 = 3 24/15 = 9 16/14 = 2 - 26/4 = 22 

PB013 - - 9/6 = 3 - 38/13 = 25 

PB014 4/3 = 1 11/8 = 3 10/6 = 4 - 25/5 = 20 

หมายเหตุ   1ความกวางของโซนใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร) = ผลตางของเสนผานศูนยกลางของโซนที่มีการยอย 

                     สลายและเสนผานศูนยกลางของโคโลนี 

- คือ    ไมมีการเจริญเติบโตหรือไมเกิดโซนใส 

 

1.3 ผลการจัดจาํแนกสายพันธุของจุลินทรียที่คัดแยกได 

จากการทดสอบคุณสมบัติในการยอยสลายสารประกอบโปรตีน แปง ไขมัน เซลลูโลส และเฮมิ

เซลลูโลสของจุลินทรียที่คัดแยกได พบวามี 9 ไอโซเลต ที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบ

โปรตีน แปง ไขมัน เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส และมีผลการทดสอบอยูในขั้นที่ดี จึงใชเทคนิคทางดาน

ชีววิทยาโมเลกุลในการยืนยันและจัดจําแนกสายพันธุของแบคทีเรียดังกลาว โดยการหาลําดับเบสของ

ยีน 16S rRNA แลวเปรียบเทียบกับธนาคารยีนโดยใชโปรแกรม BLASTn ของ The National Center 
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for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) สามารถจําแนกแบคทีเรีย

ทั้ง 9 ไอโซเลต ไดดังตารางที่ 16 

 

ตารางท่ี 16 จีนัสและสปชีสของแบคทเีรียที่คดัเลือกไดและมีประสิทธิภาพในการยอยสลายสาร 

                   ประกอบโปรตีน แปง ไขมัน เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส  

ไอโซเลต สายพันธุ เปอรเซ็นตความเหมือน 

MJUT026 Uncultured Bacilli bacterium 100 

MJUT033 Bacillus thuringiensis 98.6 

MJUT076 Bacillus cereus 99.8 

MJUT120 Bacillus subtilis 99.8 

MJUT122 Bacillus licheniformis 99.4 

MJUT138 Pseudoburkholderia malthae 98.6 

MJUT173 Bacillus sp. 99.8 

PB004 Bacillus amyloliquefaciens 99.8 

PB014 Bacillus sp. 99.6 

 

1.4 ผลการทดสอบกิจกรรมจุลินทรียที่คัดเลือกไดในการบําบัดขยะ 

จากการคัดเลือกจุลินทรียในขั้นตน ไดพิจารณาจากประสิทธิภาพในการยอยสลาย

สารประกอบโปรตีน แปง ไขมัน เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส ดวยการหาความกวางของโซนใสรอบ

โคโลนี ซึ่งเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบดังกลาวขางตนไดดีจะมีคาความ

กวางของโซนใสรอบโคโลนีสูง ในการคัดเลือกขั้นตนนี้จึงไดนําเชื้อ MJUT026, MJUT033, MJUT076, 

MJUT120, MJUT122, MJUT138, MJUT173, PB004 และ PB014 มาใชในการทดสอบการบําบัด

ขยะ โดยคัดเลือกเชื้อ MJUT026 และ MJUT138 เนื่องจากสามารถยอยสลาย tributyrin ไดดี คัดเลือก

MJUT033 และ MJUT173 เนื่องจากสามารถยอยสลาย skim milk ไดดี คัดเลือก MJUT076 และ 

MJUT120 เนื่องจากสามารถยอยสลาย starch ไดดี คัดเลือก MJUT122 เนื่องจากสามารถยอยสลาย 

carboxy methyl cellulose ไดดี คัดเลือก PB004 และ PB014 เนื่องจากสามารถยอยสลาย xylan ได

ดี หลังจากนําสารละลายแขวนลอยเซลลที่ไดไปเติมในสวนผสมของขยะเปยกและขยะแหงใน

อัตราสวน 2 : 1 โดยน้ําหนัก ไดผลดังนี้คือ 

ผลการวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) ในขยะทุกวัน พบวาพีเอชของขยะวันแรกถึงวันที่ 3 ของ

การบําบัด มีคาเทากับ 7 ซึ่งเทากับขยะที่ไมไดเติมเชื้อจุลินทรีย  โดยพบวาไอโซเลต MJUT076 และ 
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MJUT138 จะมีคาการเปลี่ยนแปลงของพีเอชใกลเคียงกับชุดควบคุม โดยคาพีเอชของขยะจะสูงขึ้นใน

วันที่ 4-6 คือเทากับ 8 และคาพีเอชของขยะจะสูงขึ้นอีกในวันที่ 7-12 คือมีคาเทากับ 9 ในสวนของเชื้อ

ผสมทั้ง 3 กลุม พบวา มีการเปลี่ยนแปลงคาพีเอชใกลเคียงกับไอโซเลตเชื้อเดี่ยว MJUT026, 

MJUT033, MJUT120, MJUT122, MJUT173, PB004 และ PB014 แตต่ํากวาชุดควบคุม ดังแสดงไว

ในตารางที่ 17 

 

ตารางท่ี 17 ผลของพีเอชในแตละวันของขยะที่ผานการบาํบัดดวยจุลนิทรียเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม 

จุลินทรีย 
เวลา (วัน) 

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

กลุมควบคุม 7 7 7 8 8 8 9 9 9 9 9 9 

MJUT026 7 7 7 8 8 8 8 9 9 9 9 9 

MJUT033 7 7 7 8 8 8 8 9 9 9 9 9 

MJUT076 7 7 7 8 8 8 9 9 9 9 9 9 

MJUT120 7 7 7 8 8 8 8 9 9 9 9 9 

MJUT122 7 7 7 8 8 8 8 9 9 9 9 9 

MJUT138 7 7 7 8 8 8 9 9 9 9 9 9 

MJUT173 7 7 7 8 8 8 8 8 9 9 9 9 

PB004 7 7 7 8 8 8 8 9 9 9 9 9 

PB014 7 7 7 8 8 8 8 8 9 9 9 9 

เชื้อผสม A 7 7 7 8 8 8 8 8 9 9 9 9 

เชื้อผสม B 7 7 7 8 8 8 8 8 9 9 9 9 

เชื้อผสม C 7 7 7 8 8 8 8 9 9 9 9 9 

หมายเหตุ  เชื้อผสม A หมายถึง เชื้อผสม MJUT026, MJUT033, MJUT076, MJUT120, MJUT122,     

                            MJUT138, MJUT173, PB004 และ PB014 

  เชื้อผสม B หมายถึง เชื้อผสม MJUT033, MJUT076, MJUT122, MJUT138 และ PB004 

เชื้อผสม C หมายถึง เชื้อผสม MJUT026, MJUT120, MJUT122, MJUT173 และ PB014 

 

 จากการวัดอุณหภูมิของขยะที่ผานการบําบัด พบวา ในวันแรกขยะมีอุณหภูมิ เทากับ

อุณหภูมิหอง คือ 31 องศาเซลเซียส ในวันที่ 2-9 ของการบําบัด ขยะที่เติมเชื้อมีอุณหภูมิสูงกวา

อุณหภูมิหอง การบําบัดขยะโดยใชเชื้อเดี่ยว พบวา ไอโซเลต MJUT076 และ MJUT138 มีอุณหภูมิ

ของขยะสูงกวาขยะที่ไมไดเติมเชื้อจุลินทรีย และขยะทั้งที่เติมเชื้อกับไมไดเติมเชื้อจุลินทรียจะมอีณุหภมูิ
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ของขยะสูงกวาอุณหภูมิหอง และอุณหภูมิของขยะที่ผานการบําบัดจะเริ่มลดลงต่ํากวาอุณหภูมิหอง ใน

วันที่ 10-12 และมีอุณหภูมิเทากับอุณหภูมิหองในวันสุดทายของการบําบัด สวนการบําบัดขยะดวยเชื้อ

ผสม พบวาเชื้อจุลินทรียผสมทั้ง 3 กลุม มีอุณหภูมิของขยะในวันแรกเทากับอุณหภูมิหองและอุณหภูมิ

ของขยะจะสูงขึ้นจนกระทั่งวันที่ 10 ของการบําบัด อุณหภูมิของขยะจะเริ่มลดลงจนกระทั่งอุณหภูมิ

ของขยะเทากับอุณหภูมิหองในวันสุดทายของการบําบัด แตอุณหภูมิของขยะที่บําบัดดวยเชื้อผสมทั้ง 3 

กลุม ในระหวางการบําบัดมีคาต่ํากวาชุดควบคุม ดังแสดงไวในตารางที่ 18  

 

ตารางท่ี 18 ผลของอุณหภูมิในแตละวันของขยะที่ผานการบําบัดดวยจุลินทรยีเชื้อเดีย่วและเชื้อผสม 

จุลินทรีย 
เวลา (วัน) 

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

อุณหภูมิหอง 31.0 31.0 30.0 30.0 30.0 31.0 31.0 31.0 30.0 30.0 30.0 28.0 

กลุมควบคุม 31.0 32.0 32.5 33.0 35.0 36.0 34.0 34.0 31.0 29.0 29.0 28.5 

MJUT026 31.0 32.5 31.5 31.5 32.5 33.0 33.0 34.0 31.0 29.5 29.5 28.0 

MJUT033 31.0 32.5 33.0 33.0 33.0 35.0 34.0 34.0 31.0 28.8 28.8 28.0 

MJUT076 31.0 33.5 33.0 33.0 38.0 38.5 36.0 36.0 33.0 29.0 29.0 28.5 

MJUT120 31.0 32.5 31.5 31.5 32.5 33.0 33.0 34.0 31.0 29.5 29.5 28.0 

MJUT122 31.0 32.0 33.0 33.0 37.0 38.0 35.0 35.0 33.8 29.0 29.0 28.5 

MJUT138 31.0 33.0 35.0 35.0 37.5 38.0 35.5 35.5 33.5 28.8 28.8 28.0 

MJUT173 31.0 32.0 32.5 32.5 37.2 38.0 35.5 35.5 33.2 28.5 28.5 28.5 

PB004 31.0 32.5 33.0 33.0 33.0 35.0 34.0 34.0 31.0 28.8 28.8 28.0 

PB014 31.0 32.0 32.5 32.5 38.0 38.5 35.5 35.5 33.5 28.2 28.2 28.5 

เชื้อผสม A 31.0 32.2 31.5 31.5 32.5 33.0 33.0 34.0 31.0 28.2 28.2 28.5 

เชื้อผสม B 31.0 32.5 31.5 31.5 32.5 33.0 33.0 34.0 31.0 28.0 28.0 27.5 

เชื้อผสม C 31.0 32.0 32.0 32.5 33.0 35.0 34.0 34.0 31.0 28.0 28.0 27.5 

หมายเหตุ  เชื้อผสม A หมายถึง เชื้อผสม MJUT026, MJUT033, MJUT076, MJUT120, MJUT122,     

                            MJUT138, MJUT173, PB004 และ PB014 

  เชื้อผสม B หมายถึง เชื้อผสม MJUT033, MJUT076, MJUT122, MJUT138 และ PB004 

เชื้อผสม C หมายถึง เชื้อผสม MJUT026, MJUT120, MJUT122, MJUT173 และ PB014 

 

ผลการวัดแอมโมเนียในขยะทุกวนั พบวา มีแอมโมเนียเกิดขึ้นตั้งแตวันที่ 2 ของการบําบัด และ

มีความเขมขนเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง จนถึงวันที่ 12 ของการบําบัด โดยไอโซเลต MJUT076 และ 
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MJUT138 มีความเขมขนของแอมโมเนียสูงกวาในขยะที่ไมเติมเชื้อ จนกระทั่งในวันที่ 10 ของการ

บําบัดจึงมีความเขมขนของแอมโมเนียเทากับชุดควบคุม สวนเชื้อผสมจะมีความเขมขนของแอมโมเนีย

ใกลเคียงกับกลุมควบคุม แตเกิดปริมาณแอมโมเนียไดชากวา ดังแสดงไวในตารางที่ 19  

 

ตารางท่ี 19 ผลของแอมโมเนียในแตละวันของขยะที่ผานการบําบัดดวยจุลินทรียเชื้อเดีย่วและเชื้อผสม 

จุลินทรีย 
เวลา (วัน) 

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

กลุมควบคุม -- -- + 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 4+ 

MJUT026 -- -- + + 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 

MJUT033 -- -- + + 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 

MJUT076 -- + 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 

MJU120 -- -- + + 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 4+ 

MJUT122 -- -- + + 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 

MJUT138 -- + 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 

MJUT173 -- -- + + 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 

PB004 -- -- + 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 

PB014 -- -- + + 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 

เชื้อผสม A -- -- + 2+ 3+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 

เชื้อผสม B -- -- + + 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 

เชื้อผสม C -- -- + + 2+ 2+ 2+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 

หมายเหตุ  เชื้อผสม A หมายถึง เชื้อผสม MJUT026, MJUT033, MJUT076, MJUT120, MJUT122,     

                            MJUT138, MJUT173, PB004 และ PB014 

  เชื้อผสม B หมายถึง เชื้อผสม MJUT033, MJUT076, MJUT122, MJUT138 และ PB004 

เชื้อผสม C หมายถึง เชื้อผสม MJUT026, MJUT120, MJUT122, MJUT173 และ PB014 

 

 การบําบัดขยะโดยใชเชื้อเดี่ยว พบวา น้ําหนักขยะที่ผานการบําบัดโดยไอโซเลต MJUT076 

และ MJUT138 มีคาลดลง 13.06 และ 12.97 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งมีคาใกลเคียงกับขยะที่ผาน

การบําบัดโดยไมไดเติมเชื้อจุลินทรียที่มีเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนักเทากับ 12.16 เปอรเซ็นต สวน

การบําบัดขยะโดยใชเชื้อผสมกลุม A, B และ C พบวา มีเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนักขยะใกลเคียง

กับชุดควบคุมคือ 10.12, 10.42 และ 11.06 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังภาพที่ 12 
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ภาพที่ 12 เปรียบเทยีบประสทิธิภาพการยอยสลายขยะระหวางไอโซเลตที่คดัเลือกแบบเชื้อเดีย่วและ 

              เชื้อผสม 

 

1.5 ผลการทดสอบกิจกรรมจุลินทรียที่คัดเลือกไดในการบําบัดน้าํเสยี 
1.5.1 เชื้อเดี่ยว 

 จากการนําไอโซเลต MJU026, MJU033, MJU076, MJU120, MJU122, MJU138, 

MJU173, PB004 และPB014 ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบโปรตีน แปง ไขมัน 

ไดมาศึกษาถึงประสิทธิภาพในการบําบัดน้ําเสีย โดยทําการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแตละไอโซเลตใน

ตัวอยางน้ําเสีย ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ปริมาณกลาเชื้อเริ่มตนของแตละไอโซเลตที่เติมลงไปเทากับ     

3 เปอรเซ็นต ทําการเพาะเลี้ยงโดยการใหอากาศดวยการเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที             

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซึ่งหลังจากเติมกลาเชื้อเริ่มตนแลวจะบมเปนเวลา 5 วัน จากนั้นนํา

ตัวอยางน้ํามาวิเคราะหหาคาบีโอดี นําผลที่ไดมาเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อจุลินทรีย  

 จากการทดลองพบวาการทดสอบการบําบัดน้ําเสียในระบบฟลาสก ที่มีคาบีโอดีเริ่มตนที่ 

4,200 มิลลิกรัมตอลิตร หลังจากศึกษาการใชไอโซเลตที่คัดเลือกในการบําบัดน้ําเสียในชวงระยะเวลาที่

กําหนด พบวาในสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบเขยาซึ่งมีการแลกเปลี่ยนออกซิเจนอยูตลอดเวลาเหมอืนกบั

ชั้นน้ําภายในบอบําบัดน้ําเสีย ชุดควบคุมซึ่งไมมีการเติมเชื้อบีโอดีสามารถลดบีโอดีได 88.57 

เปอรเซ็นต ไอโซเลต MJUT026 และPB014 สามารถลดคาบีโอดีไดสูงสุด 95.71 เปอรเซ็นต ไอโซเลต 
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MJUT033, MJUT076 และMJUT122, PB004 สามารถลดคาบีโอดีได 91.43 และ 90.00 เปอรเซ็นต 

เรียงตามลําดับ   

 เมื่อพิจารณาผลการบําบัดน้ําเสียจากโรงงานที่มีสารประกอบอินทรียประเภทคารโบไฮเดรต

เปนองคประกอบหลัก พบวาเชื้อไอโซเลต MJUT026, PB014, MJUT033, MJUT076, MJUT122 และ 

PB004 สามารถลดคาบีโอดีไดดีกวาชุดควบคุม เนื่องจากแตละไอโซเลตเปนเชื้อที่มีความสามารถใน

การยอยสลายแปงไดดี ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของอําพล (2546) ที่พบวาคารโบไฮเดรตที่ละลายน้ํา

จะถูกจุลินทรียในระบบนําไปใชมากที่สุด รองลงมาคือไขมัน และโปรตีน ตามลําดับ ในขณะที่ไอโซเลต 

MJUT120, MJUT138 และMJUT173 เปนจุลินทรียที่สามารถยอยสลายโปรตีน และไขมันไดดี แตมี

ประสิทธิภาพในการยอยสลายคารโบไฮเดรตไดนอย จึงทําใหผลการลดคาบีโอดีมีคาใกลเคียงกับกลุม

ควบคุม (ภาพที่ 13) 
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ภาพที่ 13 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายบีโอดีหลังการบําบัดดวยเชื้อเดีย่ว 

  

 ในสวนของการทดสอบการบําบัดน้ําเสียโดยใชเชื้อเดี่ยวแบบไมเขยาพบวา ชุดควบคุมซึ่งไมได

เติมเชื้อจุลินทรียลงไป สามารถลดคาบีโอดีไดเชนเดียวกัน แตความสามารถในการลดปริมาณบีโอดีนั้น

จะต่ํากวาการบําบัดในสภาวะใหอากาศ โดยสามารถลดได 85.71 เปอรเซ็นต โดยปริมาณบีโอดีที่

ลดลงอาจเปนผลมาจากกิจกรรมของจุลินทรียที่ปนเปอนอยูภายในบอบําบัดน้ําเสีย 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียที่คัดเลือกมาบําบัดน้ําเสียแบบไมเขยา พบวา      

ไอโซเลต MJUT026 และMJUT122 มีประสิทธิภาพในการลดปริมาณบีโอดีจากตัวอยางน้ําเสียได
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เทากัน โดยสามารถลดบีโอดีได 87.14 เปอรเซ็นต ซึ่งสามารถลดบีโอดีของน้ําเสียลงไดดีกวาชุด

ควบคุม 10.00 เปอรเซ็นต สวนไอโซเลต MJUT120, MJUT138, PB004 และMJUT173 สามารถลด  

บีโอดีจากตัวอยางน้ําเสียได 82.86, 81.43, 80.00 และ75.71 ตามลําดับ และMJUT033, MJUT076 

และ PB014 สามารถลดคาบีโอดีจากตัวอยางน้ําเสียไดเทากันคือ 77.14 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคาต่ํากวาชุด

ควบคุมซึ่งไมมีการเติมเชื้อจุลินทรีย ดังนั้นปริมาณสารอินทรียที่เพิ่มมากขึ้นในกรณีของไอโซเลต 

MJUT033, MJUT076, MJUT120, MJUT138, MJUT173, PB004 และPB014 นาจะเปนผลมาจาก

ปริมาณเซลลของจุลินทรียแตละไอโซเลตที่เติมเขาไปในระบบ ซึ่งกิจกรรมของจุลินทรียที่คัดเลือกที่

เกิดขึ้นภายในระบบอาจทําการยอยสลายสารอินทรียจากน้ําเสียไดบางในชวงระยะแรกของการบม แต

เมื่อระยะเวลาผานไปปริมาณออกซิเจนในระบบลดลง กาซคารบอนไดออกไซดเพิ่มปริมาณมากขึ้น 

รวมถึงจุลินทรียที่ปะปนอยูกับน้ําเสียที่นํามาทดสอบเจริญเติบโตมากขึ้นและปลดปลอยสารบางอยาง

ออกมานอกเซลล เปนผลใหจุลินทรียที่คัดเลือกตายลงและเกิดการยอยสลายกลายเปนสารอินทรีย

สะสมอยูภายในระบบ ดังนั้น เมื่อวิเคราะหหาคาปริมาณบีโอดีจากตัวอยางน้ําเสียจึงพบวามีปริมาณ

ของบีโอดีสูงกวาในชุดควบคุม 

 

1.5.2 เชื้อผสม 

นําไอโซเลตทั้ง 7 ที่คัดเลือกมาผสมในสัดสวนที่เทากัน และแบงกลุมการทดลองเปน 3 กลุมคือ 

กลุมที่  1 เชื้อไอโซเลต MJUT026, MJUT033, MJUT076, MJUT120, MJUT122, MJUT138, 

MJUT173, PB004 และPB014 กลุมที่ 2 เชื้อไอโซเลต MJUT033, MJUT076, MJUT122, MJUT138 

และPB004 กลุมที่ 3 เชื้อไอโซเลต MJUT026, MJUT120, MJUT122, MJUT173 และPB014 โดย

กําหนดสัญลักษณของตัวอยางเปน A, B และ C ตามลําดับ ตัวอยางทั้ง 3 กลุม ถูกนํามาทดสอบ

ประสิทธิภาพในการยอยสลายอินทรียจากน้ําเสีย โดยแบงกลุมการทดลองและสภาวะที่มีการเขยาใน 

ฟลาสกเพื่อใหอากาศ จากนั้นนําตัวอยางน้ําจากแตละตัวอยางมาหาคาบีโอดีที่ลดลงเปรียบเทียบกับ

ชุดควบคุม (ภาพที่ 14) 

จากภาพที่ 14 พบวาตัวอยาง B, A และC สามารถลดคาบีโอดีในสภาวะใหอากาศโดยการ

เขยาได 88.57, 82.86 และ77.14 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งมีคาต่ํากวาชุดควบคุมที่ไมมีการเติม

เชื้อจุลินทรีย เมื่อพิจารณาตัวอยาง A พบวา สามารถลดคาบีโอดีไดใกลเคียงกับกลุมควบคุมคือ 88.57 

เปอรเซ็นต 
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ภาพที่ 14 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายบีโอดีหลังการบําบัดดวยเชื้อผสม 

 

 เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองการบําบัดน้ําเสียแบบเติมอากาศและไมเติมอากาศ พบวา 

ปริมาณออกซิเจนมีผลตอประสิทธิภาพการยอยสลายสารอินทรียในน้ําเสีย จากภาพที่ 14 พบวา

ประสิทธิภาพการยอยสลายสารอินทรียในสภาวะเขยาซึ่งมีการถายเทแลกเปลี่ยนออกซิเจนตลอดเวลา

จะมีผลทําใหตัวอยางเชื้อเดี่ยว MJUT026, MJUT033, MJUT076, MJUT122, PB004 และPB014 มี

ประสิทธิภาพในการลดปริมาณบีโอดีจากตัวอยางน้ําเสียไดสูงกวาในสภาวะที่ไมมีการใหอากาศ 

เนื่องจากจุลินทรียตองการออกซิเจนไปใชในกระบวนการหายใจ  และกระบวนการยอยสลาย

สารอาหารเพื่อการเจริญเติบโต ทําใหเซลลมีปริมาณเพิ่มมากขึ้นและสามารถยอยสลายสารอินทรียได

เพิ่มมากขึ้นเชนเดียวกน ในขณะที่ระบบที่มีปริมาณออกซิเจนจํากัดยังคงถูกนําไปใชในกระบวนการ

หายใจ กระบวนการยอยสลายสารอาหารและปลดปลอยคารบอนไดออกไซดละลายอยูในตัวอยางน้ํา

เสีย ทําใหเกิดสภาวะไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ทําใหเซลลตายกลายเปน

สารอินทรียสะสม สงผลใหคาบีโอดีเพิ่มสูงขึ้น 
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2. การแยกและคัดเลือกเชื้อจลุินทรียยอยสลายน้ํามนั 
2.1 การเก็บตัวอยางดินและน้ํา 

ระยะที่ 1 ทําการเก็บตัวอยางน้ําและดิน แบงออกเปน 2 แหลงใหญ คือ 1. พื้นที่ธรรมชาติ ใน

งานวิจัยนี้เลือกบอน้ําพุรอน อ.สันกําแพง จ.เชียงใหม จํานวนทั้งหมด 5 จุด และ 2. พื้นที่ปนเปอน

น้ํามันเครื่องที่ใชแลว คือบริเวณปมน้ํามัน หรืออูน้ํามัน   จํานวนทั้งหมด 2 จุด 

ระยะที่ 2 ทําการเก็บตัวอยางดินและน้ําเพิ่มเติม คือ บริเวณปาบานโปง และหวยโจ จํานวน 

ทั้งหมด 10 จุด และเก็บตัวอยางดินในบริเวณพื้นที่ เพิ่มเติม 1 จุด เนื่องจากผลการวิเคราะห

เชื้อจุลินทรียในระยะที่ 1 พื้นที่บริเวณปนเปอนพบจุลินทรียเจริญเติบโตและมีประสิทธิภาพต่ํากวา 

เชื้อจุลินทรียที่พบจากแหลงธรรมชาติ 

 
ตอนท่ี 1 การแยกเชื้อแบคทีเรีย 

       จากแหลงเก็บตัวอยางเชื้อแบคทีเรียประกอบดวย 2 แหลง หลักคือ 1. แหลงดินและน้ําธรรมชาติ 

และ 2. แหลงดินที่ปนเปอนบริเวณปมน้ํามัน โดยมีผลการแยกเชื้อแบคทีเรีย ดังนี้ 

 
2.2 การคัดแยกเชื้อจากแหลงดินธรรมชาติปาบานโปง 

 2.2.1 การคัดแยกเชื้อจากดิน 

 การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากแหลงดินธรรมชาติปาบานโปง โดยการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบน

อาหารแข็งสูตร nutrient agar (NA) เปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบวามีเชื้อ

แบคทีเรียทั้งหมด 68 ชนิด สอดคลองกับงานวิจัยของ วรวุฒิ (2528) กลาววา ดินเปนแหลงที่อยูอาศัย

ของจุลินทรียมากมายหลายชนิด แบคทีเรียจัดเปนจุลินทรียกลุมใหญพบจํานวนมากที่สุดเมื่อ

เปรียบเทียบกับจุลินทรียชนิดอื่นๆ ในหนึ่งกรัมของดินที่อุดมสมบูรณมีแบคทีเรียมากถึงหนึ่งแสนถึง

พันลานโคโลนีตอกรัมดิน โดยการเทเพลตและทําใหเชื้อกระจาย (spread plate) โดยการใชแทงแกวงอ

รูปสามเหลี่ยมที่ผานการฆาเชื้อแลวเกลี่ยเชื้อใหกระจายใหทั่วผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อนําไปบม และทํา

การคัดแยกเชื้อทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีการ streak plate agar จนไดโคโลนีเดี่ยวๆ  

 2.2.2  การศึกษาสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย โดยการยอมสีแกรม 

เมื่อคัดแยกเชื้อไดทั้งหมด 39 ชนิด คือ SA 1 - SA 39 ทําการศึกษาสัณฐานวิทยาของ

แบคทีเรียโดยการยอมสีแกรมเพื่อดูรูปราง ลักษณะการเรียงตัวและติดสียอม ดังตารางที่ 2 ผลการยอม

แกรมนั้นพบวาแบคทีเรียสวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมลบ 35 ชนิดและแบคทีเรียแกรมบวก 4 ชนิด มี

รูปรางทอน 20 ชนิดและรูปรางกลม 19 ชนิด สอดคลองกับงานวิจัยของ Huy et al. (2007) มี

การศึกษาลักษณะของแบคทีเรียที่สามารถยอยน้ํามันปโตรเลียมจากดิน พบวา สายพันธุ DW2-1 ที่

นํามาจําแนกการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและทางชีวเคมีพบวา มีรูปรางทอน และอยูในแกรมลบ
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เปนสวนใหญ  ศุภยางค (2547) จุดประสงคของการยอมสีเพื่อใหเซลลของแบคทีเรียติดสีซึ่งทําใหเห็น

ไดงายในการศึกษารูปราง (shape) ขนาด (size) การเรียงตัวของเซลล (cell arrangement) และ

โครงสรางตางๆของเซลล  

 

ตารางท่ี 20 แสดงผลการยอมแกรมของเชื้อแบคทีเรียจากแหลงดินธรรมชาติบานโปง 

 

เชื้อ ลักษณะการยอม 

ติดสีแกรม 

รูปรางของ 

เซลล 

เชื้อ ลักษณะการยอม 

ติดสีแกรม 

รูปรางของ 

เซลล 

SA 1 บวก ทอน SA 21 บวก ทอน 

SA 2 ลบ กลม SA 22 ลบ กลม 

SA 3 ลบ กลม SA 23 ลบ ทอน 

SA 4 ลบ กลม SA 24 ลบ ทอน 

SA 5 ลบ กลม SA 25 ลบ ทอน 

SA 6 บวก ทอน SA 26 ลบ กลม 

SA7 ลบ ทอน SA 27 ลบ ทอน 

SA 8 ลบ กลม SA 28 ลบ กลม 

SA 9 ลบ ทอน SA 29 ลบ กลม 

SA 10 ลบ กลม SA 30 ลบ ทอน 

SA 11 ลบ กลม SA 31 ลบ กลม 

SA 12 ลบ กลม SA 32 ลบ ทอน 

SA 13 ลบ ทอน SA 33 ลบ กลม 

SA 14 ลบ กลม SA 34 ลบ ทอน 

SA 15 บวก ทอน SA 35 ลบ ทอน 

SA 16 ลบ ทอน SA 36 ลบ ทอน 

SA 17 ลบ กลม SA 37 ลบ กลม 

SA 18 ลบ กลม SA 38 ลบ กลม 

SA 19 ลบ กลม SA 39 ลบ ทอน 

SA 20 ลบ ทอน 
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2.3 การคัดแยกเชื้อจากแหลงดินธรรมชาติหวยโจ 
 2.3.1 การคัดแยกเชื้อจากดิน 

จากการศึกษาการแยกและคัดเลือกบริสุทธิ์ พบวาสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียจากแหลงน้ํา

ธรรมชาติ ที่นํามาศึกษาได 40 ชนิดคือ Pw1-Pw40 โดยวิธีการแยกเชื้อบริสุทธิ์ดวยการ serial dilution 

และ spread plate agar เพื่อทําใหเชื้อกระจาย โดยการใชแทงแกวงอรูปสามเหลี่ยมที่ผานการฆาเชื้อ

แลว เกลี่ยเชื้อใหกระจายทั่วผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อนําไปบม และทําการคัดแยกเชื้อ ทําใหบริสุทธิ์โดย

วิธีการ streak plate agar จนไดโคโลนีเดี่ยวๆ ซึ่ง ดวงพร (2545) ไดกลาววาตามธรรมชาติจุลินทรีย

หลายชนิดอยูรวมกัน ถึงแมวาจะแยกจากแหลงที่มันอยู เชื้อที่ไดปกติเปนเชื้อผสม ดังนั้นการทําใหเชื้อ

บริสุทธิ์ จึงเปนสิ่งที่จําเปนเพื่อนํามาเทียบหาชนิดที่นิยมใช คือ วีธีการ streak plate agar  และ liquid 

dilution method    

 

 
    ก) การ streak plate agar เชื้อแบคทีเรีย Pw38      ข) การ streak plate agar เชื้อแบคทีเรีย Pw27    

ภาพ 15 ตัวอยางการ streak plate agar ของเชื้อแบคทีเรยี Pw38 และ Pw27 

 

จากภาพ 13 เปนเชื้อแบคทีเรีย Pw38 และ Pw27 ซึ่งไดจากการ streak plate agar  จนได

โคโลนีเดี่ยวๆ ซึ่ง นงลักษณ (2544) ไดกลาววา การ streak plate agar  จนไดโคโลนีเดี่ยวๆ สามารถ

นํามาศึกษาลักษณะการเจริญของโคโลนีแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง เพื่อประโยชนในการจัด

จําแนกแบคทีเรีย โดยศึกษาจาก รูปราง (form) ขอบหรือริม (margin)  พื้นผิว (surface texture)  

ความสูง (elevation)  ความหนืด (consistency) ความขุน (optical features) การสรางสีหรือรงควัตถุ 

(pigmentation) ของแบคทีเรีย  

 
 2.2 การศึกษาสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย โดยการยอมสีแกรม 

เมื่อ streak plate agar จนไดโคโลนีเดี่ยวๆ  นํามายอมสีแบบแกรม ซึ่งการยอมสีวิธีนี้มี

ความสําคัญ และใชกันแพรหลาย นงลักษณ (2544) ไดกลาววา การยอมสีแบบแกรมเปนการศึกษารูป 
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รางลักษณะและการจัดเรียงตัวของเซลล จึงทําใหสามารถแยกแบคทีเรียออกเปน 2 ชนิดคือ แบคทีเรีย

แกรมบวก (Gram-positive bacteria) และแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) ซึ่ง Gram-

positive bacteria จะติดสีมวงของ คริสตัลไวโอเลต (crystal violet) และ Gram-negative bacteria 

จะติดสีแดงจากซาฟรานิน (safranin) เหตุที่เปนเชนนี้เพราะ โครงสรางและองคประกอบของผนังเซลล

ใน Gram-negative bacteria จะมีสารพวกไขมันที่ผนังเซลลมากกวา Gram-positive bacteria และ

ยังมีชั้นของผนังเซลลบางกวาดวย ในกระบวนการการยอมสีเมื่อลางดวยแอลกอฮอลจะไปละลาย

ไขมันทําใหรูเปดของผนังเซลลกวางขึ้นจึงยอมใหสารโมเลกุลใหญของสี crystal violet และไอโอดีน

คอมเพล็กซ (iodine complex) หลุดออกมา เมื่อยอมสี safranin จึงติดสีแดงของ safranin แตใน 

Gram-positive bacteria ซึ่งมีไขมันที่ผนังเซลลนอยกวาเมื่อลางดวยแอลกอฮอล เซลลจะเหี่ยวเพราะ

เกิดการสูญเสียน้ํา เยื่อหุมเซลลมีรูขนาดเล็กลง สารประกอบโมเลกุลใหญของสีละลายออกมาไมได 

เซลลยังคงติดสีมวงเมื่อยอมทับดวย safranin จึงไมติดสีแดง จากการทดสอบยอมสีแกรมในแบคทีเรีย

ที่คัดเลือกจากแหลงน้ําธรรมชาติ 40 ชนิด พบวามีลักษณะการติดสียอมที่แตกตางกันดังใน ตารางที่ 

21 

 

ตารางท่ี 21 แสดงผลการยอมแกรมของเชื้อแบคทีเรียจากแหลงน้ําธรรมชาติหวยโจ 

 

เชื้อ ลักษณะการยอม 
ติดสีแกรม 

รูปรางของ 
เซลล 

เชื้อ ลักษณะการยอม 
ติดสีแกรม 

รูปรางของ 
เซลล 

Pw1 แดง ทอน Pw21 แดง กลม 

Pw2 แดง กลม Pw22 แดง กลม 

Pw3 แดง กลม Pw23 แดง กลม 

Pw 4 แดง กลม Pw 24 แดง กลม 

Pw5 แดง กลม Pw25 แดง กลม 

Pw6 แดง กลม Pw26 แดง กลม 

Pw7 แดง กลม Pw27 แดง กลม 

Pw 8 แดง กลม Pw28 แดง กลม 

Pw9 แดง กลม Pw29 แดง กลม 

Pw10 แดง กลม Pw30 แดง กลม 

Pw11 แดง กลม Pw31 แดง กลม 

Pw12 แดง กลม Pw32 แดง กลม 
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เชื้อ ลักษณะการยอม 
ติดสีแกรม 

รูปรางของ 
เซลล 

เชื้อ ลักษณะการยอม 
ติดสีแกรม 

รูปรางของ 
เซลล 

Pw13 มวง ทอน Pw33 แดง กลม 

Pw14 แดง กลม Pw34 แดง กลม 

Pw15 แดง กลม Pw35 แดง กลม 

Pw16 แดง กลม Pw36 แดง กลม 

Pw17 แดง กลม Pw37 แดง กลม 

Pw 18 แดง กลม Pw38 แดง กลม 

Pw19 แดง กลม Pw39 แดง กลม 

Pw20 แดง กลม Pw40 แดง กลม 

 

จากการศึกษาการแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยางดินที่ปนเปอนน้ํามัน สามารถแยกเชื้อได 45    

ไอโซเลต คือ KS1 – KS45 โดยวิธีการแยกเชื้อบริสุทธิ์จากดิน ดวย Dilution techniques (McCourt, 

1988) ไดผลการทดลองดังภาพ 16 

 

 
 

ภาพ 16 ตัวอยางการแยกเชื้อบริสุทธิจ์ากดินของเชื้อแบคทีเรีย KS1 – KS45 

 

จากภาพ 16 เปนเชื้อแบคทีเรียที่แยกบริสุทธิ์ จนไดโคโลนีเดี่ยวๆ จากนั้นนํามาทดสอบการ

ยอมสีแบบแกรมดวยเทคนิค Gram,s staining (McCourt, 1988) พบวาเชื้อแบคทีเรีย KS1 – KS45 มี

ผลการติดสีที่แตกตางกันดังแสดงในตารางที่ 22  
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ตารางท่ี 22 การทดสอบการยอมสีแบบแกรม (Gram,s staining) ในเชื้อแบคทีเรีย KS1 – KS45 

 

ไอโซเลต ยอมตดิส ี
แกรม 

ลักษณะ เชื้อ
แบคทีเรีย 

ยอมตดิส ี
แกรม 

ลักษณะ 

KS1 + ทอน KS24 - กลม 

KS2 + ทอน KS25 - ทอน 

KS3 - ทอน KS26 - ทอน 

KS4 - ทอน KS27 - ทอน 

KS5 - กลม KS28 - ทอน 

KS6 - ทอน KS29 - ทอน 

KS7 - ทอน KS30 - ทอน 

KS8 - กลม KS31 - ทอน 

KS9 - ทอน KS32 - ทอน 

KS10 - ทอน KS33 - ทอน 

KS11 - ทอน KS34 - ทอน 

KS12 - ทอน KS35 - ทอน 

KS13 - ทอน KS36 - ทอน 

KS14 - ทอน KS37 - ทอน 

KS15 - ทอน KS38 - ทอน 

KS16 - ทอน KS39 - กลม 

KS17 - ทอน KS40 - ทอน 

KS18 - ทอน KS41 + ทอน 

KS19 - ทอน KS42 - ทอน 

KS20 - ทอน KS43 - ทอน 

KS21 - ทอน KS44 + ทอน 

KS22 - ทอน KS45 - ทอน 

KS23 - ทอน 
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         ก. KS44 แบคทีเรียแกรมบวกรูปรางทอน        ข. KS5 แบคทีเรียแกรมลบรูปรางกลม 

ภาพ 17 ตัวอยางการยอมสีแบบแกรม (Gram,s staining) โดยถายจากกลองจุลทรรศนชนิดเลนส  

              ประกอบ (compound microscope) กําลังขยาย 1000 เทา 

 

 จากผลการทดสอบการยอมแกรมในเชื้อแบคทีเรีย KS1 – KS45 พบวา เปนแบคทีเรีย  แกรม

บวกติดสีมวง (crystal violet) รูปรางทอน 4 ชนิด และแบคทีเรียแกรมลบติดสีแดง(safranin) รูปราง

กลม 4 ชนิด และรูปรางทอน 37 ชนิด (ตารางที่ 22) ซึ่งพบวาสวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมลบติดสีแดง 

(safranin) ซึ่งสอดคลองกับ นฤมล (2547) ที่คัดแยกเชื้อจากดินที่มีการปนเปอนน้ํามันซึ่งสวนใหญเปน

แบคทีเรียแกรมลบ และเชนเดียวกับงานวิจัยของ Huy et al. (1999) ที่มีการศึกษาลักษณะของ

แบคทีเรียที่สามารถยอยน้ํามันปโตรเลียมจากดินพบวา สายพันธุ DW2-1 ที่นํามาจําแนกการศึกษา

ลักษณะสัณฐานวิทยาและทางชีวเคมีพบวา มีรูปรางทอน และติดสีแกรมลบ 

การยอมสีแบบแกรมเปนการศึกษารูปรางลักษณะและการจัดเรียงตัวของเซลล จึงทําให

สามารถแยกแบคทีเรียออกเปน 2 ชนิด คือ แบคทีเรียแกรมบวก (gram-positive bacteria) และ

แบคทีเรียแกรมลบ  (gram-negative bacteria) ซึ่งแบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีมวงของคริสตัลไวโอ

เลต (crystal violet) และแบคทีเรียแกรมลบจะติดสีแดงจากซาฟานิน (safranin) เหตุที่เปนเชนนี้เพราะ 

โครงสรางและองคประกอบของผนังเซลลในแบคทีเรียแกรมลบจะมีสารพวกไขมันที่ผนังเซลลมากกวา

แบคทีเรียแกรมบวก และยังมีชั้นของผนังเซลลบางกวาดวย ในกระบวนการยอมสีเมื่อลางดวย

แอลกอฮอลจะไปละลายไขมัน ทําใหรูเปดของผนังเซลลกวางขึ้นจึงยอมใหสารโมเลกุลใหญของสี

คริสตัลไวโอเลต (crystal violet) และไอโอดีนคอมเพล็กซ (iodine complex) หลุดออกมา เมื่อยอมสี 

ซาฟานิน (safranin) จึงติดสีแดงของ safranin แตในแบคทีเรียแกรมบวก ซึ่งมีไขมันที่ผนังเซลลนอย

กวาเมื่อลางดวยแอลกอฮอล เซลลจะเหี่ยวเพราะเกิดการสูญเสียน้ํา เยื่อหุมเซลลมีรูขนาดเล็กลง 

สารประกอบโมเลกุลใหญของสีละลายออกมาไมได เซลลยังคงติดสีมวงเมื่อยอมทับดวย safranin จึง

ไมติดสีแดง (นงลักษณ, 2544) 
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2.3 การแยกเชื้อจุลินทรีย 

ระยะที่ 1 นําตัวอยางดินและน้ําในบริเวณน้ําพุรอน มาเลี้ยงในอาหาร LB broth สามารถแยก

เชื้อจุลินทรียใหบริสุทธิ์ได 30 ชนิด เปนจุลินทรียที่แยกจากตัวอยางน้ํา 22 ชนิด และจุลินทรียที่แยกได

จากตัวอยางดินจากบริเวณบอน้ําพุรอน 8 ชนิด การเก็บตัวอยางดินที่มีการปนเปอนน้ํามัน นํามาเลี้ยง

ในอาหาร LB broth สามารถแยกแบคทีเรียบริสุทธิ์ได 11 ชนิด 

 ระยะที่ 2  จํานวนจุลินทรียที่พบเพิ่มเติมจากปาบานโปง จํานวน 38 ไอโซเลต (SA1-SA38) 

จํานวนจุลินทรียที่พบเพิ่มเติมจากหวยโจ จํานวน 40 ไอโซเลต (PW1-PW40) และพบจํานวนจุลินทรีย

ในแหลงที่ปนเปอนน้ํามัน จํานวน 13 ไอโซเลต 

 

ตอนท่ี 2 ศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของจุลินทรียที่แยกได   

จากนั้นนําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากตอน 1 ทดสอบความสามารถในการยอยสลาย

น้ํามันเครื่องที่ใชแลว เพิ่มปริมาณเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB โดยใชหวงถายเชื้อแตะโคโลนีเดี่ยว ๆ ของ

เชื้อบนอาหาร NA ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ปริมาตร 100 ml ที่อยูในขวดรูปชมพูขนาด 250 ml 

นําไปเขยาที่ความเร็ว 150 rpm เปนเวลา 48 hrs โดยมีขวดไมใสเชื้อเปนชุดควบคุม(control) วัด

ปริมาณเชื้อจากคา Optical Density ที่ความยาวคลื่น 600 nm (OD600) โดยใหแตละขวดมีคา OD600 

เริ่มตนเทากับ 0.5 หยดน้ํามันเครื่องที่ใชแลว (ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว) ลงในแตละขวด ขวดละ 2ml 

นําไปเขยาตออีก 72 hrs ที่อุณหภูมิ 370C สังเกตปริมาณของน้ํามันบริเวณผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

สีและความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยสังเกตทุก ๆ 24 hrs และทําการเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงกับ

ชุดควบคุม (รัฐพร, 2541)  

การทดสอบความสามารถในการยอยสลายน้ํามันเครื่องที่ใชแลวดวยวิธีการทางกายภาพ โดย

การสังเกตปริมาณน้ํามันที่ลอยอยูผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ กําหนดระดับลักษณะของน้ํามันที่ 

เปลี่ยนแปลงไปแบงเปน 3 ระดับคือ 0, + และ ++ กลาวคือ 

ระดับ 0   :    ลักษณะรูปแบบของน้ํามันบริเวณผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

        ไมเปลี่ยนแปลง เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (A) 

ระดับ +   :    ลักษณะรูปแบบของน้ํามันบริเวณผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

       เปลี่ยนแปลงไป คือ น้ํามันแตกตัวออกเปนเม็ดน้ํามันขนาดใหญเล็กสลับกัน (B) 

ระดับ ++  :   ลักษณะรูปแบบของน้ํามันบริเวณผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

       เปลี่ยนแปลงไป คือ น้ํามันทั้งหมดแตกตัวเปนเม็ดน้ํามันขนาดเล็ก (C) 
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        (A) ชุดควบคุม             (B) ระดับ +                           (C) ระดับ ++ 

ภาพ 18 การเปลี่ยนแปลงลักษณะรูปแบบของน้ํามัน 

 

จากจุลินทรียในระยะที่ 1 จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา     และคุณสมบัติทางชีวเคมี

ของจุลินทรียที่แยกไดจากบอน้ําพุรอนสันกําแพง พบวาเปนแกรมบวก 21 ชนิด คือ W-1, W-2, W-3, 

W-4, W-5, W-8, W-9, W-10, W-11, W-13, W-14, W-17, W-18, W-20, S-23, S-24, S-25, S-26, S-

27, S-28, S-30 แกรมลบ 9 ชนิด คือ W-6, W-7, W-12, W-15,W-16,W-19,W-21, W-22, S-29  

จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมีของจุลินทรียที่แยกไดจากดนิที่

มีการปนเปอนน้ํามัน พบวาเปนแกรมบวก 4 ชนิดคือ SO2, SO3, SO6, SO9 แกรมลบ 7 ชนิดคือ SO1, 

SO4, SO5, SO7, SO8, SO10, SO11 

 

จากจุลินทรียในระยะที่ 2 ไดทําการตรวจสอบความสามารถในการยอยน้ํามัน ทั้งนี้ผลการยอย 

สลายวัดดวยระดับความสามารถที่กําหนดไว พบวา  

 

 

 

 

 

 

ภาพ 19 แสดงผลการยอยสลายน้ํามันเครื่องใชแลว 

 

A คือ   แบคทีเรียที่สามารถยอยน้ํามันไดระดับ 0 มีลักษณะของผิวหนานั้นจะมีเปนคราบ

น้ํามัน จับตัวกันเปนกลุมและเปนฝาบริเวณผิวหนา มีทั้งหมด 11 ไอโซเลต คือ SA1, SA9, SA17, 

SA22, SA24, SA25, SA26, SA27, SA28, SA29, SA39 

 B คือ  แบคทีเรียที่สามารถยอยน้ํามันไดระดับ + มีลักษณะผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นมี

ลักษณะเปนฝา เม็ดน้ํามันแตกตัวเปนกันเปนกอนขนาดใหญและจับตัวกันที่บริเวณผิวหนาของอาหาร
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มี  ทั้ งหมด 46 ไอโซ เลต คือ SA3, SA4, SA5, SA10, SA14, SA18, SA19, SA23, SA30, SA32, 

SA33, SA34, SA35, SA36, SA37 และ PW2, PW3, PW4, PW6, PW7, PW8, PW9, PW11, PW12, 

PW13 , PW14, PW15, PW16, PW18, PW19, PW20, PW21, PW23, PW34, PW25, PW26, PW28, 

PW29, PW30, PW31, PW33, PW34, PW37, PW39, PW40  

 C  คือ   แบคทีเรียที่สามารถยอยน้ํามันไดระดับ ++ มีลักษณะของน้ํามันแตกตัวเปนเม็ด 

ขนาดเล็กและจับตัวกันที่ขาง ๆ ขวด มีทั้งหมด 21 ไอโซเลต ไดแก SA2, SA6, SA7, SA8, SA11, 

SA12, SA13, SA20, SA21, SA38, SA16 และ PW1, PW5, PW10, PW17, PW22, PW27, PW32, 

PW35, PW36, PW38 

 

จากผลการเปรียบเทียบรูปแบบลักษณะของน้ํามันบริเวณผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อในตาราง

ที่ 5  พบวามี 13 ไอโซเลต คือ  KS21,  KS23, KS25, KS27, KS28,  KS29, KS30, KS34, KS35, 

KS37, KS38, KS41และ KS44 มีลักษณะของน้ํามันบริเวณผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้ออยูในระดับ ++ 

(ภาพ 17, C) และ จํานวน 32 ไอโซเลต  คือ  KS1- KS20, KS22, KS24, KS26, KS29, KS31- KS33, 

KS36, KS39, KS40, KS42, KS43  มีลักษณะของน้ํามันบริเวณผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้ออยูใน

ระดับ + (ภาพ 17, B) 

 จากการที่น้ํามันบนผิวอาหารเลี้ยงเชื้อมีลักษณะรูปแบบที่แตกตางกันออกไป ทั้งนี้อาจเปน

เพราะแรงตึงผิว คือ แรงดึงและแรงยึดเหนี่ยวโมเลกุลบนพื้นผิวของของเหลวหรือผิวของของแข็ง ซึ่ง

ปกติแลวน้ํามันและน้ําจะแยกชั้นกัน โดยน้ํามันจะลอยอยูสวนบนของน้ํา น้ํามันจะมีแรงตึงผิวและ

พันธะในตัวเอง และพันธะกับวัตถุอื่นที่แข็งแรงกวาน้ํา ทําใหน้ํามันยึดเกาะติดกับวัตถุอื่นไดดีกวาน้ํา 

ลักษณะของน้ํามันมีการแตกตัวสอดคลองกับงานวิจัยของ Bento et al. (2004) กลาววาสาร 

biosurfactant  ที่แบคทีเรียผลิตออกมาสามารถยอยสลายน้ํามันไดบางสวน แสดงวาแบคทีเรียที่อยูใน

อาหารเลี้ยงเชื้อนั้นมีการผลิตสาร biosurfactant  จึงทําใหสามารถทําใหน้ํามันแตกตัวไดดี ไมรวมกัน

เปนแพปกคลุมผิวหนาอาหาร ซึ่งวิธีการศึกษาเชนนี้สอดคลองกับการศึกษาของ รัฐพร (2541), นฤมล 

(2547), ไพจิตรา (2547), ปยะพรรณ (2550) และ อัญชุลี (2550) ที่ไดทําการศึกษาความสามารถใน

การยอยสลายน้ํามันเครื่องที่ใชแลว โดยการสังเกตการเปลี่ยนแปลงของปริมาณน้ํามันเปรียบเทียบกับ

ชุดควบคุม 
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ตารางท่ี 23 การทดสอบความสามารถการยอยสลายน้ํามันเครื่องที่ใชแลวของแตละไอโซเลต 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซเลต ผลการยอยสลายน้าํมัน ไอโซเลต ผลการยอยสลายน้าํมัน 

Control 0 KS23 ++ 

KS1 + KS24 + 

KS2 + KS25 ++ 

KS3 + KS26 + 

KS4 + KS27 ++ 

KS5 + KS28 ++ 

KS6 + KS29 ++ 

KS7 + KS30 ++ 

KS8 + KS31 + 

KS9 + KS32 + 

KS10 + KS33 + 

KS11 + KS34 ++ 

KS12 + KS35 ++ 

KS13 + KS36 + 

KS14 + KS37 ++ 

KS15 + KS38 ++ 

KS16 + KS39 + 

KS17 + KS40 + 

KS18 + KS41 ++ 

KS19 + KS42 + 

KS20 + KS43 + 

KS21 ++ KS44 ++ 

KS22 + KS45 + 
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จากเชื้อที่สามารถยอยน้ํามันไดในระดับ ++ นั้นไดนํามาทดสอบโดยวิธี Partition gravimetric 

method และคํานวณคาปริมาณไขมันไดดังแสดงในตารางที่ 24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 20  การทดสอบปริมาณน้ํามันที่เหลือดวยวิธี partition gravimetric method 

ก) แสดงการแยกชัน้ระหวางน้ํามนัเครื่องที่ใชแลวกับอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ข) การกรองน้ํามันเครื่องทีใ่ชแลวกรองผาน Na2So3 ใสลงในถวยคูซเิบิล 

 

ตารางท่ี 24 แสดงเปอรเซนตการยอยน้ํามันของจุลินทรียที่สามารถยอยน้ํามันไดในระดับ 2 

 

ไอโซเลต เปอรเซนตการยอยน้าํมัน 

control 0% 

SA 16 83.33% 

SA 6 83.33% 

SA 7 81.15% 

SA 11 71.42% 

SA  8 70.86% 

SA 38 70.86% 

SA 20 52.89% 

SA 13 49.28% 

SA 12 44.96% 

ก   ข 
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ไอโซเลต เปอรเซนตการยอยน้าํมัน 

SA 21 42.75% 

SA 2 26.61% 

Pw1 92.15% 

Pw5 88.40% 

Pw10 94.54% 

Pw17 46.08% 

Pw22 97.61% 

Pw27 86% 

Pw32 87.71% 

Pw35 64.51% 

Pw36 66.55% 

Pw38 64.51% 

KS21 77.27 % 

KS23 90.90 % 

KS25 0 % 

KS27 95.45 % 

KS28 72.72 % 

KS29 45.45 % 

KS30 95.45 % 

KS34 31.82 % 

KS35 31.82 % 

KS37 95.45 % 

KS38 81.82 % 

KS41 36.36 % 

KS44 68.18 % 

 

การทดสอบความสามารถในการยอยสลายน้ํามันเครื่องที่ใชแลวของแบคทีเรียจํานวน 13 ไอ

โซเลต ดวยวิธี Partition gravimetric (ตารางที่ 24 และภาพ 19) พบวา แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพใน

การยอยสลายน้ํามันเครื่องที่ใชแลวมากกวา 50 % (ภาพ 19, C) จํานวน 8 ไอโซเลต คือ KS21, KS23, 

KS27, KS28, KS30, KS37, KS38 และ KS44  
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   (A)                         (B)              (C) 

           ชุดควบคุม       เปอรเซ็นตการยอยนอยกวา 50%    เปอรเซ็นตการยอยมากกวา 50% 

ภาพ 21 ลักษณะปริมาณน้ํามันที่เหลืออยูหลังจากนําไปอบที ่105 ๐C นาน 30 min 

 

จากผลการทดลองสอดคลองกับงานวิจัยของ  ภัณฑิรา (2548) พบวาเชื้อที่สามารถยอยสลาย

น้ํามันไดดีที่สุด คือ S27 ยอยสลายน้ํามันได 79.39% ซึ่งไดจากบริเวณน้ําพุรอน อ.สันกําแพง จ.

เชียงใหม เชนเดียวกับการศึกษาของ อัญชุลี (2550) พบวา SA 11/4 จากแหลงดินธรรมชาติ สามารถ

ยอยสลายน้ํามันเครื่องที่ใชแลวดวยวิธี partition gravimetric method ไดสูงสุด 80.75% และ ปยะ

พรรณ (2550) พบวามีเชื้อแบคทีเรีย 9 ชนิด จากแหลงน้ําธรรมชาติที่มีประสิทธิภาพการยอยน้ํามันได

มากกวา 50 %  คือ Pw22 Pw10 Pw1 Pw5 Pw32 Pw27 Pw36 Pw35 และPw38 สามารถยอย

น้ํามันเครื่องที่ใชแลว ไดดังนี้ 97.61 94.54 92.15 88.40 87.71 86.00 66.55 64.51และ 64.51% 

ตามลําดับ และสอดคลองกับ Huy et al. (1999)  พบวา มีแบคทีเรียที่คัดแยกมาจากดินที่ปนเปอนใน

เวียดนาม เปนแบคทีเรียสกุล Pseudomonas sp. และยังพบอีกวา Acinetobacter sp. มี

ประสิทธิภาพในการยอยน้ํามันดิบได 95% เชนเดียวกับมยุรี (2548) พบวาการศึกษาในระดับ

หองปฏิบัติการ เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการทํางานของเชื้อ Pseudomonas sp. และ Bacillus 

sp. เชื้อแบคทีเรียที่มีผลการยอยสลายไขมันที่ดีที่สุดคือ เชื้อ Pseudomonas sp.ที่ถูกตรึงเปรียบเทียบ

กับเซลลอิสระ ที่มีการเขยาอยูตลอดเวลา มีประสิทธิภาพในการยอยสลายไขมันดังนี้ 78.09 และ 64.5 

% ตามลําดับ  

 
ตอนท่ี 3 ทดสอบการยอยน้ํามันของแบคทีเรียดวยวธิีชีวเคมี  

ในงานวิจัยไดวิเคราะหความสามารถในการยอยสลายน้ํามันในกลุมไฮโดรคารบอนดวย 

กระบวนการทางชีวเคมี คือ การทดสอบแอคติวิตีของเอ็นไซมไลเปส โดยแสดงผลในตารางที่ 25 
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ตารางท่ี 25 แสดงคาแอคติวิตีของเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียไอโซเลตตาง ๆ  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซเลต คาแอคติวิตีไลเปส 
(ยูนิต/ซม3) 

Pw1 1.88 

Pw5 1.03 

Pw10 2.90 

Pw17 1.53 

Pw22 2.22 

Pw27 2.39 

Pw32 2.39 

Pw35 0.17 

Pw36 2.05 

Pw38 1.20 

SA 38/2 3.44 

SA 6/4 0.72 

SA 11/4 4.32 

SA 12/1 1.92 

SA 7/1 4.00 

SA 6/3 2.08 

SA 38/4 4.23 

SA 2/5 1.76 

KS27 2.67 

KS30 5.67 

KS37 6.67 

KS23 0.5 

KS38 2.67 

KS21 4.17 

KS28 0.67 

KS44 2.67 
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                 (ก)                                                                             (ข)  

     

 

 

  

              

  

  

                               (ค)                                                                            (ง)  

ภาพ 22 แสดงการทดสอบคากิจกรรมไลเปสโดยวิธี colorimetric method  

  (ก) แสดงสารละลายมาตรฐานกรดโอเลอิค  

  (ข) สารละลายเอนไซมจากการทดสอบ colorimetric ในน้าํมันมะกอก  

  (ค) สารละลายเอนไซมจากการทดสอบ colorimetric ในน้าํมันเครื่องทีใ่ชแลว  

  (ง) แสดงความแตกตางของสารละลายเอนไซมในน้ํามันมะกอกและน้ํามันเครื่องทีใ่ชแลว      

  

  จากการทดสอบโดยวิธีการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสดวย Colorimetric method 

พบวาเชื้อที่มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสในน้ํามันเครื่องสูงสุด 3 อันดับแรก คือ KS37, KS30, และ 

KS21 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสในน้ํามันเครื่อง เทากับ 1.01, 0.53, และ 0.48 U/ml ตามลําดับ  

  จากการศึกษาของ อัญชุลี (2550) และปยะพรรณ (2550)  พบวาเชื้อรหัส SA และ PW 

จําตองจําแนกเชื้อใหบริสุทธิ์เพื่อทดสอบความคลายคลึงไดชัดเจนขึ้น และนํามาทดสอบคากิจกรรม

เอนไซม     ไลเปส พบวา SA 11/4 เปนเชื้อที่แยกไดจากแหลงดินธรรมชาติ มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส

ในน้ํามันเครื่องที่ใชแลวโดยวิธีไตเตรท 4.32 U/ml และมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสโดยวิธี colorimetric 

0.74 U/ml และ ปยะพรรณ (2550) พบวาเมื่อนําเชื้อแบคทีเรียมาทดสอบกิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
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ดวยการไตเตรทในน้ํามันเครื่องที่ใชแลว พบวา Pw27/1 ที่แยกไดจากแหลงน้ําธรรมชาติ มีคากิจกรรม

เอนไซมไลเปสสูงสุด คือ 3.60 U/ml และมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสโดยวิธี colorimetric 1.47 U/ml  

  จากการศึกษาของ Yoshiki et al., 2007 พบวา แรงตึงผิว DW2-1 เจริญเติบโตอยางรวดเร็ว 

ในน้ําเสียระดับปานกลางที่สังเคราะหขึ้น (>1×1010 [CFU]/ml) ระหวางอุณหภูมิที่ 20°C และ 38°C 

และอัตราการยอยสลายของน้ํามันสลัดอยูที่ 90% หลังจากการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 48 hrs ไลเปส

และกระบวนการแรงตึงผิวแบบชีวภาพ (BSF) ของแรงตึงผิว DW2-1 หลังจากการเพาะเลี้ยง

เชื้อจุลินทรีย 48 hrs อยูที่ 1720 U/l และ 480 U/ml ตามลําดับ การเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรียตอไปเพื่อ

การบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอนไขมัน DW2-1 จะเปนตัวหลักที่ใหเกิดการยอยสลายถึง 90% ของน้ํามัน

สลัด ในการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรียเปนระยะเวลา 7 วัน  

  จะเห็นไดวา วิธีไตเตรทจะไดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงกวาวิธี colorimetric ดังนั้น วิธี 

colorimetric จึงเปนการตรวดสอบคากิจกรรมเอนไซมไลเปสไดละเอียดกวาการไตเตรต เนื่องจากการ

ไตเตรตนั้น จุดยุติของสารสังเกตไดยาก การเตรียมสารเคมีที่ใชในการทดลองนั้นอาจจะไมเปนไปตาม

มาตรฐาน แตอยางไรก็ตาม จะเห็นไดวาคากิจกรรมเอนไซมไลเปสจากทั้ง 2 วิธีขางตน มีคาที่แปรผัน

ตามกัน ดังนั้นการวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปสดวยวิธี colorimetric จึงเปนวิธีที่รวดเร็วและ

สะดวกกวาวิธีไตเตรต  สอดคลองกับการทดลองของ Saisuburamaniyan et al. (2004) กลาววาวิธี 

colorimetric เปนวิธีที่งายและรวดเร็วในการหาคากิจกรรมเอนไซมไลเปสในดิน กรดไขมันอิสระจะ

ควบคุมดวย cupric acetate pyridine reagent และวัดที่ความยาวคล่ืน 715 nM การวิเคราะหดวยวิธี

นี้วองไว และใชในการคัดเลือกผลิตภัณฑจากไลเปสจากดินที่ปนเปอนน้ํามัน และนําเชื้อที่มีคากิจกรรม

ไลเปสสูงสุด 3 อันดับแรก ไปทําการทดลองขั้นตอไป 

Ghanem et al. (2000) รายงานวา กลุมของ Bacillus alcalophilus สามารถผลิตไลเปสและ

จากการศึกษาพบวาความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมิมีผลตอคากิจกรรมเอนไซมไลเปสโดยอุณหภูมิสูง

ที่สุด คือ 6 0C ความเปนกรด-ดาง 10.6 ซึ่งอยูในชวงเบส 

 
ตอนท่ี 4 การตรวจสอบทางพันธุศาสตรโมเลกุลของแบคทีเรีย 

       สกัด DNA เพิ่มปริมาณ 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) และหา

ลําดับเบสของ16s rRNA นําขอมูลลําดับเบสของ 16s rRNA ที่ไดจากแบคทีเรียทั้ง 8 ไอโซเลตมา

เปรียบเทียบขอมูลของแบคทีเรียที่มีอยูในฐานขอมูลของ GenBank โดยใชโปรแกรมเปรียบเทียบที่ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  ซึ่งไดวา SA 38/2 SA 6/4 SA 6/3 SA 11/4 SA 2/5 และ SA 38/4  มี

ความคลายคลึงกับเชื้อที่อยูในสกุล Acinetobacter sp.      SA 7/1 มีความคลายคลึงกับเชื้อที่อยูใน

สกุล Ralstonia mannitolilytica และ SA 12/1 มีความคลายคลึงกับเชื้อที่อยูในจําพวก Uncultured 
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bacterium ในขณะที่ Pw5/1 Pw5/2 และPw35/3 มีความคลายคลึงกับเชื้อที่อยูในจําพวก Uncultured 

bacterium ซึ่งเปนเชื้อที่ยังไมมีการคนพบเพราะไมมีความเหมือนกับ Gen Bank  Pw27/1 และ 

Pw35/2 มีความคลายคลึงกับเชื้อที่อยูในสกุล Acinetobacter sp. Pw3/2และ Pw35/1มีความคลาย

คลึงกับเชื้อที่อยูในสกุล Enterobacter sp. Pw10/2 มีความคลายคลึงกับเชื้อที่อยูในจําพวก Ralstonia 

mannitolilytica และPw32/1มีความคลายคลึงกับเชื้อที่อยูในจําพวก Bacillus cereus  และพบวารหัส 

KS ที่มีคากิจกรรมเอนไซมสูงสุด 3 อันดับแรก ไดแก เชื้อ KS21 และ KS30 คือเชื้อแบคทีเรีย Bacillus 

thuringiensis และ KS37 คือเชื้อแบคทีเรีย Lysinibacillus boronitolerans มี % ความเหมือน 100 % 

เชื้อที่แยกไดอยูในกลุมของ  Bacillus  พบวาสอดคลองกับงานของ F.L. Toledo, (2005) ที่คัดเลือกเชื้อ

จากน้ํามัน ซึ่งสามารถเจริญเติบโตไดในบริเวณที่มีสารไฮโดรคารบอน และเมื่อจําแนกโดย 16S rDNA  

สวนใหญคือเชื้อ Bacillus เชนกัน เชนเดียวกับการทดลองของ Bento et al. (2004) กลาววาจุลินทรีย

ที่สามารถยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนไดนั้น แยกมาจากดินในแคลิฟอเนียรและดินจาก

ฮองกงที่มีการปนเปอนน้ํามันดีเซล เมื่อนําจุลินทรียเหลานั้นมาจําแนกโดยการหาลําดับเบสของยีน16s 

rDNA พบวาเปน Bacillus cereus, bacillus sphaericus, B. fusuformis, Acinetobacter junii, 

Pseudomonas sp.และ B. pumilus การวิเคราะหกลุมการหาลําดับเบสของยีน 16S rDNA ใน

แบคทีเรียที่แยกไดปรากฏวา 70 % คลายกับกลุมพวกที่สามารถยอยสลายสารไฮโดรคารบอน และที่

นําไปประยุกตในการบําบัดน้ําเสียและฟนฟูสภาพดินที่ปนเปอนปโตรเลียม สอดคลองกับ Ghazali et 

al., (2004)  ที่กลาววา แบคทีเรียกลุม Bacillus มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันเครื่องที่ใชแลว

ไดดี และในสวนของการทดสอบการยอยน้ํามันของแบคทีเรียที่มีคาแตกตางกัน เพราะเชื้อแบคทีเรียใน

กลุมเดียวกันแตตางสายพันธุกัน ความสามรถในการผลิตเอนไซมตางกัน 

จากการศึกษาของ Savaporn et al., 2006 พบวาการจับกลุมของรูปแบบการสังเคราะห ดวย

การใชเครื่องแสดงผลทางคณิตศาสตรทีละข้ันตอน (SDA) แสดงใหเห็นถึงอัตราของกลุมที่จําเปนตอง

ควบคุมความแตกตางระหวางตัวอยาง และสามารถลดลงจาก 11 กลุมเบื้องตนสําหรับ 16S rDNA 

คัดเลือกใหเหลือ 3 กลุม ความตอเนื่องกันเริ่มกําเนิดขึ้นจาก rDNA (16S rDNA transcripts) ถูก

นํากลับใชไดใหมในเครือขายเดียวกัน ประกอบดวยการแยกเพาะเชื้อจุลินทรียของ Bacillus 

marisflavi, Microbacterium oxydans และ Pseudomonas oleovorans การศึกษาการแยกตัวของ

ดินเหลานี้ดวยการใชน้ํามันหลอลื่นใหเหมือนกับเปนแหลงกําเนิดคารบอน สามารถแยกแบคทีเรีย 317 

ชนิด มี 3 ชนิดที่แสดงถึงความคลายคลึงกันอยางตอเนื่อง (N96%) ดวยแบบ 16S rDNA ซึ่งจําแนก

โดยการใช SDA ทําใหเกิดความแตกตางเปนอยางมาก ระหวางกลุมแบคทีเรีย ซึ่งถูกตรวจสอบทีละ

อยาง และการผสมผสานกันของความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอลื่น การศึกษาวิเคราะหนี้ถูก

สาธิตใหเห็นวาการคัดเลือกโดยใชการรวมกลุมกันของสิ่งที่คลายคลึงกับโมเลกุล SDA จะทําใหการ



 

 

121

ยอยสลายน้ํามันหลอลื่นมีประสิทธิภาพมากขึ้น ทั้งในสารอาหารเหลวและทรายที่ปนเปอนมากกวาการ

ใชแบคทีเรียชนิดเดียว  

จากการทดลองของ S. Khodijah et al., 2004 พบวา การใช 16S rDNA  คนพบวาแบคทีเรีย

จํานวนมากที่ยอยสลายไฮโดรคารบอนยังคงมีชีวิตอยูในบริเวณทะเลประเทศญี่ปุน ประกอบไปดวย

แบคทีเรียหลากหลายรูปราง เชน รูปทรงกลม (Streptococcus และ Staphylococcus) and รูปทอน

ยาว (Streptobacillus) จากการศึกษาดวยกระบวนการบําบัดดวยชีวภาพดวยการวัดแบบการทดลอง

ทางวิทยาศาสตร การทดลองโครโมโซมในหองปฏิบัติการ(ประกอบดวย สาหรายทะเล ทรายจาก

ชายหาด และน้ํามันเขมขน) ภายใตเงื่อนไขการใชออกซิเจนในการดํารงชีวิตดวยการบําบัด 2 วิธี ที่

แตกตางกัน (วางไวทั้งในและนอกอาคาร) ถูกสรางขึ้นในการบําบัดฟนฟูน้ํามันที่รั่วไหล เพื่อศึกษา

คนควาบทบาทที่สําคัญของแบคทีเรียในการยอยสลายไฮโดรคารบอน ไมมีความแตกตางอยางเดนชัด

ของกระบวนการของแบคทีเรีย ในการรักษาทั้ง 2 แบบ และการขจัดน้ํามันจํานวนมากดวยการยอย

สลายไฮโดรคารบอนของแบคทีเรียภายนอกอาคารมีผลมากกวาภายในอาคารเพียงเล็กนอยเทานั้น คา

ของ pH, Eh, EC และ ออกซิเจนเจือจาง (DO) ในการรักษาทั้ง 2 แบบ แสดงใหเห็นวา กระบวนการ

บําบัดรักษาดวยชีวภาพจะเกิดขึ้นภายใตเงื่อนไขของการตองการออกซิเจนในการดํารงชีวิต  (DO: 1–6 

mg/l; Eh:12–300 mV) และเงื่อนไขของความเปนกลางจนถึงความเปนดาง (pH 6.4–8) ดวย NaCl 

ความเขมขนที่ 3–15% (ECs of 45–200 mS/cm) 

  จากการใชเทคนิค 16S rDNA ทําใหไดสาย DNA ของ 16S rDNA gene ที่มีความแตกตาง

ในแบคทีเรียแตละชนิด สามารถนํามาใชเพื่อตรวจสอบวาเปนแบคทีเรียชนิดใดหรือกลุมใดใน

ฐานขอมูล (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ entrez หรือ http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) เพื่อ

นําไปใชประโยชนในการทําวิจัยตอไป (ศรีสุดา, 2552) 

 

ตอนท่ี 5 การศกึษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเตบิโตของเชื้อที่คัดเลือกได 

นําเชื้อ KS21, KS30, KS37 ที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันเครื่องที่ใชแลวสูงสุด 3 

อันดับแรก และอยูในกลุมของ Bacillus ซึ่งคัดแยกจากแหลงดินที่ปนเปอนน้ํามัน และ Pw3/2, Pw27/1 

อยูในกลุมของ Acinetobacter sp. (ปยะพรรณ, 2550) ที่มีความสามารถในการยอยสลาย

น้ํามันเครื่องที่ใชแลวสูงสุด 2 อันดับแรก ซึ่งคัดแยกจากแหลงน้ําธรรมชาติ และ SA 11/4, SA 6/3 อยู

ในกลุมของ Acinetobacter sp. (อัญชุลี, 2550) ที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันเครื่องที่ใช

แลวสูงสุด 2 อันดับแรก ซึ่งคัดแยกจากแหลงดินธรรมชาติ เพื่อทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสม ไดแก คา

ความเปนกรด-ดาง(pH) อุณหภูมิ ปริมาณการใหอากาศ และ% NaCl เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยอย

สลายน้ํามันเครื่องที่ใชแลวโดยแบคทีเรีย (ภัณฑิรา, 2548)      
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5.1 คาความเปนกรด-ดาง ท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อ 

 ใชหวงถายเชื้อแตะโคโลนีของแตละเชื้อมาจุมในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 ml ที่อยูในขวดรูป

ชมพูขนาด 250 ml นําไปเขยาที่ความเร็ว 150 rpm อุณหภูมิ 37 ๐C เปนเวลา 24 hrs วัดปริมาณเชื้อ

จากคา Optical Density ที่ความยาวคลื่น 600 nm (OD600) โดยใหแตละขวดมีคา OD600   เริ่มตน

เทากับ 0.5 แลวปรับpH ในอาหาร NB เปน 8.5, 9.0, 9.5 แตละขวดอยางนอย 2 ซ้ํา นําไปบมที่

ความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 37 ๐C นาน 48 hrs หลังจากนั้นนําไปวัดอัตราการเจริญเติบโตของ

เชื้อ โดยใชเครื่องspectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 nm  ขณะเดียวกันนําเชื้อที่วัดคา OD = 

0.5  ไปเกลี่ย(spread plate) บนอาหารแข็ง NA  เพื่อสังเกตลักษณะการปนเปอนของเชื้ออื่น ไดผลดัง

ตาราง 8 

 

ตารางท่ี 26 การเจริญเติบโตของเชื้อในสภาวะที่คาความเปนกรดเปนดางแตกตางกนั 

 

ลําดบั ไอโซเลต 
คา  OD600  

pH 8.5 pH 9.0 pH 9.5 

1 KS21 1.139 0.989 1.068 

2 KS30 1.126 1.095 1.144 

3 KS37 1.391 1.250 1.267 

4 Pw3/2 0.988 1.019 1.036 

5 Pw27/1 1.099 1.118 1.135 

6 SA 11/4 1.214 1.205 1.187 

7 SA 6/3 1.498 1.180 1.211 

  

จากตารางที่ 26 เชื้อ KS21, KS30, KS37 ซึ่งอยูในกลุม Bacillus และ SA 11/4, SA 6/3 ซึ่งอยู

ในกลุม Acinetobacter sp. สามารถเจริญเติบโตไดที่ความเปนกรด-ดาง 8.5 และ Pw3/2, Pw27/1 ซึ่ง

อยูในกลุม Acinetobacter sp. สามารถเจริญเติบโตไดดีที่ความเปนกรด-ดาง 9.5 ซึ่งใกลเคียงกับ 

Ghanem et al. (2000) รายงานวากลุมของ Bacillus alcalophilus สามารถผลิตไลเปส และจาก

การศึกษาพบวาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิมีผลตอคากิจกรรมเอนไซมไลเปส โดยอุณหภูมิสูง

ที่สุด คือ 6 ๐C ความเปนกรด-ดาง 10.6 ซึ่งอยูในชวงเบส และสอดคลองกับ ภัณฑิรา, (2548) ที่

ทดสอบหาเชื้อจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันไดในสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการ

เจริญเติบโตของเชื้อไดดีที่ความเปนกรด-ดาง 9.0  
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แบคทีเรียจัดเปนจุลินทรียกลุมใหญที่พบจํานวนมากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับจุลินทรียชนิด

อื่นๆ ในหนึ่งกรัมของดินที่อุดมสมบูรณ มีแบคทีเรียมากถึงหนึ่งแสนถึงพันลานโคโลนีตอกรัม แบคทีเรีย

ที่พบในดินโดยทั่วไป มีรูปราง 3 แบบคือ แบบกลม แบบแทง และแบบเกลียว แบคทีเรียเจริญเติบโต

และเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วในดินที่มีอินทรียวัตถุ มีความชื้นพอสมควร และคาความเปนกรดดางอยู

ระหวาง 5.5 – 9.0 กิจกรรมของแบคทีเรียในดินมีมากมาย แตที่มีความสําคัญตอระบบนิเวศน คือ การ

เปนผูยอยสลายอินทรียวัตถุในดิน ทําใหอยูในรูปที่พืชสามารถนําไปใชประโยชนได และทําใหเกิด

กระบวนการตรึงไนโตรเจนในดินเปนตน แบคทีเรียที่พบและสามารถนํามาใชประโยชน เชน 

Pseudomanas sp, Rhizobium sp, Bacillus sp, Clostridium sp  เปนตน (สมศักดิ์, 2528) 

การเจริญเติบโตของจุลินทรียแตกตางกันไปขึ้นอยูกับ pH ของดิน พบวา Actinomycetes 

sp.  มี pH เหมาะสมระหวาง 7.0 -7.5 ถาเปนดินที่เปนกรดมากๆ จะชะงักการเจริญเติบโตหรือตาย 

สวน Azotobacter chroococum เจริญเติบโตไดดีในดินที่เปนกลางหรือคอนขางเปนเบส แตไมเจริญ

ในดินที่ pH ต่ํากวา 4.0 (บัญญัติ, 2532) 

 pH ที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของจุลินทรียแตกตางกันไป สวนมากเจริญไดที่ pH 6-8 

ยีสตและราสวนใหญเจริญไดดีในสภาวะเปนกรด (acidophile) แตแบคทีเรียสวนใหญเจริญไดดีใน

สภาวะเบส (alkaliphile)   และจากงานวิจัยของ Hao et al., 2004 พบวา thermophile bacteria สาย

พันธุ TH-2 ที่มีชีวิตอยูในบริเวณ Shengli ทีมีน้ํามัน ในภาคตะวันออกของประเทศจีน สามารถ

เจริญเติบโตไดที่อุณหภูมิสูงถึง 85 ๐C และเจริญเติบโตไดดีในสภาวะที่เปนดาง   

   เชนเดียวกับ การศึกษาของนงลักษณ (2544) ; Rahman et al., (2002) ; ปยะพรรณ (2550) 

พบวา ในการหาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย พบวาสามารถเจริญเติบโตได

ดีในสภาวะที่เปนดาง และ จากการศึกษาของ S. Khodijah et.al., 2004 พบวา แบคทีเรียจํานวนมากที่

ยอยสลายไฮโดรคารบอนยังคงมีชีวิตอยูในบริเวณทะเลประเทศญี่ปุน กระบวนการบําบัดรักษาดวย

ชีวภาพจะเกิดขึ้น ภายใตเงื่อนไขของความเปนกลางจนถึงความเปนดาง (pH 6.4–8)  

  ดังนั้น จะเห็นไดวาในสภาวะที่เปนดาง เชื้อที่คัดแยกไดจากแหลงดินธรรมชาติและแหลงดินที่

ปนเปอนน้ํามันปโตรเลียมทั้งกลุม Bacillus และ Acinetobacter sp. สามารถเจริญเติบโตในสภาวะที่

เปนดางออนกวาเชื้อที่คัดแยกไดจากแหลงน้ําธรรมชาติ  

 

5.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อ  

      ใชหวงถายเชื้อแตะโคโลนีของแตละเชื้อจุมในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 ml ที่อยูในขวดรูป

ชมพูขนาด 250 ml นําไปเขยาที่ความเร็ว 150 rpm อุณหภูมิ 37 ๐C เปนเวลา 24 hrs วัดปริมาณเชื้อ  

OD600 เริ่มตนเทากับ 0.5 แตละขวดอยางนอย 2 ซ้ําโดยกําหนดการเลี้ยงเชื้อ KS21, KS30, KS37, SA 
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11/4, SA 6/3 มี pH 8.5 และ Pw27/1, Pw3/2 มี pH 9.5  นําไปบมที่ความเร็วรอบ 150 rpm  อุณหภูมิ 

37, 40 และ 45๐C นาน 48 hrs หลังจากนั้นนําไปวัดอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อ โดยใชเครื่อง

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 nm ขณะเดียวกันก็นําเชื้อที่วัดคา OD = 0.5  ไปเกลี่ย

(spread plate)บนอาหารแข็ง NA  เพื่อสังเกตลักษณะการปนเปอนของเชื้ออ่ืน ไดผลดังตารางที่ 27  

 

ตารางท่ี 27 การเจริญเติบโตของเชื้อในสภาวะที่อุณหภูมแิตกตางกัน 

 

ลําดบั ไอโซเลต 
คา  OD600  

อุณหภูม ิ37 ๐C อุณหภูม ิ40 ๐C อุณหภูม ิ45 ๐C 

1 KS21 1.139 1.126 0.692 

2 KS30 1.126 1.138 0.576 

3 KS37 1.391 0.556 0.558 

4 Pw3/2 1.036 0.920 0.906 

5 Pw27/1 1.146 1.135 0.471 

6 SA 11/4 1.170 0.927 0.616 

7 SA 6/3 1.723 1.069 1.066 

 

จากตารางที่ 27 เชื้อสวนใหญสามารถเจริญเติบโตไดดีที่อุณหภูมิ 37 ๐C และเชื้อ KS30, 

KS21, Pw27/1 สามารถเจริญเติบโตไดดีที่อุณหภูมิ 37 ๐C ถึง 40  ๐C ซึ่งการยอยสลายของ

สารประกอบไฮโดรคารบอนสามารถเกิดไดในชวงอุณหภูมิกวาง โดยเกิดจากจุลินทรียในกลุมที่เจริญได

ในอุณหภูมิต่ํา (Psychrophile) อุณหภูมิปานกลาง (Mesophile) และในอุณหภูมิสูง (Thermophile) 

พบวาการยอยสลายของสารประกอบไฮโดรคารบอน สามารถเกิดขึ้นไดในอุณหภูมิต่ําประมาณ 0 ๐C 

และอุณหภูมิสูงประมาณ 70 ๐C สวนประกอบของน้ํามันมีผลตอการยอยสลายน้ํามันที่อุณหภูมิตางๆ

โดยที่อุณหภูมิต่ําจะชะลอการระเหยของสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา ซึ่งเปนสวน

ที่เปนพิษตอจุลินทรียตางๆ ทําใหอัตราการยอยสลายน้ํามันลดลง นอกจากนี้ยังพบวาที่อุณหภูมิ 20 ๐C 

น้ํามันที่มีความเขมขนต่ําจะถูกยอยสลายไดดีกวาน้ํามันที่มีความเขมขนสูง และสวนประกอบที่เปนพิษ

จะระเหยไดอยางรวดเร็ว แตที่อุณหภูมิ 10 ๐C สวนประกอบที่เปนพิษที่สามารถระเหยไดจะมีอัตราการ

ระเหยต่ําลงมาก ซึ่งสารพิษนี้จะไปยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย ทําใหอัตราการยอยสลายน้ํามันลด

ต่ําลง (Antai, 2003) ใกลเคียงกับ Susan, 2003 ที่พบวาจุลินทรียแตละชนิดตองการชวงอุณหภูมิใน

การเจริญแตกตางกันไป เชน Psychrophilic microbe, Mesophilic microbe, Thermophlic microbe 
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และ extreme thermophiles microbe จุลินทรียที่อาศัยในบริเวณแอนตารกติก  สามารถเจริญเติบโต

ไดที่อุณหภูมิ 20-30C และอุณหภูมิสูงที่สุดที่จุลินทรียสามารถเจริญเติบโต คือ อุณหภูมินอยกวา 37 

C ซึ่งที่อุณหภูมินี้จุลินทรียสามารถยอยสลายน้ํามันปโตรเลียมที่ปนเปอนไดดี  เชนเดียวกับงานวิจัย

ของ (Hao R. et al., 2004; ภัณฑิรา, 2548) และพบวา Bacillus sp. สามารถยอยสลายน้ํามันไดที่

อุณหภูมิ 20 ๐C – 44 ๐C (Antai S.P., 1990) เชนเดียวกับ KS21และKS30 ซึ่งยอยสลายน้ํามันไดดีที่

อุณหภูมิ 37 ๐C ซึ่งจุลินทรียสามารถยอยสลายน้ํามันปโตเลียมที่ปนเปอนไดดีที่อุณหภูมินี้ (Gilber and 

Higgins., 1978) 

จากการศึกษาของ Yoshiki et al., 2007 พบวา แรงตึงผิว DW2-1 เจริญเติบโตอยางรวดเร็ว 

ในน้ําเสียระดับปานกลางที่สังเคราะหขึ้น (>1×1010 [CFU]/ml) ระหวางอุณหภูมิที่ 20°C และ 38°C 

และอัตราการยอยสลายของน้ํามันสลัดอยูที่ 90% หลังจากการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 48 hrs ไลเปส

และกระบวนการแรงตึงผิวแบบชีวภาพ (BSF) ของแรงตึงผิว DW2-1 หลังจากการเพาะเลี้ยง

เชื้อจุลินทรีย 48 hrs  อยูที่ 1720 U/l และ 480 U/ml ตามลําดับ การเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรียตอไปเพื่อ

การบําบัดน้ําเสียที่ปนเปอนไขมัน DW2-1 จะเปนตัวหลักที่ใหเกิดการยอยสลายถึง 90% ของน้ํามัน

สลัด ในการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรียเปนระยะเวลา 7 วัน  โดยทั่วไปแลวอาจสรุปได วาจํานวนจุลินทรียที่

สามารถยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนได สามารถใชเปนดรรชนีในการบงบอกวาสิ่งแวดลอม

บริเวณตางๆ มีการปนเปอนจากสารประกอบไฮโดรคารบอนหรือไม ซึ่งพบวาในบริเวณที่ไมมีการ

ปนเปอนของสารประกอบไฮโดรคารบอน จะพบจุลินทรียกลุมนี้เพียง 0.1% จากจุลินทรียที่พบทั้งหมด 

แตถามีการปนเปอนของสารประกอบไฮโดรคารบอน จะพบวามีจุลินทรียกลุมนี้เทานั้นที่เจริญเติบโตได

หรือคิดเปน 99.67 % ของจุลินทรียที่พบทั้งหมด  

ดังนั้น จะเห็นไดวาเชื้อที่คัดแยกไดจากแหลงดินธรรมชาติ แหลงน้ําธรรมชาติและแหลงดินที่

ปนเปอนน้ํามันเครื่องที่ ใชแลวทั้งกลุม Bacillus และ Acinetobacter sp. สวนใหญสามารถ

เจริญเติบโตไดดีที่อุณหภูมิ 37 ๐C และบางเชื้อสามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิระหวาง 37 ถึง 40 ๐C 

เพราะเปนชวงที่เชื้อแบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตไดดีที่สุด 

 

5.3 การใหอากาศ (ความเร็วรอบในการเขยา) ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อ  

 ใชหวงถายเชื้อแตะโคโลนีของแตละเชื้อ มาจุมในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 ml ที่อยูในขวดรูป

ชมพูขนาด 250 ml แลวนําไปเขยาที่ความเร็ว 150 rpm อุณหภูมิ 37 ๐C  เปนเวลา 24 hrs วัดปริมาณ

เชื้อจากคา OD600 เริ่มตนมีคาเทากับ 0.5 แตละขวดอยางนอย 2 ซ้ํา เลี้ยงเชื้อ KS21, KS30, KS37, SA 

11/4, SA 6/3 มี pH 8.5 และ Pw27/1, Pw3/2 มี pH 9.5 นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ๐C  ทดสอบการ

เจริญเติบโตที่ความเร็วรอบ 100,150  และ 180 rpm นาน 48 hrs หลังจากนั้นนําไปวัดอัตราการ
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เจริญเติบโตของเชื้อโดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  ขณะเดียวกัน

ก็นําเชื้อที่วัดคา OD = 0.5  ไปเกลี่ย(spread plate)บนอาหารแข็ง NA เพื่อสังเกตลักษณะการปนเปอน

ของเชื้ออ่ืน ไดผลการทดลองดังตารางที่ 28 

 

ตารางท่ี 28 การเจริญเติบโตของเชื้อในสภาวะที่ความเร็วรอบในการเขยาแตกตางกัน 

 

ลําดบั ไอโซเลต 
คา  OD600  

100  rpm 150  rpm 200  rpm 

1 KS21 1.110 1.159 1.198 

2 KS30 0.931 1.149 1.034 

3 KS37 0.558 1.391 1.290 

4 Pw3/2 0.772 1.036 0.893 

5 Pw27/1 1.063 1.181 1.051 

6 SA 11/4 0.860 1.214 1.048 

7 SA 6/3 0.936 1.498 0.936 

 

   จากตารางที่ 28 เชื้อ KS30, KS37, SA 11/4, SA 6/3, Pw3/2, Pw27/1 สามารถเจริญเติบโต

ไดดีที่ความเร็วรอบของการใหอากาศ 150 rpm ยกเวน KS21 สามารถเจริญเติบโตไดดีที่ความเร็วรอบ

ของการใหอากาศ 200 rpm ซึ่งเชื้อสวนใหญตองการอากาศ และสอดคลองกับ ภัณฑิรา (2548) ที่

ทดสอบหาเชื้อจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันได ในสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการ

เจริญเติบโตของเชื้อไดดี ที่ความเร็วรอบของการใหอากาศ 150 rpm และเชนเดียวกับ Grishchenkov 

(2000) ที่ทําการศึกษา Seudomonas sp. BS2201, BS2203 และ Breibacillus sp. BS2202  ซึ่งเปน 

Nitrate-reducing bacterial ที่คัดแยกจากดินที่มีน้ํามันปโตรเลียมปนเปอน สามารถยอยสลายสาร

ไฮโดรคารบอนปโตรเลียมไดในสภาวะที่มีออกซิเจนและในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  ซึ่งสภาวะที่มี

ออกซิเจนสามารถยอยสลาย alkane (C10–C35) ได 90-95% ในเวลา 10 วัน สวนในสภาวะไมมี

ออกซิเจน สามารถยอยสลาย alkane ได 20-25% นอกจากนี้ยังสามารถยอยสลาย polycyclic 

aromatic hydrocarbons ได 15-18%  

จุลินทรียในดินสวนมากประมาณ 90 - 95 % เจริญเติบโตไดดีในสภาวะที่มีออกซิเจน โดยใช

ออกซิเจนเพื่อการหายใจและออกซิไดซสารตางๆ ทําใหการยอยสลายและการเปลี่ยนแปลงของ

อินทรียวัตถุเปนไปอยางรวดเร็ว ในดินที่มีการหมุนเวียนของอากาศไดดี กิจกรรมของจุลินทรียจะเกิดได
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อยางรวดเร็ว การหมุนเวียนของอากาศในดิน นอกจากจะมีผลตอการยอยอินทรียวัตถุของจุลินทรียแลว 

ยังเกี่ยวของกันการตรึงไนโตรเจนจากอากาศของจุลินทรียในดินอีกดวย เพราะอากาศเปนของผสมที่มี

ไนโตรเจนเปนสวนประกอบที่สําคัญ  การยอยสลายน้ํามันในแหลงน้ําตางๆ โดยจุลินทรียจะเกิดขึ้นได

ในสภาพแวดลอมที่มีออกซิเจน  ซึ่งออกซิเจนจะเกี่ยวของโดยตรงกับปฏิกิริยาในการยอยสลายน้ํามัน 

โดยเฉพาะในปฏิกิริยาออกซิเดชันของจุลินทรีย ที่ตองอาศัยเอนไซมออกซิจิเนส  และสําหรับ

สภาพแวดลอมที่เปนแหลงน้ํานี้ ออกซิเจนจากอากาศสามารถที่จะสลายไดโดยตรง ทําใหมีออกซิเจน

เพียงพอตอจุลินทรียสําหรับใชในการยอยสลายน้ํามัน สภาพแวดลอมบนบกนั้นพบวา ปริมาณ

ออกซิเจนในดินจะขึ้นอยูกับจุลินทรียที่สามารถใชออกซิเจนจากอากาศได   ชนิดของดินและปริมาณน้ํา

ในดิน  ทําใหสภาพบนบกนั้น ออกซิเจนจะเปนปจจัยจํากัดสําหรับอัตราเร็วในการยอยสลายน้ํามันโดย

จุลินทรีย (บัญญัติ, 2532) 

ดังนั้น จะเห็นไดวาในสภาวะที่มีออกซิเจน เชื้อที่คัดแยกไดจากดินที่มีการปนเปอนน้ํามัน 

ปโตรเลียมและอยูในกลุม Bacillus มีความสามารถในการยอยสลาย alkane ไดดีกวาในสภาวะที่ไมมี

ออกซิเจน ซึ่งจุลินทรียแตละชนิดตองการออกซิเจนในปริมาณที่แตกตางกัน เชน aerobic type เจริญ

ไดเฉพาะบริเวณที่มีออกซิเจนเทานั้น microaerophile type เจริญไดดีในบริเวณที่มีออกซิเจนเล็กนอย 

ถามีออกซิเจนมากจะเจริญชาๆ anaerobic type เจริญไดดีในที่ไมมีออกซิเจน และ Facultative 

anaerobic type เจริญไดทั้งสภาพที่มี และไมมีออกซิเจน เนื่องจากสามารถเปลี่ยนแปลงระบบเมตา

บอลิซึมของตนเองได Farinazleen (2004)  ไดคัดเลือก Bacillus และ Pseudomonas spp. จากดินที่

มีสารประกอบไฮโดรคารบอนปนเปอน พบวาสามารถเจริญไดดีเมื่อเลี้ยงที่ความเร็วรอบ 150 rpm  

 อยางไรก็ตามพบวาความเร็วรอบทีเ่หมาะสม ในการเพาะเล้ียงเชื้อแตละชนดิแตกตางกัน

ขึ้นอยูกับชนิดของเชื้อ (ภัณฑิรา, 2548; Mukherji S. et al., 2003) 

 

5.4 เปอรเซนต NaCl ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อ  

 ใชหวงถายเชื้อแตะโคโลนีของแตละเชื้อมาจุมในอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาตร 100 ml ที่อยูในขวดรูป

ชมพูขนาด 250 ml แลวนําไปเขยาที่ความเร็ว 150 rpm อุณหภูมิ 37 ๐C  เปนเวลา 24 hrs วัดปริมาณ

เชื้อจากคา OD600  เริ่มตนเทากับ 0.5 แตละขวดอยางนอย 2 ซ้ํา เลี้ยงเชื้อ KS21, KS30, KS37, SA 

11/4, SA 6/3 ที่ pH 8.5 และ Pw27/1, Pw3/2 ที่ pH  9.5 เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 ๐C และเขยาที่ความเร็ว

รอบ 150 rpm ยกเวน KS21 นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 rpm และเติม NaCl 0.5, 1.0, 2.0 % บม

เปนเวลา  48 hrs วัดอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อโดยใชเครื่องspectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 

600 nm ขณะเดียวกันก็นําเชื้อที่วัดคา OD=0.5 ไปเกลี่ย(spread plate) บนอาหารแข็ง NA เพื่อสังเกต

ลักษณะการปนเปอนของเชื้ออ่ืน ไดผลการทดลองดังตารางที่ 29  
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ตารางท่ี 29 การเจริญเติบโตของเชื้อในสภาวะที่ % NaCl แตกตางกัน 

 

ลําดบั ไอโซเลต 
คา  OD600  

0.5 % NaCl 1.0 % NaCl 2.0% NaCl 

1 KS21 1.094 1.133 1.160 

2 KS30 1.137 1.125 1.055 

3 KS37 0.659 0.697 0.614 

4 Pw3/2 0.745 0.785 0.825 

5 Pw27/1 1.199 1.082 1.019 

6 SA 11/4 1.235 0.898 0.954 

7 SA 6/3 0.885 0.894 0.981 

 

จากตารางที่ 29 เชื้อสวนใหญสามารถเจริญเติบโตไดดีที่ 0.5 ถึง 2.0 % NaCl ทั้งเชื้อที่มาจาก

แหลงน้ําและดินธรรมชาติ และจากแหลงดินปนเปอนน้ํามัน พบวาจุลินทรียแตละชนิดสามารถ

เจริญเติบโตไดในสภาวะที่มีความเค็มแตกตางกัน บางชนิดอาจเจริญไดดีในสภาวะที่มีความเค็มมาก 

แตบางชนิดอาจเจริญเติบโตไดในสภาวะที่มีความเค็มเพียงเล็กนอย ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ 

Mukherji (2003) ที่ไดคัดแยก ES1จากบริเวณที่มีน้ํามันปนเปอน ซึ่งสามารถเจริญเติบโตไดดีในอาหาร

ที่มี NaCl 0.5% และสามารถยอยสลายน้ํามันดีเซลไดสูงสุด 61% เมื่อเปรียบเทียบกับความเขมขนของ 

NaCl ที่แตกตางกัน 

การยอยสลายของสารประกอบไฮโดรคารบอนในสภาพที่มีความเค็มสูง เมื่อเติมสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนลงไปในตัวอยางจากน้ําทะเลสาบ Great salt and Great salt lake ที่มลรัฐ Utah  

ประเทศสหรัฐอเมริกา ที่ระดับความเค็มตางๆ ( ตั้งแต 3.3 -28.4 %) พบวาอัตราการยอยสลายของ

สารประกอบไฮโดรคารบอนจะลดลง เมื่อระดับความเค็มของน้ําสูงขึ้น โดยที่อัตราการยอยสลายจะไม

สัมพันธกับปริมาณของออกซิเจนที่มีอยูต่ํา และปริมาณของสารอินทรียตางๆ และยังพบวาในสภาพที่มี

จุลินทรียปริมาณสูงจะสามารถใชน้ํามันเปนแหลงคารบอนไดพอสมควร โดยความเค็มของน้ําทะเลตอง

ไมเกิน 20 % ( Ward and Brock, 1978)  

 จากการศึกษา ของ Hitoshi et al., 2008 พบวา ความสามารถของกลุมจุลินทรียในการยอย

สลายน้ํามัน turbine (TuO) ซึ่งประกอบดวยสวนผสมหลักคือ cycloalkanes และ isoalkanes ซึ่งได

รับมาจากตัวอยางดินที่เก็บมาจากแหลงน้ํามันที่นํากลับมาปรับปรุงใหดีขึ้น เมื่อกลุมของจุลินทรียที่มี

ชื่อ Atsuta A ถูกเพาะเลี้ยงในสารละลายเกลือเจือจางที่ 0.5% (w/v) TuO จะเกิดการยอยสลาย 90%  
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S. Khodijah et.al., 2004 พบวา แบคทีเรียจํานวนมากที่ยอยสลายไฮโดรคารบอนยังคงมีชีวิต

อยูในบริเวณทะเลประเทศญี่ปุน กระบวนการบําบัดรักษาดวยชีวภาพจะเกิดขึ้น ภายใตเงื่อนไขของการ

ตองการออกซิเจนในการดํารงชีวิต  (DO: 1–6 mg/l; Eh:12–300 mV) และเงื่อนไขของความเปนกลาง

จนถึงความเปนดาง (pH 6.4–8) ดวย NaCl ความเขมขนที่ 3–15% (ECs of 45–200 mS/cm)  

 อยางไรก็ตามพบวา % NaCl ที่เหมาะสม ในการเพาะเลี้ยงเชื้อแตละชนิดแตกตางกนัขึ้นอยูกับ

ชนิดของเชื้อ (ภัณฑิรา, 2548; Mukherji S. et al., 2003) 

 

3. การจัดทาํฐานขอมูลจลุินทรียเพื่อใชประโยชนทางดานสิ่งแวดลอม 
 3.1  การออกแบบฐานขอมลูจุลินทรีย 

 ไดทําการคนควารวบรวมขอมูลตาง ๆ    ที่จําเปนสําหรับการจัดทําฐานขอมูลจุลินทรีย 

(microbial database) จากสถาบนัเก็บจุลนิทรยีทั้งในประเทศและตางประเทศที่ไดมาตรฐาน เชน 

ศูนยจุลนิทรยีของสถาบันวจิัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงประเทศไทย หรือ TISTR 

Microbiological Resources Center (http://www.tistr.or.th/mircen), American Type Culture 

Collection หรือ ATCC (http://www.atcc.org), Japan Collection of Microorganisms หรือ JCM 

(http://www.jcm.riken.go.jp)  โดยไดปรึกษารวมกบัผูออกแบบและจัดทําฐานขอมูลจุลนิทรยีเพื่อทํา

การออกแบบฐานขอมูลใหไดตามทีต่องการ และไดมาตรฐานเทียบเทาระดับสากล และไดทําการ

ทดสอบจุดบกพรองของฐานขอมูล เพื่อรองรับการใชงานรวมกับระบบเครือขายในอนาคต 

 โดยขอมูลที่สามารถบรรจุลงในฐานขอมูลนัน้เปนขอมูลทีม่ีความสําคัญ ทําใหงายตอการ

คัดเลือกเพื่อนําประยกุตใชไดงาย โดยฐานขอมูลถกูออกแบบเพื่อใหสามารถใชคําสําคญัในการคนหา

ขอมูลในระบบได ขอมูลที่สําคัญที่สามารถบรรจุลงในฐานขอมูลมีทั้งชื่อทางวิทยาศาสตรและชนิดของ

จุลินทรยี ระดับความปลอดภัย (biosafety level) สภาวะที่ใชในการเพาะเลี้ยง เชน สูตรอาหารเลีย้ง

เชื้อ อุณหภูมิทีเ่หมาะสม การนําไปประยกุตใช และลําดับเบสของดีเอ็นเอ 

 โดยทางผูออกแบบระบบฐานขอมูลจุลินทรีย ไดทําการเขียนคูมือการใชฐานขอมูลจุลนิทรยี

เพื่องายตอผูใชงานและดูแลฐานขอมูล โดยไดแสดงไวในภาคผนวก ง 

 

3.2 การจัดเกบ็รักษาจุลินทรีย 

 ไดมีการรวบรวมสายพันธุจุลนิทรยี ที่มปีระสิทธิภาพสูงในการยอยสลายสารในขยะและน้ําเสีย 

(โครงการยอยที่ 1) ซึ่งสามารถรวบรวมไดทั้งสิ้น 120 ไอโซเลท และจุลนิทรียที่มีความสามารถในการ

ยอยสลายน้ํามัน ที่ไดจากโครงการการแยกและคัดเชื้อจุลนิทรียยอยสลายน้ํามัน (โครงการยอยที่ 2) ซึ่ง

สามารถรวบรวมไดทั้งสิ้น 110 ไอโซเลท โดยจุลนิทรียทั้งหมดไดถูกจัดเก็บไวใน 3 รูปแบบดวยกันคือ 
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การเก็บรกัษาบนอาหารผิวหนาวุนเอียง การเก็บรักษาโดยวิธีแชแข็งในกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -80 องศา

เซลเซียส และการเก็บรักษาโดยการทําแหงแบบเยือกแข็ง (freeze-drying) เพื่อรอการนําไปจําแนก

ดวยวิธีการหาลําดับเบสของดเีอ็นเอในลําดับตอไป  

 

 3.3 การจัดจาํแนกสายพันธุของจลุินทรียที่มีประสิทธภิาพในการจัการสิ่งแวดลอม 

จากสายพนัธุจุลนิทรียที่รวบรวมไดทั้งสิ้น 330 ไอโซเลท ไดมีการคัดเลือกสายพันธุที่มี

ความสามารถในการยอยสลายสารในขยะ น้ําเสีย และน้ํามัน เพื่อนํามาจัดจําแนกชนิดของจุลินทรีย

รวมทั้งสิ้น 92 ไอโซเลท โดยนํามาทําการสกัด DNA โดยใชชุดสกดั DNA สําเร็จรูป จากนัน้นํา 

genomic DNA ความเขมขนประมาณ 20 นาโนกรัมตอไมโครลิตร มาทํา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณยนี 

16S rRNA ที่ลําดับเบสในตําแหนง V1-V3 โดยใช universal primer 2 ชนิด คือ 27F และ 520R  ทําการ

ตรวจสอบขนาดของชิน้ DNA ของแบคทเีรียแตละไอโซเลต  พบวา DNA ที่ไดจากการทํา PCR  มีขนาด

ประมาณ 500 คูเบส แสดงดังภาพ 23  ทํา PCR product ท ่ีไดใหบริสุทธิ์โดยใช  TaKaRa SUPRECTM-

PCR แลวนํา PCR product ที่บริสุทธิ์นี้ไปทําการหาลําดับเบสของ DNA ในสวนของยนี 16S rRNA  ซึ่ง

ไดลําดับเบส ดังภาพภาคผนวก จ แลวนําลําดบัเบสที่ไดจาก primer 27F  นําไปเทียบความคลาย

จากฐานขอมูลลําดับเบสใน GenBank โดยใชโปรแกรม BLAST โดยแสดงผลการจําแนกชนิดของ

จุลินทรยีในตารางที่ 30  

จากตารางที่ 30 พบวาจุลินทรียสวนใหญที่มคีวามสามารถในการยอยสลายสารในขยะและน้ํา

เสีย คือแบคทีเรียในจีนัส Bacillus นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรยีคลายราในกลุมของแอคติโนมยัซีส 

Streptomyces มีความสามารถในการยอยสลายสารในน้าํเสียอีกดวย สวนแบคทเีรียที่มีความสามารถ

ในการยอยสลายน้ํามันนั้น พบวาสวนใหญสามารถจําแนกไดเปนแบคทีเรียในจีนัส Acinetobacter 

และ Bacillus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

131

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 23  ขนาดของ DNA ที่ไดจากการทํา PCR ในสวนของยีน 16S rRNA ที่ตําแหนงลําดับเบส  

             บริเวณ V1-V3  

 Lane 1  คือ DNA marker  

 Lane 2  คือ ขนาดของ DNA ที่ไดจากการทํา PCR ของแบคทีเรยี 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 

ภาพที่ 24 ภาพตัวอยางลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรยี  
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ภาพที่ 25 ตัวอยางชื่อของแบคทเีรียทีม่ีลําดับเบสคลายกบัแบคทเีรีย PB014 ที่นําไปเทียบความ          

เหมือนใน GenBank ซึ่งไดจากการนําลําดบัเบสของ primer 27F ไปเทียบกันใน          โปรแกรม 

BioEdit 
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ตารางท่ี 30 แสดงผลการจําแนกจุลนิทรยีที่มีความสามารถในการยอยสลายสารในขยะ น้ําเสีย และ           

น้ํามัน โดยวิธี 16S rDNA sequencing 

 

No. ไอโซเลท ชนิดจุลินทรีย Accession No. bp/bp % Homology 

1 MJUT011 Bacillus pumilus EU311209 491/495 99.2 

2 MJUT019 Bacillus megaterium DQ833751 489/492 99.4 

3 MJUT026 Uncultured Bacilli bacterium EF698019 482/482 100 

4 MJUT033 Bacillus thuringiensis EF523245 492/499 98.6 

5 MJUT036 Bacillus amyloliquefaciens AB301017 490/491 99.8 

6 MJUT067 Bacillus cereus EU283326 495/497 99.6 

7 MJUT071 Bacillus cereus EF633270 488/490 99.6 

8 MJUT074 Bacillus sp. EU584514 501/505 99.2 

9 MJUT075 Bacillus megaterium EU221388 465/467 99.6 

10 MJUT076 Bacillus cereus DQ517909 494/495 99.8 

11 MJUT108 Bacillus fusiformis EF472269 441/509 86.6 

12 MJUT109 Bacillus fusiformis EF472269 416/503 82.7 

13 MJUT112 Bacillus subtilis EU334510 491/493 99.6 

14 MJUT113 Bacillus sp. EF503532 479/482 99.4 

15 MJUT118 Bacillus amyloliquefaciens AB301017 490/493 99.4 

16 MJUT119 Bacillus cereus EF633205 489/495 98.8 

17 MJUT120 Bacillus subtilis EF472266 496/497 99.8 

18 MJUT122 Bacillus licheniformis EU256502 492/495 99.4 

19 MJUT125 Uncultured Bacillus sp. EU026426 747/799 93.5 

20 MJUT130 Pseudomonas aeruginosa AB364957 473/474 99.8 

21 MJUT133 Bacillus amyloliquefaciens EF176772 491/493 99.6 

22 MJUT136 Bacillus sp. EU365432 492/496 99.2 

23 MJUT137 Bacillus sp. AJ809499 496/499 99.4 

24 MJUT138 Pseudoburkholderia malthae DQ490985 483/490 98.6 

25 MJUT139 Bacillus subtilis EF617316 494/497 99.4 

26 MJUT143 Bacillus subtilis AY808064 496/497 99.8 
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ตารางท่ี 30 แสดงผลการจําแนกจุลนิทรยีที่มีความสามารถในการยอยสลายสารในขยะ น้ําเสีย และ           

น้ํามัน โดยวิธี 16S rDNA sequencing (ตอ) 

No. ไอโซเลท ชนิดจุลินทรีย Accession No. bp/bp % Homology 

27 MJUT151 Bacillus pumilus AF260751 494/497 99.4 

28 MJUT162 Bacillus amyloliquefaciens EF176772 491/492 99.8 

29 MJUT164 Bacillus subtilis EF472266 492/493 99.8 

30 MJUT165 Bacillus subtilis EF617316 490/491 99.8 

31 MJUT170 Bacillus subtilis EF617316 487/491 99.2 

32 MJUT171 Bacillus subtilis EF617316 490/492 99.6 

33 MJUT172 Streptomyces 

griseoaurantiacus 

AB184676 463/471 98.3 

34 MJUT178 Streptomyces chartreusis AB184839 458/464 98.7 

35 MJUT197 Streptomyces chartreusis AB184839 452/455 99.3 

36 PB001 Bacillus sp. EF040535 480/480 100 

37 PB002 Bacillus amyloliquefaciens EF176772 499/501 99.6 

38 PB003 Bacillus subtilis EU489517 494/497 99.4 

39 PB004 Bacillus amyloliquefaciens EF176772 495/496 99.8 

40 PB005 Bacillus subtilis EU489517 493/495 99.6 

41 PB006 Bacillus subtilis EF617316 494/495 99.8 

42 PB007 Bacillus subtilis EF617316 491/494 99.4 

43 PB008 Bacillus subtilis EF617316 480/480 100 

44 PB009 Bacillus sp. EU365432 497/501 99.2 

45 PB010 Bacillus subtilis EF617316 491/493 99.6 

46 PB011 Bacillus subtilis EU294413 491/493 99.6 

47 PB012 Bacillus subtilis EF617316 491/494 99.4 

48 PB013 Bacillus pumilus EU327994 494/498 99.2 

49 PB014 Bacillus sp. EF040535 493/495 99.6 

50 HPB015 Bacillus licheniformis EU256502 492/496 99.2 

51 HPB016 Bacillus licheniformis EU256502 492/496 99.2 

52 HPB017 Bacillus licheniformis EU256502 494/498 99.2 
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ตารางท่ี 30 แสดงผลการจําแนกจุลนิทรยีที่มีความสามารถในการยอยสลายสารในขยะ น้ําเสีย และ           

น้ํามัน โดยวิธี 16S rDNA sequencing (ตอ) 

No. ไอโซเลท ชนิดจุลินทรีย Accession No. bp/bp % Homology 

53 HPB018 Bacillus subtilis EU334106 488/492 99.2 

54 HPB019 Bacillus subtilis EF530208 495/500 99.0 

55 HPB020 Bacillus licheniformis EU256502 495/497 99.6 

56 HPB021 Bacillus licheniformis EU256502 495/497 99.6 

57 HPB022 Bacillus subtilis EF530208 499/502 99.4 

58 HPB023 Bacillus licheniformis EU256502 494/498 99.2 

59 HPB024 Bacillus subtilis EF617316 491/494 99.4 

60 HPB025 Bacillus subtilis EU489517 493/496 99.4 

61 HPB026 Bacillus sp. EU365432 493/494 99.8 

62 HPB027 Bacillus subtilis EF617316 489/492 99.4 

63 HPB028 Bacillus subtilis EF617316 496/497 99.8 

64 PW32 Bacillus cereus DQ517909 492/493 99.8 

65 PW3/2 Enterobacter sp. EU081851 475/486 97.7 

66 PW35/2 Acinetobacter sp. AY273199 487/491 99.2 

67 SA12/1 Acinetobacter sp. AY273199 473/477 99.2 

68 SA38/2 Acinetobacter sp. AY273199 483/489 98.8 

69 PW5/2 Acinetobacter sp. AY273199 472/478 98.7 

70 SA6/3 Uncultured bacterium EF613004 476/478 99.6 

71 PW35/1 Enterobacter sp. DQ988939 472/473 99.8 

72 PW10/2 Ralstonia mannitolilytica AY043378 480/485 98.9 

73 SA7/1 Ralstonia mannitolilytica AY043378 489/496 98.6 

74 SA6/4 Acinetobacter sp. AY273199 483/490 98.6 

75 PW5/1 Uncultured bacterium EF613004 471/475 99.2 

76 PW27 Acinetobacter sp. AY273199 479/488 98.2 

77 SA11/4 Acinetobacter sp. AY273199 483/491 98.4 

78 SA38/4 Acinetobacter sp. AY273199 486/490 99.2 

79 SA2/5 Acinetobacter sp. AY273199 482/490 98.4 
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ตารางท่ี 30 แสดงผลการจําแนกจุลนิทรยีที่มีความสามารถในการยอยสลายสารในขยะ น้ําเสีย และ           

น้ํามัน โดยวิธี 16S rDNA sequencing (ตอ) 
 
No. ไอโซเลท ชนิดจุลินทรีย Accession No. bp/bp % Homology 

80 PW35/3 Pantoea agglomerans DQ536506 486/489 99.4 

81 KS21 Bacillus thuringiensis FJ358616 500/500 100 

82 KS23 Bacillus sphaericus DQ833758 500/500 100 

83 KS27 Bacillus cereus EU244736 496/498 99.6 

84 KS28 Bacillus pumilus FJ234439 500/500 100 

85 KS30 Bacillus thuringiensis FJ236808 498/500 99.6 

86 KS37 Lysinibacillus boronitolerans FJ237498 500/500 100 

87 KS38 Bacillus sphaericus DQ833758 499/499 100 

88 KS44 Bacillus pumilus FJ234439 500/500 100 

89 S27 Bacillus amyloliquefaciens FJ222551 500/500 100 

90 SO5 Uncultured bacterium clone EU769179 500/500 100 

91 SO7 Uncultured bacterium clone EU769179 500/500 100 

92 W17 Bacillus amyloliquefaciens FJ222551 500/500 100 

 

 

4. การผลิตเชื้อจุลินทรียสาํหรับยอยสลายสารในขยะและน้ําเสียเชิงพาณิชย 
 

4.1  การศึกษาการเจรญิเติบโตของจลุินทรียในถังหมักจุลินทรียที่ผลิตในระดบั  

       อุตสาหกรรม 

การนับจํานวนจุลนิทรยีทั้งหมดภายหลังการผลิตหัวเชื้อจลุินทรียเขมขนในระดับอุตสาหกรรม

ที่ระยะเวลาแตกตางกนัทุก 6 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาจํานวนจุลินทรยีในถังหมักที่ออกแบบ

การหมักใหมีการเติมอากาศและไมเติมอากาศจะมจีํานวนเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาจนมจีํานวนสงูสุดอยู

ในระดับ 108 เซลลตอมิลลิลิตร การหมักจุลินทรยีเชื้อเดีย่วและเชื้อผสม 1 แบบไมเติมอากาศจะให

จํานวนเซลลในระดบัสูงสุดมากกวาแบบเตมิอากาศ การหมักเชื้อผสม 2 พบวา การหมักแบบเติม

อากาศใหจํานวนจุลินทรยีในระดับสูงสุดมากกวาการหมกัแบบไมเติมอากาศ ในการใชระยะเวลาใน

การเพิ่มจํานวนเซลลของจุลนิทรยี พบวาการหมักแบบไมเติมอากาศทําใหจุลินทรยีมีการใชระยะเวลา

ในการเพิ่มจํานวนเซลลจนมีจํานวนสูงสุดเร็วกวาการหมกัแบบเติมอากาศ ใชเวลาตั้งแต 6 ถึง 24 



 

 

137

ชั่วโมง (ภาพที ่ 5) สวนการหมักแบบเติมอากาศจะใชเวลา 12 ถึง 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 6) หลังจากนั้น

จุลินทรยีในถังหมกัจะมจีํานวนเซลลลดลงตามระยะเวลา อยางไรก็ตาม ในการทดลองนี้พบวาจํานวน

เซลลของจุลนิทรยีในชั่วโมงที่ 72 จะมจีํานวนมากกวาจาํนวนจุลนิทรียเริ่มตนหรือในชั่วโมงที่ 0 และ

ยังคงมีจํานวนเซลลอยูในระดบั 108 เซลลตอมิลลิลิตร  

 
4.2 คาความหวานและความเปนกรด-ดาง (พีเอช) ของสารละลายในถังหมัก 

 

ผลการวัดคาความหวานและความเปนกรด-ดาง (พีเอช) ของสารละลายในถังหมักที่เติม

อากาศและไมเติมอากาศ พบวาสารละลายในถังหมักมีคาความหวานเริ่มตนอยูในชวง 8-13 ºBrix 

และเมื่อเวลาผานไป คาความหวานของสารละลายจะมีระดับลดลง เชนเดียวกับคาความเปนกรด-ดาง

ของสารละลาย ซึ่งมีคาเริ่มตนอยูในชวงพีเอช 5-7 หลังจากนั้นสารละลายจะมีความเปนกรดเพิ่มขึ้น

โดยมีคาพีเอชลดลง ในชั่วโมงที่ 72 พบวา สารละลายในถังหมักทั้งเติมอากาศและไมเติมอากาศมีคาพี

เอชอยูในชวง 3-4 (ตารางที่ 31 และ 32) 

 

 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

ภาพที่ 26 การเจริญเติบโตของจุลินทรียในถังหมักที่ไมเติมอากาศ 
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ภาพที่ 27 การเจริญเติบโตของจุลินทรียในถังหมักที่เติมอากาศ 
 
ตารางท่ี 31 คาพีเอชและคาความหวานของสารละลายในถังหมกัที่ไมเติมอากาศ 

ระยะเวลา 
(ชม.) 

พีเอชและความหวานของสารละลายในถังหมักไมเตมิอากาศ 

เชื้อรหัส 

MJUT026 

เชื้อรหัส

MJUT076 

เชื้อรหัส 

PB014 
เชื้อผสม 1 เชื้อผสม 2 

0 7.14 / 13.2 5.14 / 8.4 5.32 / 10.8 5.99 / 9.6 5.05 / 13.0 

6 4.93 / 12.8 4.53 / 8.4 4.24 / 10.8 5.64 / 9.4 4.81 / 12.8 

12 4.72 / 12.0 4.30 / 8.4 3.72 /10.8 3.69 / 9.0 3.76 / 12.4 

18 3.72 / 11.8 3.93 / 8.4 3.69 / 10.4 3.59 / 9.0 3.26 / 12.0 

24 3.78 / 11.6 3.98 / 8.4 3.66 / 10.6 3.63 / 8.8 3.12 / 11.6 

30 3.26 / 11.6 3.90 / 8.2 3.65 / 10.6 3.55 / 8.8 3.06 / 11.6 

36 3.27 / 11.6 3.79 / 8.2 3.56 / 10.6 3.61 / 8.8 3.01 / 11.4 

42 3.31 / 11.6 3.83 / 8.2 3.52 / 10.4 3.49 / 8.8 2.99 / 11.2 

48 3.21 / 11.6 4.00 / 8.2 3.51 / 10.4 3.54 / 8.8 2.94 / 11.2 

54 3.17 / 11.6 3.94 / 8.2 3.52 / 10.4 3.45 / 8.8 2.88 / 11.2 

60 3.06 / 11.6 3.88 / 8.2 3.50 / 10.4 3.44 / 8.8 2.82 / 11.2 

66 3.08 / 11.6 3.86 / 8.2 3.49 / 10.4 3.38 / 8.8 2.85 / 11.2 

72 3.10 / 11.6 3.76 / 8.2 3.37 / 10.4 3.30 / 8.8 2.82 / 11.2 

หมายเหตุ เชื้อผสม 1 หมายถึง เชื้อผสม MJUT026, MJUT076, MJUT122 และ PB014 

  เชื้อผสม 2 หมายถึง เชื้อผสม MJUT026, MJUT120, MJUT122, MJUT173 และ PB014 
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ตารางท่ี 32 คาพีเอชและคาความหวานของสารละลายในถังหมกัทีเ่ติมอากาศ 

ระยะเวลา 

(ชม.) 

พีเอชและความหวานของสารละลายในถังหมักที่เติมอากาศ 

เชื้อรหัส 

MJUT026 

เชื้อรหัส

MJUT076 

เชื้อรหัส 

PB014 
เชื้อผสม 1 เชื้อผสม 2 

0 6.28 / 11.6 5.41 / 12.2 6.63 / 8.4 6.63 / 8.6 5.64 / 10.6 

6 6.17 / 11.4 4.53 / 12.0 6.27 / 8.4 6.27 / 8.6 4.95 / 10.6 

12 5.55 / 11.4 4.30 / 11.4 5.99 / 8.6 5.99 / 8.6 4.76 / 10.4 

18 4.24 / 11.4 3.93 / 11.2 4.60 / 8.4 4.60 / 8.4 4.13 / 10.4 

24 3.99 / 11.0 3.98 / 10.4 4.41 / 8.4 4.41 / 8.4 4.21 / 10.4 

30 3.88 / 10.0 3.94 / 10.2 4.12 / 8.4 4.12 / 8.4 4.91 / 10.4 

36 3.82 / 10.0 3.94 / 10.2 3.97 / 8.6 3.97 / 8.4 4.91 / 10.4 

42 3.69 / 10.0 3.89 / 10.0 3.75 / 8.4 3.75 / 8.4 4.90 / 10.2 

48 3.61 / 9.8 3.91 / 10.0 3.64 / 8.4 3.64 / 8.4 2.80/ 10.2 

54 3.69 / 9.6 3.88 / 10.0 3.61 / 8.4 3.61 / 8.4 4.76 / 10.2 

60 3.52 / 9.6 3.86 / 9.8 3.56 / 8.0 3.56 / 8.0 4.74 / 10.2 

66 3.45 / 9.4 3.83 / 9.8 3.47 / 8.0 3.47 / 8.0 4.70 / 10.2 

72 3.49 / 9.4 3.76 / 9.8 3.40 / 8.0 3.40 / 8.0 4.69 / 10.2 

หมายเหตุ เชื้อผสม 1 หมายถึง เชื้อผสม MJUT026, MJUT076, MJUT122 และ PB014 

เชื้อผสม 2 หมายถึง เชื้อผสม MJUT026, MJUT120, MJUT122, MJUT173 และ PB014 

 
3. การศึกษาประสิทธิภาพของจุลินทรียในการยอยสลายสารในขยะและน้ําเสีย 
 

3.1 การศึกษาประสทิธิภาพของจุลินทรียในการบําบดัขยะ 

      จากการนําเชื้อจุลินทรียที่มปีระสิทธิภาพดีในการยอยสลายสารในขยะมาผลิตในระดับ

อุตสาหกรรมแลวนํามาทดสอบบําบัดขยะ โดยแบงการทดลองออกเปน 2 แบบ คือการใชหัว

เชื้อจุลนิทรียในรปูของเหลวราดโดยตรง (แบบเปยก) และการใชหัวเชื้อจุลินทรียทําเปนปุยหมกัโรย 

(แบบแหง) พบวา ลักษณะของขยะในการทดลองทั้ง 2 แบบ จากวนัแรกถึงวนัสุดทายของการบําบัด สี

ของขยะโดยเฉพาะหญาซึง่มีสีเขียวออนจะเปลี่ยนเปนสีเขยีวขี้มาและเปนสนี้ําตาลในที่สุด ในวันที่ 2-3 

ของการบําบัดจะปรากฏเสนใยสีขาวของเชื้อราเจรญิบริเวณผิวหนาของขยะ ปริมาตรและน้ําหนกัของ

ขยะเริ่มลดลง  ลกัษณะของเมล็ดขาว และเศษอาหารอื่นในขยะเปลี่ยนไปไมคงรปู จนกระทั่งไมปรากฏ

ลักษณะเดิมของเศษอาหารนัน้ใหเหน็ พบวาการเปลี่ยนแปลงลักษณะดังกลาว 
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ในขยะที่เติมเชื้อจะเกิดขึ้นเร็วกวาขยะที่ไมไดเติมเชื้อ การใชจุลินทรียแบบแหงทําใหขยะมีการ

เปลี่ยนแปลงเร็วกวาการใชจุลินทรียแบบเปยก การใชจุลินทรียบําบัดขยะทั้งแบบเปยกและแบบแหง

พบวา ขยะที่เติมเชื้อ MJU076 จะมีการเปลี่ยนแปลงเร็วกวาขยะที่เติมเชื้อ MJUT138 และขยะที่เติม

เชื้อผสม ซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงเร็วกวาขยะที่ไมไดเติมเชื้อ (ชุดควบคุม) 

จากการวัดอุณหภูมิของขยะ ในวันแรกของการบําบัด พบวา อุณหภูมิของขยะในการทดลอง

ทั้ง 2 แบบ มีอุณหภูมิใกลเคียงและเทากับอุณหภูมิหอง ในวันที่ 2-10 ของการบําบัด อุณหภูมิของขยะ

ทั้งหมดจะสูงขึ้นมากกวาอุณหภูมิหอง ขยะที่เติมเชื้อแบบเปยกจะมีอุณหภูมิสูงกวาขยะที่เติมเชื้อแบบ

แหง และขยะที่เติมเชื้อทั้งแบบเปยกและแหงจะมีอุณหภูมิสูงกวาขยะที่ไมไดเติมเชื้อจุลินทรีย (ชุด

ควบคุม) ในวันที่  11-12 ของการบําบัด ขยะทั้งหมดมีอุณหภูมิลดลงจนใกลเคียงและเทากับ

อุณหภูมิหอง (ตารางที่ 33) 

ผลการวัดคาความเปนกรด-ดาง (พีเอช) ในขยะ พบวาพีเอชของขยะวันแรกถึงวันที่ 2 ของการ

ทดลองใชหัวเชื้อแบบเปยก มีคาเทากับ 4 และแบบแหงมีคาเทากับ 5 ซึ่งเทากับขยะที่ไมไดเติม

เชื้อจุลินทรีย (ชุดควบคุม) โดยพบวาขยะที่เติมเชื้อ MJUT076 (300 มิลลิลิตร) และ MJUT138 (150 

มิลลิลิตร) จะมีคาการเปลี่ยนแปลงของพีเอชใกลเคียงกับชุดควบคุม โดยคาพีเอชของขยะจะสูงขึ้นใน

วันที่ 4-8 และจะสูงขึ้นอีกในวันที่ 10-12 ในวันสุดทายของการบําบัด ขยะที่เติมเชื้อแบบเปยกจะมีคาพี

เอชเทากับขยะชุดควบคุมคือ 8 และขยะที่เติมเชื้อแบบแหงจะมีคาพีเอชเทากับขยะชุดควบคุมคือ 9 

การเปลี่ยนแปลงคาพีเอชของขยะที่เติมเชื้อผสมจะมีการเปลี่ยนแปลงใกลเคียงกับขยะที่เติมเชื้อเดี่ยว 

แตต่ํากวาชุดควบคุม (ตารางที่ 7) 

ผลการวัดการสูญเสียน้ําหนัก พบวาการบําบัดขยะโดยใชหัวเชื้อจุลินทรียแบบแหงทําใหขยะมี

เปอรเซ็นการสูญเสียน้ําหนักมากกวาการใชหัวเชื้อจุลินทรียแบบเปยก ซึ่งการบําบัดขยะดวย

เชื้อจุลินทรียจะทําใหขยะมีน้ําหนักลดลงมากกวาขยะในชุดควบคุม  

การบําบัดขยะแบบเปยก พบวาการใชเชื้อเดี่ยว MJUT076 (300 มิลลิลิตร) ทําใหขยะมี

น้ําหนักลดลงมากที่สุดเทากับ 18.82 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ  MJUT138 (150 มิลลิลิตร) ทําใหขยะมี

น้ําหนักลดลง 17.07 และ 21.74 เปอรเซ็นต การบําบัดขยะดวยเชื้อจุลินทรียแบบเปยกทําใหขยะมี

น้ําหนักลดลงมากกวาขยะที่ไมไดเติมเชื้อ(ชุดควบคุม) ลดลงเทากับ 15.66 เปอรเซ็นต สําหรับการ

บําบัดขยะแบบแหง พบวาการใชเชื้อเดี่ยว MJUT076 (300 มิลลิลิตร) และ MJUT076 (600 มิลลิลิตร) 

ทําใหขยะมีน้ําหนักลดลงมากที่สุดเทากับ 22.45 และ 20.83 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งมากกวาขยะที่

เติมเชื้อ MJUT138 และขยะที่ไมไดเติมเชื้อ (ภาพที่ 28) 
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ตารางท่ี 33 อุณหภูมิและคาพีเอชของขยะหลังการบําบัดดวยจุลินทรีย 

จุลินทรีย 
อุณหภูมิและคาพเีอชของขยะ 

วันท่ี 0 วันท่ี 2 วันท่ี 4 วันท่ี 6 วันท่ี 8 วันท่ี 10 วันท่ี 12 วันท่ี 13 

ขยะหลังใชหัวเชื้อจุลินทรียแบบเปยกบําบัด 

อุณหภูมิหอง 31.0 32.0 29.0 31.0 29.0 28.5 27.0 28.0 

ชุดควบคุม 32.0 / 4 42.0 / 4 38.0 / 5 35.0 / 7 32.0 / 7 30.5 / 8 28.0 / 8 28.0 / 8 

076(150ml) 32.0 / 4 48.0 / 4 43.0 / 5 36.0 / 7 33.0 / 7 33.0 / 8 30.0 / 8 28.5  /8 

076(300ml) 32.0 / 4 47.0 / 4 43.5 / 5 38.0 / 7 33.5 / 7 32.5 / 8 31.0 / 8 28.0 / 8 

076(600ml) 31.5 / 4 47.5 / 4 43.0 / 5 36.0 / 7 32.0 / 7 31.0 / 8 28.5 / 8 28.0 / 8 

138(150ml) 32.0 / 4 47.5 / 4 42.0 / 5 39.5 / 7 33.5 / 7 31.0 / 8 30.5 / 8 28.0 / 8 

138(300ml) 31.5 / 4 48.0 / 4 42.0 / 5 38.5 / 7 32.5 / 7 32.0 / 8 30.5 / 8 28.0 / 8 

138(600ml) 31.5 / 4 48.0 / 4 40.0 / 5 38.5 / 7 32.5 / 7 30.5 / 7 30.0 / 8 28.0 / 8 

ผสม(150ml) 31.0 / 4 45.5 / 4 41.0 / 5 36.0 / 7 32.0 / 7 30.5 / 7 27.5 / 8 28.0 / 8 

ผสม(300ml) 31.0 / 4 46.0 / 4 42.0 / 5 35.5 / 7 32.0 / 7 31.0 / 8 30.0 / 8 28.0 / 8 

ผสม(600ml) 32.0 / 4 46.0 / 4 42.5 / 5 36.5 / 7 32.0 / 7 31.0 / 7 29.5 / 8 28.0 / 8 

ขยะหลังใชหัวเชื้อจุลินทรียแบบแหงบําบัด 

อุณหภูมิหอง 31.0 29.0 28.0 26.0 26.0 27.0 27.0 27.0 

ชุดควบคุม 31.5 / 5 34.0 / 5 32.0 / 7 30.0 / 8 30.5 / 8 29.0 / 9 29.0 / 9 28.0 / 9 

076(150ml) 31.0 / 5 36.0 / 5 33.0 / 7 31.0 / 7 29.0 / 8 29.0 / 8 29.0 / 9 27.5 / 9 

076(300ml) 31.5 / 5 36.5 / 5 33.0 / 7 31.0 / 8 29.0 / 8 29.0 / 9 28.5 / 9 27.5 / 9 

076(600ml) 31.0 / 5 35.5 / 5 33.0 / 7 31.5 / 7 29.0 / 8 29.0 / 8 29.0 / 9 27.5 / 9 

138(150ml) 31.0 / 5 35.5 / 5 33.0 / 7 30.5 / 8 29.0 / 8 29.5 / 9 28.0 / 9 27.5 / 9 

138(300ml) 31.0 / 5 35.0 / 5 32.0 / 7 31.0 / 7 29.0 / 8 29.5 / 8 28.0 / 9 27.5 / 9 

138(600ml) 31.0 / 5 35.0 / 5 32.0 / 7 31.0 / 7 29.5 / 8 29.5 / 8 28.5 / 9 27.5 / 9 

ผสม(150ml) 31.0 / 5 35.0 / 5 32.5 / 7 30.0 / 7 28.5 / 8 29.5 / 8 28.5 / 9 27.5 / 9 

ผสม(300ml) 31.0 / 5 36.0 / 5 32.0 / 7 30.0 / 8 28.5 / 8 29.0 / 8 27.5 / 9 27.0 / 9 

ผสม(600ml) 31.0 / 5 35.5 / 5 32.5 / 7 30.0 / 8 29.0 / 8 29.0 / 8 27.5 / 9 27.0 / 9 

หมายเหตุ เชื้อผสม  หมายถึง เชื้อผสม MJUT033, MJUT076, MJUT138, MJUT122 และ PB004 
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ภาพที ่28 เปรียบเทยีบประสทิธิภาพการยอยสลายสารในขยะโดยการบําบัดดวยเชื้อจุลนิทรีย 

                 แบบเปยกและแบบแหง 

 
4. การศึกษาประสิทธิภาพของจุลินทรียในการยอยสลายสารในนํ้าเสีย 

 

การนําเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพดีในการยอยสลายสารในน้ําเสียทั้งเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม

มาทดลองผลิตในระดับอุตสาหกรรมแบบเติมอากาศและไมเติมอากาศ ไปทดสอบบําบัดน้ําเสียของ

โรงงานแปรรูปสุกรแมโจ บริษัทเบทาโกรภาคเหนือ เกษตรอุตสาหกรรม จํากัด และโรงแรมเชียงใหม

รัตนโกสินทร อ.เมือง จ.เชียงใหม ใหผลดังนี้ 

 
    4.1 ผลการบําบัดน้ําเสียของโรงแรมเชียงใหมรัตนโกสินทร อ.เมือง จ.เชียงใหม 

เชื้อเดี่ยว 

จากการนําเชื้อเดีย่วรหสั MJUT026, MJUT076 และ PB014 ทีใ่หผลดใีนระดับหองปฏิบัตกิาร มาผลิตใน

ระดับอุตสาหกรรมทัง้แบบเตมิอากาศและไมเติมอากาศไปเติมในบอน้ําเสยีของโรงแรม ปรมิาณเชื้อละ 3 เปอรเซน็ต 

โดยปริมาตรของน้ําเสยีในบอ ทิ้งไวตามระยะเวลาเกบ็กกัน้ําเสียแลวเก็บตัวอยางน้ําทิ้งจากระบบบําบดัมาทําการ

วิเคราะหคาบีโอด ี พบวา การทดลองบําบัดน้ําเสยีดวยเชื้อจุลนิทรียเชื้อเดี่ยว MJUT026 ที่ผลิตไดแบบเติมอากาศ 

สามารถลดคาบีโอดีไดดทีี่สุดเทากับ 54.28 เปอรเซน็ต สวนเชื้อเดีย่ว MJUT076 และ PB014 พบวา ใหคาการบําบดับี

โอดีไดไมดี สําหรับเชื้อเดี่ยว PB014 และ MJUT026 ที่ผลติไดแบบไมเติมอากาศพบวา สามารถลดคาบีโอดีไดดีที่สดุ

เทากับ 65.21 เปอรเซ็นตและ 56.40 เปอรเซ็นต ตามลําดบั และเมื่อเปรยีบเทยีบ 
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ความสามารถในการบําบัดคาบีโอดีของเชื้อเดี่ยวที่ผลิตไดแบบเติมอากาศและไมเติมอากาศ พบวาเชื้อเดี่ยว 

PB014 แบบไมเติมอากาศมีประสิทธิภาพในการบําบัดคาบีโอดีไดสูงที่สุด บําบัดได 65.21 เปอรเซ็นต เชื้อเดี่ยว 

MJUT026 ที่ผลิตไดแบบไมเติมและเติมอากาศ ใหประสิทธิภาพการบําบัดไดรองลงมามีคาเทากับ 56.40 และ 54.28 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 34) 

 

ตารางท่ี 34 คาบีโอดีของน้ําทิ้งโรงแรมเชียงใหมรัตนโกสินทร กอนและหลังการเติมเชื้อจุลินทรีย 

เชื้อจุลินทรีย 
คา BOD ( mg/L ) 

 น้ําทิ้งกอนบาํบดั  น้ําทิ้งหลังการบําบัด 

ผลิตแบบเตมิอากาศ   

รหัส PB014 222  306   

รหัส MJUT026 420   192   

รหัส MJUT076 288   384   

เชื้อผสม 1 108   81 

เชื้อผสม 2 330   522   

ผลิตแบบไมเตมิอากาศ   

รหัส PB014 276   96    

รหัส MJUT026 468   204   

รหัส MJUT076 228   243   

เชื้อผสม 1 141   114   

เชื้อผสม 2 108   165   

 

หมายเหตุ เชื้อผสม 1 หมายถึง เชื้อผสม MJUT026, MJUT076, MJUT122 และ PB014 

เชื้อผสม 2 หมายถึง เชื้อผสม MJUT026, MJUT120, MJUT122, MJUT173 และ PB014 

 

เชื้อผสม 

จากการนําเชื้อเดี่ยวที่ใหผลดีในการยอยสลายน้ําเสียในระดับหองปฏิบัติการมาทําการผสม

เปน 2 กลุม คือ เชื้อผสม 1 (เชื้อผสม MJUT026, MJUT076, MJUT122 และ PB014) และเชื้อผสม 2 

(เชื้อผสม MJUT026, MJUT120, MJUT122, MJUT173 และ PB014) มาผลิตในระดับอุตสาหกรรม

ทั้งแบบเติมอากาศและไมเติมอากาศ ไปเติมในบอน้ําเสียปริมาณเชื้อละ 3 เปอรเซ็นตของปริมาตรน้ํา

เสียในบอ ทิ้งไวตามระยะเวลาเก็บกักน้ําเสียแลวเก็บตัวอยางน้ําทิ้งจากระบบบําบัดมาทําการวิเคราะห
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คาบีโอดี พบวาเชื้อผสม 1 แบบเติมอากาศและไมเติมอากาศใหผลการบําบัดคาบีโอดีไดดีกวาเชื้อผสม 

2 เทากับ 25.00 และ 19.14 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนเชื้อผสม 2 พบวามีคาบีโอดีหลังการบําบัดสูง

กวากอนบําบัด (ตารางที่ 34) 
เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเชื้อทั้งหมด พบวาเชื้อเดี่ยว PB 014 แบบไมเติมอากาศให

คาการบําบัดดีที่สดุคือ 65.21 เปอรเซน็ต รองลงมาคือเชื้อเดี่ยว MJUT026 แบบไมเติมอากาศและ 

แบบเติมอากาศ บําบัดได 53.22 และ 49.67 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 
4.2 ผลการบําบัดน้ําเสียของโรงงานแปรรูปสุกรแมโจ 

เชื้อเดี่ยว 

จากการนําเชื้อเดี่ยวรหัส MJUT026, MJUT076 และ PB014 ที่ ใหผลดีในระดับหอง 

ปฏิบัติการ มาผลิตในระดับอุตสาหกรรมทั้งแบบเติมอากาศและไมเติมอากาศ ไปเติมในบอน้ําเสียของ

โรงงานแปรรูปสุกรแมโจ ปริมาณเชื้อละ 3 เปอรเซ็นตของปริมาตรน้ําเสียในบอ ทิ้งไวตามระยะเวลาเก็บ

กักน้ําเสียแลวเก็บตัวอยางน้ําทิ้งจากระบบบําบัดมาทําการวิเคราะหคาบีโอดี พบวาเชื้อเดี่ยว PB014 

แบบไมเติมอากาศใหผลการบําบัดสูงสุดที่ 64.00 เปอรเซ็นต สวนเชื้อเดี่ยว MJUT076 แบบไมเติม

อากาศและเชื้อเดี่ยว MJUT026 แบบไมเติมอากาศใหผลการบําบัดรองลงมาคือ 39.16 เปอรเซ็นตและ 

35.71 เปอรเซ็นตตามลําดับ ซึ่งใหผลการบําบัดคาบีโอดีไดดีกวาการใชเชื้อเดี่ยวแบบเติมอากาศ 

เชื้อผสม 

จากการนําเชื้อเดี่ยวที่ใหผลดีในการยอยสลายน้ําเสียในระดับหองปฏิบัติการมาทําการผสม

เปน 2 กลุม คือ เชื้อผสม 1 (เชื้อผสม MJUT026, MJUT076, MJUT122 และ PB014) และเชื้อผสม 2 

(เชื้อผสม MJUT026, MJUT120, MJUT122, MJUT173 และ PB014 มาผลิตในระดับอุตสาหกรรมทั้ง

แบบเติมอากาศและไมเติมอากาศ ไปเติมในบอน้ําเสียปริมาณเชื้อละ 3 เปอรเซ็นตของปริมาตรน้ําเสีย

ในบอ ทิ้งไวตามระยะเวลาเก็บกักน้ําเสียแลวเก็บตัวอยางน้ําทิ้งจากระบบบําบัดมาทําการวิเคราะหคา

บีโอดี พบวาเชื้อผสม 1 แบบเติมอากาศใหผลการบําบัดคาบีโอดีไดดีกวาแบบไมเติมอากาศและเชื้อ

ผสม 2 แบบเติมอากาศ มีคาบีโอดีลดลง 62.35, 53.22 และ 49.67 เปอรเซ็นตตามลําดับ 

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเชื้อทั้งหมด พบวาเชื้อเดี่ยว PB014 แบบไมเติมอากาศใหคาการ

บําบัดบีโอดีไดดีที่สุดคือ 64.00 เปอรเซ็นต รองลงมาคือเชื้อผสม 1 แบบเติมอากาศและเชื้อผสม 1 แบบไมเติม

อากาศมีคาการบําบัดที่ 53.22 เปอรเซ็นตและ 49.67 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 35) 
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ตารางท่ี 35 คาบีโอดีของน้ําทิ้งโรงงานแปรรูปสุกรแมโจ กอนและหลังการเติมเชื้อจุลินทรีย 

เชื้อจุลินทรีย 
คา BOD ( mg/L ) 

 น้ําทิ้งกอนบาํบดั  น้ําทิ้งหลังการบําบัด 

ผลิตแบบเตมิอากาศ   

รหัส PB014  750   1050   

รหัส MJU026  306   330   

รหัส MJU076 216 252   

เชื้อผสม 1 510 192 

เชื้อผสม 2 930  468   

ผลิตแบบไมเตมิอากาศ   

รหัส PB014 750 270   

รหัส MJU026 1260 810   

รหัส MJU076 720   438 

เชื้อผสม 1 372    174   

เชื้อผสม 2 213 492 

หมายเหตุ เชื้อผสม 1 หมายถึง เชื้อผสม MJUT026, MJUT076, MJUT122 และ PB014 

เชื้อผสม 2 หมายถึง เชื้อผสม MJUT026, MJUT120, MJUT122, MJUT173 และ PB014 
 

5. ผลจากการขยายผลการวิจัยสูกลุมเปาหมายและการถายทอดเทคโนโลย ี
 

หลังจากทําการวิจัย เรื่อง การผลิตเชื้อจุลินทรียสําหรับยอยสลายสารในขยะและน้ําเสียเชิง

พาณิชยเสร็จสิ้น ไดทําการจัดฝกอบรมถายทอดเทคโนโลยีการใชเชื้อจุลินทรียที่เหมาะสม เรื่อง การใช

เชื้อจุลินทรียแทนสารเคมีเพื่อบําบัดน้ําเสียกอนปลอยสูแหลงน้ําธรรมชาติใหกับเกษตรกรในชุมชนแม

โจและชุมชนใกลเคียง จํานวน 2 รุนๆ ละ 50 คน โดยรุน 1 จัดขึ้นในวันที่ 7 กุมภาพันธ พ.ศ. 2552 รุนที่ 

2 จัดขึ้นในวันที่ 14 กุมภาพันธ พ.ศ. 2552  ผลจากการจัดฝกอบรม พบวา รุนที่ 1 มีผูสนใจเขารวม

ฝกอบรมทั้งหมดจํานวน 48 คน รุนที่ 2 มีผูสนใจเขารวมฝกอบรมทั้งหมดจํานวน 44 คน รวม 2 รุนมี

จํานวนผูเขารวมฝกอบรมทั้งสิ้น 92 คน โดยเนื้อหาในการจัดฝกอบรมหลักสูตรดังกลาวแบงออกเปน

ภาคบรรยายและภาคปฏิบัติ ภาคบรรยายมีรายละเอียดและเนื้อหาเกี่ยวกับปญหาและแนวทางในการ

แกไขปญหาสิ่งแวดลอมจากขยะมูลฝอยและน้ําเสีย สําหรับภาคปฏิบัติมีรายละเอียดและเนื้อหา
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เกี่ยวกับการทําปุยหมักจากขยะอินทรียและเศษอาหารในครัวเรือนและการประยุกตใชจุลินทรียใน

ครัวเรือน ผลจากการประเมินความพึงพอใจของผูเขารับการฝกอบรม ในรุนที่ 1 พบวา ผูเขารับการ

ฝกอบรมสวนใหญ มีความพึงพอใจอยูในระดับมาก สําหรับความเหมาะสมของเนื้อหาการฝกอบรม 

การไดรับความรูจากการฝกอบรม การนําความรูที่ไดรับไปประยุกตใชไดจริงและความเหมาะสมของ

ระยะเวลาในการจัดฝกอบรม คิดเปนรอยละ 45.5, 50.0, 54.5 และ 40.9 ตามลําดับ สําหรับผลจาก

การประเมินความพึงพอใจของผูเขารับการฝกอบรมในรุนที่ 2 พบวาผูเขารับการฝกอบรมสวนใหญ มี

ความพึงพอใจอยูในระดับมากที่สุด สําหรับเนื้อหาในการบรรยาย ความเหมาะสมของระยะเวลา 

วิทยากรมีความรูในเนื้อหาที่บรรยาย วิทยากรมีความสามารถในการถายทอดความรูความเขาใจ 

วิทยากรมีความสามารถในการตอบคําถามไดอยางชัดเจน ความสามารถของวิทยากรในการทําใหผู

เขารับการฝกอบรมเกิดความสนใจและมีสวนรวม ความเหมาะสมของเอกสารประกอบการบรรยาย 

และการนําความรูที่ไดรับไปใชงานไดจริง คิดเปนรอยละ 45.8, 35.4, 56.5, 50.0, 47.9, 47.9, 47.9 

และ 43.8 ตามลําดับ (ภาคผนวก ซ) 
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สรุปผลการทดลอง 

(Summary) 

 
1. การคัดเลือกจุลินทรียที่มปีระสิทธิภาพในการยอยสลายสารในขยะและน้าํเสีย 

 

  จากการแยกเชื้อจุลินทรียจากตัวอยางแหลงตางๆ เพื่อนํามาทดสอบประสิทธิภาพใน

การยอยสลายสารประกอบ skim milk, starch, tributyrin, CMC และ xylan ไดจํานวน 373 ไอโซเลต 

และไดคัดเลือกเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบตาง ๆ ไวจํานวน 9 ไอโซเลต เพื่อ

นําไปทดสอบประสิทธิภาพในการยอยสลายสารในขยะและน้ําเสีย 

 การจําแนกเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดที่นํามาใชในการบําบัดน้ําเสียและขยะในการทดลองครั้งนี้

พบวาเปนแบคทีเรยในจีนัส Bacillus ซึ่งเปนแบคทีเรียที่นาสนใจที่จะนําไปใชไดจริงในภาคสนาม 

เนื่องจากเปนแบคทีเรียที่มีความทนทานตอสภาพแวดลอมไดดีจากการที่มีการสรางเอนโดสปอร 

 ผลการบําบัดขยะดวยเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม พบวาการบําบัดขยะดวยเชื้อเดี่ยวใหผลดีกวาการ

ใชเชื้อผสม เชื้อไอโซเลต MJUT076 และMJUT 138 ทําใหเกิดการยอยสลายสารประกอบในขยะ      

ไดเร็วกวาชุดควบคุม โดยมีเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนักขยะเทากับ 13.06 และ 12.97 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ  

ผลการศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายสารอินทรียในน้ําเสีย จากเชื้อเดี่ยว 9 ไอโซเลต และ

เชื้อผสม 3 กลุม ที่มีปริมาณกลาเชื้อเริ่มตน 3 เปอรเซ็นต พบวา ในสภาวะใหอากาศจะมีประสิทธิภาพ

ในการยอยสลายสารอินทรียไดดีกวาในสภาวะไมใหอากาศ โดยกรณีเชื้อเดี่ยว MJUT026 และPB014 

สามารถลดปริมาณบีโอดีไดสูงสุด 95.71 เปอรเซ็นต ขณะที่กรณีเชื้อผสมทั้ง 3 กลุม ในอัตราสวน 1:1 

สามารถลดปริมาณบีโอดีไดใกลเคียงกันทั้งในสภาวะใหอากาศและไมใหอากาศ แตคาบีโอดีที่ลดลงมี

คาต่ํากวาชุดควบคุม 

 
2. การแยกและคัดเลือกเชื้อจลุินทรียยอยสลายน้ํามนั 

จากผลการเก็บตัวอยาง พบตัวอยางเชื้อจุลินทรียที่มีความสามารถจากตัวอยางดินและน้ํา ใน

บริเวณน้ําพุรอนจํานวน 30 ไอโซเลต เปนจุลินทรียที่แยกจากตัวอยางน้ํา 22 ไอโซเลต และจากดิน

บริเวณบอน้ําพุรอน 8 ไอโซเลต และพบจํานวนจุลินทรียจากปาบานโปง จํานวน 39 ไอโซเลต (SA1-

SA39) จากหวยโจ จํานวน 40 ไอโซเลต (PW1-PW40) และแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยางดินที่

ปนเปอนน้ํามันเครื่องที่ใชแลว สามารถแยกเชื้อได 45 ไอโซเลต (KS1 – KS45) โดยวิธีการแยกเชื้อ

บริสุทธิ์จากดิน ดวย Dilution techniques (McCourt, 1988) จากนั้น นําเชื้อแบคทีเรียที่แยกบริสุทธิ์ 
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จนไดโคโลนีเดี่ยวๆ มาทดสอบการยอมสีแบบแกรมดวยเทคนิค Gram,s staining (McCourt, 1988) 

พบวาเชื้อแบคทีเรีย SA1-SA39 สวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมลบ 35 ชนิดและแบคทีเรียแกรมบวก 4 

ชนิด มีรูปรางทอน 20 ชนิดและรูปรางกลม 19 ชนิด และ พบวา Pw1ติดสีแดงของ safranin มีรูปราง

แบบทอน Pw13 ติดสีมวงของ crystal violet มีรูปรางทอน    สวน Pw27 และเชื้อแบคทีเรียที่เหลืออีก 

37 ชนิด ติดสีแดงของ safranin มีรูปรางกลม  ในขณะที่ KS1 – KS45  เปนแบคทีเรียแกรมบวกติดสี

มวง(crystal violet) รูปรางทอน 4 ชนิด และแบคทีเรียแกรมลบติดสีแดง(safranin) รูปรางกลม 4 ชนิด 

และรูปรางทอน 37 ชนิด สวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมลบติดสีแดง(safranin) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัย

ของ Huy et al. (2007) มีการศึกษาลักษณะของแบคทีเรียที่สามารถยอยน้ํามันปโตรเลียมจากดิน 

พบวา สายพันธุ DW2-1 ที่นํามาจําแนกการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและทางชีวเคมีพบวา มีรูปราง

ทอน และอยูในแกรมลบเปนสวนใหญ  ศุภยางค (2547) จุดประสงคของการยอมสีเพื่อใหเซลลของ

แบคทีเรียติดสีซึ่งทําใหเห็นไดงายในการศึกษารูปราง (shape) ขนาด (size) การเรียงตัวของเซลล (cell 

arrangement) และโครงสรางตางๆของเซลล 

จุลินทรียทั้งหมดที่คัดแยกได นํามาทดสอบความสามารถในการยอยน้ํามันไดโดยวิธี Partition 

gravimetric method และ วิเคราะหความสามารถในการยอยสลายน้ํามันในกลุม ไฮโดรคารบอนดวย

กระบวนการทางชีวเคมี คือ การทดสอบแอคติวิตีของเอ็นไซมไลเปส     ในเบื้องตนพบจุลินทรียที่มี

ศักยภาพในการยอยสลายน้ํามัน จํานวน 7 ไอโซเลต  

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต ของ SA11/4, SA6/3 จากแหลงดิน

ธรรมชาติ และ Pw3/2, Pw27/1 จากแหลงน้ําธรรมชาติ มีคาดังนี้ ความเปนกรด-ดาง (pH)  8.5 - 9.5,  

อุณหภูมิ 37 - 40๐C, ความเร็วรอบของการใหอากาศ 150 rpm, และ% NaCl 0.5 ถึง 2.0% ตามลําดับ 

พบวาเชื้อทั้งหมดคือ Acinetobacter sp. 

 จากการเปรียบเทียบ % การยอยน้ํามัน จะเห็นไดวาแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากแหลงดินที่

ปนเปอนมี % การยอยน้ํามัน มากกวาแบคทีเรียที่คัดแยกจากแหลงน้ําและแหลงดินธรรมชาติ แตใน

การทดสอบการยอยน้ํามันโดยวิธีการหากิจกรรมเอนไซมไลเปส ดวยวิธี Colorimetric แบคทีเรียที่คัด

แยกจากแหลงน้ําและแหลงดินธรรมชาติมีคามากกวาแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากแหลงดินที่ปนเปอน ซึ่ง

แสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพเริ่มตนของการยอยสลายน้ํามันเครื่องที่ใชแลวโดยแบคทีเรียจากแหลงดิน

ที่ปนเปอน และประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่มาจากแหลงธรรมชาติในการยอยสลายน้ํามันเครื่องที่ใช

แลวในการยอยระดับโมเลกุลตอไป ดังขอมูลตารางที่ 36   
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ตาราง 36 สรุปคุณลักษณะของเชื้อแบคทเีรียที่ปจจัยตางๆ 

ไอโซเลต 

สภาวะทีเ่หมาะสมตอการ
เจริญเติบโต 

ของเชื้อแบคทีเรีย % 
การ
ยอย 

น้ํามัน 

การทดสอบการยอย 
น้ํามันของแบคทีเรีย 

คา 
กรด 

– 
ดาง 

 
อุณหภูมิ  

 (๐C) 
 

ความเร็ว
รอบ 

% 
NaCl 

ไตเตรท 
(U/ml.) 

Colorimetric 
method 
(U/ml.) 

KS21 
Bacillus 

thuringiensis 
8.5 37 - 40 200 

2.0 
% 95.45 4.17 0.48 

KS30 
Bacillus 

thuringiensis 
8.5 37 - 40 150 

0.5 
% 95.45 5.67 0.53 

KS37 
Lysinibacillus 
boronitolerans 

8.5 37 150 1.0 
% 77.27 6.67 1.01 

Pw3/2 
Acinetobacter 

sp. 
9.5 37 150 2.0 

% - 3.21 1.31 

Pw27/1 
Acinetobacter 

sp. 
9.5 37 - 40 150 0.5 

% 
- 3.60 1.47 

SA 11/4 
Acinetobacter 

sp. 
8.5 37 150 0.5 

% 
80.75 3.29 0.72 

SA 6/3 
Acinetobacter 

sp. 
8.5 37 150 2.0 

% 
51.42 2.66 1.30 

 
 
 

 



 

 

150

3. การจัดทาํฐานขอมูลจลุินทรียเพื่อใชประโยชนทางดานสิ่งแวดลอม 

 ในการวิจยัครั้งนี้ไดทําการจดัทําฐานขอมูลจุลินทรียเพื่อใชในงานทางสิ่งแวดลอม เพื่อใหมีการเก็บ

ขอมูลของจุลินทรียดงักลาวอยางเปนระบบและงายตอการใชงาน รวมทั้งสามารถเผยแพรตอบคุคล

ทั่วไปใหเขาถึงขอมูลดังกลาวได โดยการเชื่อมตอฐานขอมูลจุลินทรียไวทางระบบเครือขายทั้งภายใน

และภายนอกมหาวิทยาลยัแมโจ โดยในงานวจิัยนี้ไดมกีารรวบรวมสายพันธุจุลนิทรียที่มีประสิทธิภาพ

สูงในการยอยสลายสารตาง ๆ ทางสิ่งแวดลอม คือ สามารถยอยสลายสารในขยะและน้ําเสีย รวบรวม

ไดทั้งสิ้น 120 ไอโซเลท และจุลนิทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามัน รวบรวมไดทั้งสิ้น 110 

ไอโซเลท โดยจุลินทรยีทั้งหมดถกูเก็บรักษาไว 3 รูปแบบดวยกัน คือ การเก็บบนอาหารวุนผิวหนาเอียง 

การเก็บรกัษาโดยวิธีแชแข็งในกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -80OC และการเก็บรกัษาโดยการทําแหงแบบเยือก

แข็ง (freeze-drying) 

 ไดมีการคัดเลือกสายพนัธุที่มคีวามสามารถในการยอยสลายสารในขยะ น้ําเสยี และน้ํามนั 

เพื่อนํามาจัดจําแนกชนดิของจุลินทรียโดยวิธี 16S rDNA sequencing รวมทั้งสิ้น 92 ไอโซเลท พบวา

จุลินทรยีที่มีความสามารถสูงในการยอยสลายขยะและน้ําเสียสวนใหญอยูในจีนัส Bacillus เชน 

Bacillus subtilis, B. pumilus, B. thuringiensis, B. megaterium, B. cereus, B. licheniformis 

นอกจากนี้ยังพบวาแบคทเีรียคลายราในกลุมของแอคติโนมัยซีส Streptomyces มีความสามารถใน

การยอยสลายสารในน้ําเสยีอีกดวย สวนแบคทเีรียที่มคีวามสามารถในการยอยสลายน้ํามันนั้น พบวา

สวนใหญสามารถจําแนกไดเปนแบคทีเรยีในจีนัส Acinetobacter และ Bacillus 

 
4. การผลิตเชื้อจุลินทรียสาํหรับยอยสลายสารในขยะและน้ําเสียเชิงพาณิชย 

การศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียที่ผลิตไดในระดับอุตสาหกรรมแบบเติมอากาศและ

ไมเติมอากาศ พบวาจุลินทรียจะมีจํานวนเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาจนมีระดับสูงสุด หลังจากนั้น  จุลินทรีย

จะมีจํานวนลดลงแตยังคงมีจํานวนอยูในระดับ 108 เซลลตอมิลลิลิตร โดยจุลินทรียชนิดเดียวกันที่ผลิต

แบบไมเติมอากาศจะมีจํานวนเซลลมากกวาการผลิตแบบเติมอากาศ 

การศึกษานําเชื้อเดี่ยว MJUT076, MJUT138 และเชื้อผสม ที่มีประสิทธิภาพดีในการบําบัด

ขยะในระดับหองปฏิบัติการมาผลิตในระดับอุตสาหกรรมแลวนําไปทดสอบบําบัดขยะพบวาการใชเชื้อ

เดี่ยว MJUT076 (300 มิลลิลิตร) จะใหผลในการบําบัดขยะไดดีที่สุด และการใชเชื้อจุลินทรียแบบแหง

หรือในรูปปุยหมักจะสามารถบําบัดขยะไดเร็วกวาการใชจุลินทรียในรูปของเหลวราดโดยตรง 

ผลการศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายสารอินทรียในน้ําเสียโดยจุลินทรียในระดับการปฏบิตัิ

จริงกับระบบบําบัดน้ําเสียของสถานประกอบการ 2 แหง โดยเติมปริมาณหัวเชื้อที่ผลิตไดในระดับ

อุตสาหกรรม ปริมาณ 3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ําเสียในบอ พบวา การใชเชื้อเดี่ยวจะมี
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ประสิทธิภาพในการบําบัดไดดีกวาการใชเชื้อผสม และเชื้อเดี่ยว PB014 ที่ผลิตแบบไมเติมอากาศจะ

สามารถลดปริมาณบีโอดีไดสูงสุดเทากับ 65.21 เปอรเซ็นต ในขณะที่เชื้อผสมทั้งแบบเติมอากาศและ

ไมเติมอากาศสามารถลดปริมาณบีโอดีไดแตมีคาต่ํากวาการใชเชื้อเดี่ยว  
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเพาะเลีย้งเชื้อ 
 
1. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็งนูเทรียนต (Nutrient agar) 

ผงสกัดจากเนื้อ (Beef extract)      3.0  กรัม 

เปปโตน  (Peptone)       5.0  กรัม 

วุน                           15.0  กรัม 

น้ํากลั่น                            1000  มิลลิลิตร 

พีเอช 7.0  0.2 

ชั่งอาหารแข็งนูเทรียนต 20 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเปน 7.4  0.2 

และปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปเขาไมโครเวฟเพื่อใหวุนละลาย นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อบนจานเพาะเลี้ยง

เชื้อประมาณ 15 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหวุนแข็งตัว 

 

2. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อเหลวนูเทรียนต (Nutrient broth) 

ผงสกัดจากเนื้อ (Beef extract)      3.0  กรัม 

เปปโตน  (Peptone)       5.0  กรัม 

น้ํากลั่น                             1000  มิลลิลิตร 

พีเอช 7.0  0.2 

ชั่งอาหารเหลวนูเทรียนต 8 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเปน 7.4  0.2 

และปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร ตมจนละลาย ถายใสหลอดทดลองหรือขวดรูปชมพู (flask) 

นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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3. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็งแลกโตบาซิลลัส เอ็ม อาร เอส (Lactobacillus MRS agar) 

เปปโตนจากเคซีน (Peptone from Casein)  10.0  กรัม 

ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)       4.0  กรัม 

ผงสกัดจากมอลต (Malt extract)       8.0  กรัม 

กลูโคส         20.0  กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)    2.0  กรัม 

ทวีน 80 (Tween 80)       1.0  กรัม 

วุน       15.0  กรัม 

น้ํากลั่น           1000  มิลลิลิตร 

พีเอช 5.7  0.2 

ชั่งอาหารแข็งแลกโตบาซิลไล เอ็ม อาร เอส 66.2 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับพี

เอชเปน 5.7  0.2 และปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปเขาไมโครเวฟเพื่อใหวุนละลาย นึ่งฆา

เชื้อที่อุณหภูมิ 118 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เทอาหารเลี้ยง

เชื้อบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อประมาณ 15 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหวุนแข็งตัว 

 
4. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อเหลวแลกโตบาซิลลัส เอ็ม อาร เอส (Lactobacillus MRS broth) 

เปปโตนจากเคซีน (Peptone from Casein)  10.0  กรัม 

ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)       4.0  กรัม 

ผงสกัดจากมอลต (Malt extract)     8.0  กรัม 

กลูโคส         20.0  กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)    2.0  กรัม 

ทวีน 80 (Tween 80)       1.0  กรัม 

น้ํากลั่น           1000  มิลลิลิตร 

พีเอช 5.7  0.2 

ชั่งอาหารเหลวแลกโตบาซิลลัส เอ็ม อาร เอส 66.2 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับ

พีเอชเปน 5.7  0.2 และปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร ตมจนละลาย ถายใสหลอดทดลองหรือ

ขวดรูปชมพู (flask) นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

เปนเวลา 15 นาที 
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5. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็งทริปติก ซอย (Tryptic soy agar) 

เปปโตน จากเคซีน (Peptone from Casein)  15.0  กรัม 

เปปโตน จากถั่วเหลือง (Peptone from Soymeal)         5.0  กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)      10.0  กรัม 

วุน          15.0  กรัม 

 น้ํากลั่น                     1000  มิลลิลิตร 

พีเอช 7.3  0.2 

ชั่งอาหารแข็งทริปติก ซอย 40 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเปน 7.4  0.2 

และปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปเขาไมโครเวฟเพื่อใหวุนละลาย นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อบนจานเพาะเลี้ยง

เชื้อประมาณ 15 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหวุนแข็งตัว 

 

6. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อเหลวทริปติก ซอย (Tryptic soy broth) 

เปปโตน จากเคซีน (Peptone from Casein)  15.0  กรัม 

เปปโตน จากถั่วเหลือง (Peptone from Soymeal)            5.0  กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)      10.0  กรัม 

 น้ํากลั่น                     1000  มิลลิลิตร 

พีเอช 7.3  0.2 

ชั่งอาหารเหลวทริปติก ซอย 30 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเปน 7.4  0.2 

และปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร ตมจนละลาย ถายใสหลอดทดลองหรือขวดรูปชมพู (flask) 

นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

7. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็งยีสต-มอลต (Yeast extract malt extract agar) 

เปปโตน (Peptone)       5.0  กรัม 

กลูโคส (Glucose)                 10.0  กรัม 

ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)                  3.0  กรัม 

ผงสกัดจากมอลต (Malt extract)       3.0  กรัม 

วุน       15.0  กรัม 

น้ํากลั่น                      1000  มิลลิลิตร 

พีเอช 7.0  0.2 
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ชั่งอาหารตามสูตร ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเปน 7.0  0.2 และปรับ

ปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปเขาไมโครเวฟเพื่อใหวุนละลาย นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อ

ประมาณ 15 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหวุนแข็งตัว 

 
8. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อเหลวยีสต-มอลต (Yeast extract malt extract agar) 

เปปโตน (Peptone)       5.0  กรัม 

กลูโคส (Glucose)                 10.0  กรัม 

ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)                  3.0  กรัม 

ผงสกัดจากมอลต (Malt extract)     3.0  กรัม 

น้ํากลั่น                      1000  มิลลิลิตร 

พีเอช 7.0  0.2 

ชั่งอาหารตามสูตร ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเปน 7.0  0.2 และปรับ

ปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร ตมจนละลาย ถายใสหลอดทดลองหรือขวดรูปชมพู (flask) นําไปนึ่งฆา

เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  

 

9. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็งโพเทโท เด็กซโตรส (Potato dextrose agar) 

สารละลายมันฝรั่งชนิดผง (Infusion from potato)  6.5  กรัม 

เด็กซโตรส (Dextrose)      20.0  กรัม 

วุน       15.0  กรัม 

น้ํากลั่น                   1000  มิลลิลิตร 

พีเอช 5.6  0.2 

ชั่งอาหารแข็งโพเทโท เด็กซโตรส 39 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเปน 5.6 

 0.2 และปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปเขาไมโครเวฟเพื่อใหวุนละลาย นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อบนจาน

เพาะเลี้ยงเชื้อประมาณ 15 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหวุนแข็งตัว 
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10. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อเหลวโพเทโท เด็กซโตรส (Potato dextrose broth) 

สารละลายมันฝรั่งชนิดผง (Infusion from potato)  4.0  กรัม 

ดี-กลูโคส (D-glucose)      20.0  กรัม 

น้ํากลั่น                   1,000  มิลลิลิตร 

พีเอช 6.8  0.2 

ชั่งอาหารเหลวโพเทโท เด็กซโตรส 26.5 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเปน 

6.8  0.2 และปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร ตมจนละลาย ถายใสหลอดทดลองหรือขวดรูปชมพู 

(flask) นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 

นาที 

 

11. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็งสําหรับทดสอบการยอยสลายแปง (Starch agar) 

เปปโตน (Peptone)        2.0  กรัม 

สารละลายแปง (Soluble starch)     10.0  กรัม 

ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)        1.0  กรัม 

วุน        15.0  กรัม 

น้ํากลั่น                       1000  มิลลิลิตร  

ชั่งเปปโตน 2.0 กรัม ผงสกัดจากยีสต 1.0 กรัม วุน 15 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร 

นําไปเขาไมโครเวฟเพื่อใหวุนละลาย ชั่งสารละลายแปง 10.0 กรัม นํามาละลายในน้ํากลั่นเล็กนอย ไม

ควรใชน้ํารอนในการละลายเนื่องจากแปงอาจจะเกาะกันเปนกอนแข็งได จากนั้นเทน้ําแปงลงไปใน

สวนผสมทั้งหมดปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร ใหความรอนเล็กนอยเพื่อใหสวนผสมละลายเขากัน

จนเปนเนื้อเดียวกัน นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

เปนเวลา 15 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อประมาณ 15 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหวุนแข็งตัว 

 

12. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็งสําหรับทดสอบการยอยสลายโปรตีน (Skim milk agar) 

เปปโตน (Peptone)         5.0  กรัม 

ผงสกัดจากเนื้อ (Beef extract)        3.0  กรัม 

นมพรองมันเนย (Skim milk)                100.0  กรัม 

วุน         15.0  กรัม 

น้ํากลั่น                                1000  มิลลิลิตร 
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ชั่งเปปโตน 5.0 กรัม ผงสกัดจากเนื้อ 3.0 กรัม และวุน 15.0 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 900 

มิลลิลิตร นําไปเขาไมโครเวฟเพื่อใหวุนละลาย ชั่งนมพรองมันเนย 100.0 กรัม ใสในขวดเตรียมอาหาร

ใบใหม ละลายในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร นําไปเขาไมโครเวฟเพื่อละลายผงนมพรองมันเนย นําไปนึ่งฆา

เชื้อแยกกันที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที หลังจาก

นั้นนํามาวางไวในอางน้ําควบคุณอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แลวเทสวนผสมของ

สารละลายนมพรองมันเนยลงในสวนผสมทั้งหมด ผสมใหเขากัน เทอาหารเลี้ยงเชื้อบนจานเพาะเลี้ยง

เชื้อประมาณ 15 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหวุนแข็งตัว 

 

13. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็งสําหรับทดสอบการยอยสลายเฮมิเซลลูโลส (Xylan agar) 

ไซแลน (Xylan)        10.0  กรัม 

แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3)                 2.0  กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)    0.2  กรัม 

ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)                 0.2  กรัม 

วุน       15.0  กรัม 

น้ํากลั่น                               1000  มิลลิลิตร 

ชั่งอาหารตามสูตร ละลายในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร นําไปเขาไมโครเวฟเพื่อใหวุนละลาย นึ่ง

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เทอาหาร

เลี้ยงเชื้อบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อประมาณ 15 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหวุนแข็งตัว 

 

14. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็งสําหรับทดสอบการยอยสลายเซลลูโลส (CMC agar)  

คารบอกซี เมทธิล เซลลูโลส           4.0  กรัม 

วุน                    15.0  กรัม 

            น้ํากลั่น                                                                1000  มิลลิลิตร 

ชั่งอาหารตามสูตร ละลายในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร นําไปเขาไมโครเวฟเพื่อใหวุนละลาย นึ่ง

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เทอาหาร

เลี้ยงเชื้อบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อประมาณ 15 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหวุนแข็งตัว 
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15. อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็งสําหรับทดสอบการยอยสลายไขมัน (Tributyrin agar) 

เปปโตน (Peptone)         5.0  กรัม 

ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)          3.0  กรัม 

ไตรบูไทริน (Tributyrin)                           100.0  มิลลิลิตร 

วุน         15.0  กรัม 

น้ํากลั่น                                1000  มิลลิลิตร 

ชั่งเปปโตน 5.0 กรัม ผงสกัดจากยีสต 3.0 กรัม และวุน 15 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 

มิลลิลิตร นําไปเขาไมโครเวฟเพื่อใหวุนละลาย ปเปตไตรบูไทริน 100 มิลลิลิตร ใสลงในสวนผสม

ทั้งหมด นําไปใหความรอนเล็กนอย ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อ

ประมาณ 15 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหวุนแข็งตัว 
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ภาคผนวก ข 

วิธีการวเิคราะห และสารเคม ี

1. สารละลายไอโอดีน 

ไอโอดีน           0.317  กรัม 

โพแทสเซียม ไอโอไดด         0.10    กรัม 

กรดไฮโดรคลอริก 10 เปอรเซ็นต             50  มิลลิลิตร 

น้ํากลั่น                        950  มิลลิลิตร 

ละลายไอโอดีนและโพแทสเซียม ไอโอไดด ใน 10 เปอรเซ็นต กรดไฮโดรคลอริก ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนครบ 1000 มิลลิลิตร 

 
2. สารละลายคองโก เรด 1 เปอรเซ็นต 

คองโก เรด           1.0  กรัม 

น้ํากลั่น         100    มิลลิลิตร 

ละลายคองโก เรด ในน้ํากลั่น จากนั้นกรองผานกระดาษกรอง เก็บไวในขวดสีชา 

 
3. สารละลายเพปโตน 0.1 เปอรเซ็นต 

เพปโตน              1.0  กรัม 

น้ํากลั่น         1000    มิลลิลิตร 

ละลายเพปโตนในน้ํากลั่น จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

ปรับ pH เปน 7.0  2   

 

4. การวิเคราะห BOD 

การวิเคราะห BOD จะวิเคราะหตามวิธีของ Standard Method for the Examination of 

Water and Wastewater 20 th ed. (1998) 

 4.1 การเตรียมสารละลาย 

       4.1.1 สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร (A) 

     ละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 8.5 กรัม โพแทสเซียม

ไฮโดรเจน (K2HPO4) 21.75 กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเฮปตะไฮเดรต (Na2HPO4.7H2O) 

33.40 กรัม และแอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) 1.70 กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร 
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        4.1.2 สารละลายแมกนีเซียมซัลเฟต (B) 

                            ละลายแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 22.50 กรัม ในน้ํากลั่น 

ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

        4.1.3 สารละลายแคลเซียมคลอไรด (C) 

      ละลายแคลเซียมคลอไรด (CaCl2) 27.50 กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร 

        4.1.4 สารละลายเฟอรริกคลอไรด (D) 

      ละลายเฟอรริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3.6H2O) 0.25 กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร 

 

 4.2 การเตรียมน้ําผสมเจือจาง 

   ผสมน้ํากลั่นอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส กับสารละลาย A, B, C และD อยางละ 1 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร เติมอากาศใหมีออกซิเจนละลายอิ่มตัว (ใชเวลาอยางนอย 1 

ชั่วโมง) 

 

 4.3 การเจือจางตัวอยางนํ้า 

              ทําการเจือจางตัวอยางน้ําเสียดวยน้ําผสมเจือจาง (ตารางภาคผนวกที่ 1) ในกระบอก

ตวงขนาด 1 ลิตร ขณะที่ผสมน้ําตัวอยางระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ (บันทึกอัตราสวนเจือจาง) คอยๆ 

รินตัวอยางน้ําที่ผสมดีแลวลงในขวดบีโอดี 3 ขวด ปดจุก นําขวดหนึ่งไปหาคาออกซิเจนละลายในน้ํา

วันที่ 0 (DO0) อีก 2 ขวด นําไปบมที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ในที่มืด เปนเวลา 5 วัน แลวนําไปหา

คาออกซิเจนละลายวันที่ 5 (DO5) 

 

 4.4 การคํานวณ 

  บีโอดี (มิลลิกรัมออกซิเจนตอลิตร)     =     DO0 – DO5 

              P 

กําหนดให 

 DO0 =   ความเขมขนของออกซิเจนละลายน้ําที่หาไดจากการเตรียมตัวอยาง 15 นาที 

       (มิลลิกรัมออกซิเจนตอลิตร) 

 DO5 =   ความเขมขนของออกซิเจนละลายน้ําที่หาไดจากการบมตัวอยาง 5 วัน 

        (มิลลิกรัมออกซิเจนตอลิตร) 

 P =    อัตราสวนของตัวอยางที่ใชตอตัวอยางที่เจือจางแลว 
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ตารางภาคผนวกที่ 1   การเลือกขนาดตัวอยางและอัตราเจือจางสําหรับชวงบีโอดีตาง ๆ 

ปริมาณตัวอยาง 

(มิลลิลติร) 

ชวงบีโอด ี

(มิลลิกรมัตอลิตร) 

อัตราเจือจาง 

0.02 30,000 - 105,000 15,000 

0.05 12,000 - 42,000 6,000 

0.10 6,000 – 21,000 3,000 

0.20 3,000 – 10,500 1,500 

0.50 1,200 – 4,200 600 

1.0 600 – 2,100 300 

2.0 300 – 1,050 150 

5.0 120 – 420 60 

10.0 60 – 120 30 

20.0 30 – 105 15 

50.0 12 – 42 6 

100 6 – 21 3 

300 0 - 7 1 

หมายเหตุ : ถาปริมาณตัวอยางที่ใชนอยกวา 1.0 มิลลิลิตร ควรเจือจางตัวอยางกอนปเปตใสขวด       

บีโอดี 

ที่มา : มั่นสิน (2543) 

 

4.5 วิธีการวิเคราะห 

       ปเปตสารละลายแมงกานีสซัลเฟต 2 มิลลิลิตร ตามดวยสารละลายแอลคาไลน-ไอโอไดด-

เอไซด 2 มิลลิลิตร เติมลงในขวดบีโอดีที่ใสตัวอยางน้ําแลว โดยใหปลายปเปตอยูใตผิวของน้ําตัวอยาง 

ปดจุกขวดระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ ผสมใหเขากันโดยการคว่ําขวดข้ึนลงอยางนอย 15 ครั้ง ตั้งทิ้งไว

ใหตกตะกอน (ออกซิเจนจะทําใหเกิดตะกอนสีน้ําตาลของ MnO2 ถาตัวอยางน้ําไมมีออกซิเจนจะได

ตะกอนสีขาวของ Mn(OH)2 แสดงวาผลการทดลองใชไมได ตองทําการเจือจางน้ําใหมากกวาเดิม) จน

ไดสวนใสประมาณครึ่งหนึ่งของขวดบีโอดี เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 2 มิลลิลิตร โดยใหกรดคอยๆ ไหล

ลงไปขางๆ คอขวด ปดจุก ผสมใหเขากัน โดยคว่ําขวดขึ้นลงจนกระทั่งตะกอนละลายหมด แบง

สารละลายที่ได 203 มิลลิลิตร นําไปไทเทรตกับสารละลายมาตรฐานโซเดียมไธโอซัลเฟต ทําการ

ไทเทรตจนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนสีจากสีน้ําตาลเปนสีเหลืองออน จากนั้นเติมน้ําแปงลงไป 1-2 
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มิลลิลิตร จนเกิดสารละลายสีน้ําเงินจึงทําการไทเทรตตอจนกระทั่งถึงจุดยุติ คือ สีน้ําเงินหายไป นําคา

ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชในการไทเทรตมาคํานวณหาออกซิเจนละลายในน้ํา 

 

4.6 การคํานวณ 

คาออกซิเจนละลายน้ํา  =  สารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชไทเทรต (มิลลิลิตร) x M 

(มิลลิกรัมตอลิตร)     0.025  

 

กําหนดให 

        M = ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ไดจากการทดสอบ (โมลาร) 

 

5. การวิเคราะหซีโอดีดวยวิธีรีฟลักซแบบปด 

การวิเคราะห BOD จะวิเคราะหตามวิธีของ Standard Method for the Examination of 

Water and Wastewater 20 th ed. (1998) 

 

5.1 สารเคมี 

5.1.1 สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตสําหรับยอยสลาย 0.25 นอรมอล 

ชั่งน้ําหนักโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) ซึ่งอบแหงที่อุณหภูมิ 130 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง มา 4.913 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 

(H2SO4) 167 มิลลิลิตร และเติมเมอรคิวรัสซัลเฟต (HgSO4) 33.3 กรัม ทิ้งใหละลายและปลอยใหเย็น

จึงเจือจางดวยน้ํากลั่นเปน 1000 มิลลิลิตร 

5.1.2 สารละลายกรดซัลฟวริก 

เติมซิลเวอรซัลเฟต (Ag2SO4) 5.50 กรัม ลงในกรดซัลฟวริกเขมขน 1 กิโลกรัม ตั้ง

ทิ้งไว 1-2 วัน ใหซิลเวอรซัลเฟตละลาย 

5.1.3 สารละลายเฟอรโรอิน อินดิเคเตอร 

ละลาย 1, 10-ฟแนโทลีนโมโนไฮเดรต (1,10-C12H8N2.H2O) และเฟอรรัสซัลเฟต

เฮปตะไฮเดรต (FeSo4.7H2O) ในน้ํากลั่นและเจือจางจนเปน 100 มิลลิลิตร 

5.1.4 สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต 

นําโพแทสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต (HOOC6H4COOK) มาบดแลวอบแหงที่ 120 

องศาเซลเซียส ชั่งมา 425 มิลลิกรัม แลวละลายดวยน้ํากลั่นและเจือจางจนไดปริมาตร 1 ลิตร 

โพแทสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต 1 กรัม มีซีโอดีเทากับ 1.176 กรัม ออกซิเจน และสารละลายนี้จะมีซีโอ

ดีเทากับ 500 มิลลิกรัมตอลิตร เตรียมใหมทุกครั้งที่ใช 
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5.1.5 สารลายมาตรฐานเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (FAS) 0.10 นอรมอล 

ละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต [Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O] 39.2 

กรัม ในน้ํากลั่น เติมกรดซัลฟวริกเขมขน (H2SO4)  20 มิลลิลิตร ทิ้งใหเย็นแลวเจือจางดวยน้ํากลั่นจน

ครบ 1 ลิตร นําไปหาความเขมขนที่แนนอนกับสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตทุกครั้งที่ใช 

 

5.2 การหาความเขมขนของ FAS 

เติมสารเคมีทุกชนิดตามตารางที่   ลงในหลอดแกวขนาดที่ตองการ โดยใชน้ํากลั่น

แทนตัวอยางน้ําทิ้งใหเย็นลง แลวเติมเฟอรโรอินดิเคเตอร 1-2 หยด แลวไทเทรตดวยสารละลาย FAS 

นอรมอลลิตีของสารละลาย FAS =  ปริมาตรของ 0.1 N K2Cr2O7 (มิลลิลิตร) x 0.10 

           ปริมาตร FAS ที่ใชไทเทรต (มิลลิลิตร) 

 

ตารางภาคผนวกที่ 2 ปริมาณตัวอยางน้ําและสารเคมีสําหรับขวดแกวขนาดตาง ๆ 

หลอดยอยสลาย 
(ขนาดของ

หลอดแกว) 

ปริมาตรน้ํา 
ตัวอยาง 

(มิลลิลติร) 

ปริมาตรสารละลาย
โพแทสเซียมไดโครเมต

สําหรับยอยสลาย 
(มิลลิลติร) 

สารละลาย
กรดซัลฟวรกิ 

(มิลลิลติร) 

ปริมาตรรวม 
(มิลลิลติร) 

16x100 มิลลิเมตร 2.5 1.5 3.5 7.5 

20x150 มิลลิเมตร 5.0 3.0 7.0 15.0 

25x150 มิลลิเมตร 10.0 6.0 14.0 30.0 

 

5.3 วิธีวิเคราะห 

5.3.1 ใชปริมาตรน้ําตัวอยางและสารเคมีตามตารางที่  โดยเติมตัวอยางน้ําลงใน

หลอดแกว แลวเติมสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตสําหรับยอยสลาย แลวคอย ๆ เติม

สารละลายกรดซัลฟวริกใหเกิดชั้นกรดอยูที่กนหลอดแกว ปดฝาใหแนนพอดี แลวแกวงขวดวนไปมา

เพื่อใหสารละลายผสมกันดี (ถาซีโอดีมากกวา 500 มิลลิกรัม/ลิตร ใหลดปริมาตรน้ําตัวอยางลงแลวเติม

น้ํากลั่นใหครบตามตาราง) 

5.3.2  นําหลอดแกวใสลงในขาตั้งใสหลอดแกว แลวเขาตูอบที่ 150 องศาเซลเซียส แลว

ตมเปนเวลา 2 ชั่วโมง ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 

5.3.3  เปดฝาหลอดแกว แลวเติมเฟอรโรอินอินดิเคเตอร 1-2 หยด แลวไทเทรตดวย 

0.10 นอรมอล เอฟเอเอส จนกระทั่งเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลแดง (B) 
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5.3.4 ทําแบลงคดวยทุกครั้ง โดยใชน้ํากลั่นแทนตัวอยางและทําการวิเคราะหเหมือน

ตัวอยางน้ํา  

 

5.4 การคํานวณ 

ซีโอดี (มิลลิกรัม/ลิตร) =          (A-B) x N x 8,000 

     ปริมาตรตัวอยางน้ํา (มิลลิลิตร) 

เมื่อ 

A =  มิลลิลิตรของเอฟเอเอส  ที่ใชไทเทรตแบลงค 

B =  มิลลิลิตรของเอฟเอเอส  ที่ใชไทเทรตน้ําตัวอยาง 

C =  นอรมอลของเอฟเอเอส 

 

6. คาออกซิเจนละลายน้ํา (Dissolved oxygen : DO) 

การวิเคราะหคาออกซิเจนละลายน้ํา จะวิเคราะหตามวิธีของ Standard Method for the 

Examination of Water and Wastewater 20 th ed. (1998) 

ออกซิเจนจะออกซิไดส Mn2+ ไปเปน Mn4+ ภายใตสภาวะเปนดาง Mn4+ นี้สามารถจะออกซิ

ไดส I- ไปเปน I2 อิสระภายใตสภาวะที่เปนกรด นั่นคือปริมาณของ I2 อิสระที่ถูกจับออกมาจะสมมูลย

กับออกซิเจนที่ละลายอยูในน้ําตอนเริ่มตนและวัดไดโดยการไทเทรตดวยสารละลายมาตรฐานโซเดียม

ไธโอซัลเฟต (มั่นสิน, 2543) 

 

6.1 สารเคมี 

6.1.1 สารละลายแมงกานีสซัลเฟต 

ละลายแมงกานีสซัลเฟตเตตระไฮเดรต (MnSO4.4H2O) 480 กรัม หรือแมงกานีส

ซัลเฟตไดไฮเดรต (MnSO4.2H2O) 400 กรัม หรือแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4.H2O) 364 

กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร  

6.1.2 สารละลายแอลคาไลน-ไอโอไดด-ไอไซด 

ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 500 กรัม (หรือโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 

(KOH) 700 กรัม) และโซเดียมไอโอไดด (NaI) 135 กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร เสร็จแลวเติมโซเดียมเอไซด 

(NaN3) 10 กรัม ที่ละลายในน้ํากลั่น 40 มิลลิลิตร 

6.1.3 กรดซัลฟวริกเขมขน 
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6.1.4 น้ําแปง 

             ละลายแปง (Soluble starch) 5 กรัม ในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร คอยๆ เทลงในน้ํา

กลั่นที่ตมเดือด 800 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร ปลอยใหเดือดประมาณ 5 นาที เติมโทลูอีน 2-

3 หยด เพื่อใหเก็บไดนานขึ้น 

6.1.5 สารละลายมาตรฐานโซเดียมไธโอซัลเฟต ความเขมขน 0.025 โมลาร 

ละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (Na2S2O3.5H2O) 6.205 กรัม ในน้ํา

กลั่นที่ตมจนเย็นแลว ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 0.4 กรัม เพื่อเก็บ

รักษาใหคงสภาพอยูได สารละลายมาตรฐานนี้ตองมีการเทียบหาความเขมขนมาตรฐานกับสารละลาย

มาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) ทุกครั้ง 

6.1.6 สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต ความเขมขน 0.025 โมลาร 

ละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) ที่อบแหงแลว 1.226 กรัม ในน้ํากลั่น 

แลวปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร  

การหาคามาตรฐานของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต ทําโดยละลาย

โพแทสเซียมไอโอด (KI) 2 กรัม ในฟลาสก 250 มิลลิลิตร ที่มีน้ํากลั่น 100-150 มิลลิลิตร เติมกรด

ซัลฟวริกความเขมขน 10 เปอรเซ็นต 10 มิลลิลิตร เติมสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต 

0.025 โมลาร 20 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวในที่มืด 5 นาที จากนั้นเจือจางดวยน้ํากลั่นจนไดปริมาตร 400 

มิลลิลิตร แลวไทเทรตไอโอดีนที่เกิดขึ้นดวยสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต คํานวณหาความเขมขนจาก 

  

   ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไธโอซัลเฟต (โมลาร)  =    20 x M 

                     A 

กําหนดให 

       M =  ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต (0.025 โมลาร) 

       A =  ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชไทเทรต (มิลลิลิตร) 
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ภาคผนวก ค 
 

การยอยสลายสารประกอบของจุลินทรีย 
 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

ภาพภาคผนวกที่ 1 แสดงการเกิดโซนที่มกีารยอยสลาย skim milk รอบโคโลนีของจุลินทรีย 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

ภาพภาคผนวกที่ 2 แสดงการเกิดโซนที่มกีารยอยสลาย starch รอบโคโลนีของจุลินทรีย 
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ภาพภาคผนวกที่ 3 แสดงการเกิดโซนที่มกีารยอยสลาย tributyrin รอบโคโลนีของจุลินทรยี 

 

 
 

ภาพภาคผนวกที่ 4 แสดงการเกิดโซนที่มกีารยอยสลาย carboxy methyl cellulose รอบ 

                                           โคโลนีของจุลินทรยี 
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ภาพภาคผนวกที่ 5 แสดงการเกิดโซนที่มกีารยอยสลาย xylan รอบโคโลนีของจุลินทรีย 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

          ภาพภาคผนวกที่ 6 แสดงลักษณะของขยะทีย่ังไมผานการบําบัด 
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         ภาพภาคผนวกที่ 7 แสดงลักษณะของขยะที่ผานการบําบัดแลว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพภาคผนวกที่ 8 น้ําเสยีที่ผานการบําบัดแบบเติมอากาศและไมเติมอากาศ
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ภาคผนวก ง 
คูมือการใชงานฐานขอมูลจลุินทรีย 
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ภาคผนวก จ 
 

ลําดบัเบสของดีเอ็นเอของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสารในขยะ น้าํเสีย  
และน้ํามัน 

 

1. MJUT011 

5’GCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGG

ACGGGTGGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGG

AGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCT

GTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG

CTAACTACGTGCCACCGGGCCCGCGGTA3’ 
 
2. MJUT019 

5’GCTATAATGCAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGA

CGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGA

AGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTA

TCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG

GCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC

GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAA

GAACAAGTACAAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCT

AACTACGTGCCAGCCGGCCGCGGTA3’ 
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3. MJUT026 

5’GCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACCGACGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC

GGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAATCATAAAAGGTGGCTTTTAG

CTACCACTTGCAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC

AAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACA

CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT

GACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGG

GAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCA

CGGCTAACTACGTGCACCCCCCCCGCGGT3’ 
 
4. MJUT033 

5’GCCTATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC

GGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGG

CTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA

AGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG

AAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCACCCCCCCGCGGTA3’ 

 

5. MJUT036 

5’GCTAATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGG

ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG

GGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGC

TACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCAGCCGCCGCGGTA3’ 
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6. MJUT067 

5’TCCGCCTGCCTATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTA

GCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCG

GGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCG

GCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG

CTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT

GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG

AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGT

TGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGA

AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCCG3’ 
 
7. MJUT071 

5’GGGGTGCTATAATGCAGTCGAGCGATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGG

CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAA

CCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTC

GGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC

CAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC

TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAG

GGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCA

CGGCTAACTACGTGCCACCGGCCGCGA3’ 
 
8. MJUT074 

5’GGCGGCGTGCCTATACATGCAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGT

TAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTC

GGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGAT

GGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG

GCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT

GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG

AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGT

TGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAA

AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCCG3’ 
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9. MJUT075 

5’TCTGGCGGCTGCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGAC

GTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACT

TCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAG

ATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA

CGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG

ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGA

CGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTC

TGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACC3’ 
 
10. MJUT076 

5’AGCGGGTGCCTATACATGCAGTCGAGCGATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTA

GCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCG

GGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCG

GCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG

CTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT

GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG

AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGT

TGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGA

AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC3’ 
 
11. MJUT108 

5’GGTGCTATACATGCAGTCGAGCGAACAGAAAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGG

CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAA

CCGGGGCTAATACCGAATAATCTCTTTTACTTCATGGTGAAAGACTGAAAGACGGTATCT

GCTGGCCCTATTAGAAGGGCCCCCCGCCCATTTACTAATTGGGGAAGGAACCGCTCAA

CCAGGGCACCATGCCTAACCCAACTGGAAGGGTGGTCCGCCAAACTGGGACTGGAAA

CCCGCCCAAACTCCTACCGGAGGCAGCAGTAGGGAATCCTCCCAATGGGCGAAAGCCT

GATGGAAGAACCGCGCCTGAATGAAGAAAGGTTTCGGATCGTAAAATCTGGTGGAAGG

GAAGAACAGTACAGTAGTACTGGCTGTCCTTGACCGTACTTATAGAAAGCCACGCTACTA

CGTGCAGCCGCCAGCGTAANACGTAG3’ 
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12. MJUT109 

5’GCTATACATGCAAGTCGAGCGAACAGAAAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACC

GGGGCTAATACCGAATAATCTCTTTTACTTCATGGTGAAAGACTGAAAGACGGTTTCTGCT

GGCCCTATAAGAAGGGCCCCCCGCCCCTTAACTAATTGGGGAAGGAACGGCTCCCCCA

GGGCAACAAGCCTAACCCAACTGGAAAGGTGAACCGCCCCCCTGGGAATGAAAACCC

GCCCCAAATCCTACCGGAAGGCACCATAAGGAATCCTCCCCCATGGGCCAAAGCCTGG

AGGAACCACCCCCCCTGGATGAAAAAAGGTTTCCGAACCTAAAACTCTGGTGGAAGGG

AAAAACCAGTACCGTAATAACTGGGTGGACCTTTGCCGGACCTTAATTAAAAGCCCCGG

GTAAATACCTGGCCACCGGCCGCGGTAA3’ 
 
13. MJUT112 

5’GCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGG

ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG

GGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGC

TACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCAGCGGCCGCGATAA3’ 
 
14. MJUT113 

5’CCTAATAAGTAGCATGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGC

GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC

CGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCG

GCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC

CAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC

TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAG

GGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCCTCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC

ACGGCTAACTACGTGCCAGCCGCCGCGGT3’ 
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15. MJUT118 

5’TAATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGAC

GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGG

GCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTA

CCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG

GCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC

GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAA

GAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG

CTAACTACGTGCCAGCCGGCCCGCGGTA3’ 
 
16. MJUT119 

5’CTATACATGCAGTCGAGCGATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGAC

GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGG

GCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGT

CACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC

AACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC

CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG

AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGA

ACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTA

ACTACGTGCACCCCGCCCCGCGGTAA3’ 
 
17. MJUT120 

5’GCGCGTGCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAG

CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGG

AAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGC

TTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT

CACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA

GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAA

AGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTG

TTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAA

GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCCGCC3’ 

 



 

 

203

18. MJUT122 

5’TGCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC

GGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGG

CTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA

AGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGG

AAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCACCGGCCCGCGGT3’ 
 
19. MJUT125 

5’GGGTGCCTATAATGCAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGG

CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAA

CCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTC

GGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCA

CCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA

CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGT

CTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTA

GGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC

ACGGCTAACTACGTGCCACAGGCCGCGGT3’ 
 
20. MJUT130 

5’GGCGGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGC

GGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAA

ACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCAC

GCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGC

GACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCC

AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCA

GCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAA

GGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAAAT

TCGTGCCAGCAA3’ 
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21. MJUT133 

5’TGCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGC

GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC

CGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCG

GCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC

CAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC

TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAG

GGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC

ACGGCTAACTACGTGCCACCGGCCCGCGG3’ 
 
22. MJUT136 

5’GCTAATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGG

ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG

GGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGC

TACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCAGCCGGCCGCGGTA3’ 
 
23. MJUT137 

5’GCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC

GGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGG

CTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA

AGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGG

AAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCAGCCGCCGCGGTA3’ 
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24. MJUT138 

5’GCGCAGCCTTAACATGCAGTCGACGGCAGCGCGGACTTCGGTCTGGCGGCGAGTGG

CGAACGGGTGAGTAACATATCGGAACGTGCCCTGGAGTGGGGGATAACTAGTCGAAAG

ACTAGCTAATACCGCATACGCCCTGAGGGGGAAAGTGGGGGATCGCAAGACCTCATGC

TCGTGGAGCGGCCGATATCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGA

CGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA

GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAG

CAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGGAAGAAA

TCCCATCCCTGAATACGGGGTGGGGATGACGGTACTGGAAGAATAAGCACCGGCTAAC

TACGTGCCAGCCGCCGCGGT3’ 
 
25. MJUT 139 

5’CTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGAC

GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGG

GCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTA

CCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG

GCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC

GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAA

GAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG

CTAACTACGTGCCAGCCGCCCGCGGTA3’ 
 
26. MJUT143 

5’CATGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGC

GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC

CGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCG

GCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC

CAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC

TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAG

GGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC

ACGGCTAACTACGTGCCAGCCGCCGCGGTA3’ 
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27. MJUT151 

5’GGCGTGCCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAG

CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGG

AAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGT

TTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT

CACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA

GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAA

AGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTG

TTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAG

CCACGGCTAACTACGTGCCACCGCCCCG3’ 
 
28. MJUT162 

5’GCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC

GGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGG

CTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA

AGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGG

AAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCAGCCGCCGCGGTA3’ 
 
29. MJUT164 

5’TGCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC

GGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGG

CTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA

AGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGG

AAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCAGCCGCCGCGGTA3’ 
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30. MJUT165 

5’GCTGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGC

GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC

CGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCG

GCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC

CAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC

TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAG

GGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC

ACGGCTAACTACGTGCCAGCCGCCGCGGT3’ 
 
31. MJUT170 

5’CTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGAC

GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGG

GCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTA

CCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG

GCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC

GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAA

GAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG

CTAACTACGTGCCACGGCCCGCGGTA3’ 
 
32. MJUT171 

5’GCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGA

CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGG

GGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCT

ACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCAGCCGCCGCAGTAAA3’ 
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33. MJUT172 

5’GCGCGTGCTACACATGCAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAA

CGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGG

GGTCTAATACCGGATACAACCACTGACCGCATGGTCGGGTGGTGGAAAGCTCCGGCGG

TGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGA

CGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC

AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCA

GCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGA

AGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCCGGCCG

CAGGTA3’ 
 
34. MJUT178 

5’ATGGCGCTGCTTACCATGCAGTCGACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGA

ACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGG

GGTCTAATACCGGATAACACTCCTGTCCTCCTGGACGGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGT

GAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGAC

GACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA

GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAG

CGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAA

GCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG

GT3’ 
 
35. MJUT197 

5’GCGCTGCTTACACATGCAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAA

CGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGG

GTCTAATACCGGATAACACTCCTGTCCTCCTGGACGGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGA

AGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGA

CGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA

CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCG

ACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGC

GAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCCGG3’ 
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36. PB001 

5’GCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGA

CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGG

AGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCT

GTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG

CTAACTACGTGCACC3’ 
 
37. PB002 

5’CTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGG

ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG

GGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGC

TACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCAGCCGCCGCGGT3’ 
 
38. PB003 

5’TGCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC

GGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGG

CTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA

AGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGG

AAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCACCGGGCCGCG3’ 
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39. PB004 

5’CCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC

GGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGG

CTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA

AGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGG

AAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCAGCCGGCCGCGGT3’ 
 
40. PB005 

5’GCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGG

ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG

GGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGC

TACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCAGCCGGCCGCGGTA3’ 
 
41. PB006 

5’TGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGG

ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG

GGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGC

TACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCAGCAGGCCGCGGT3’ 
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42. PB007 

5’CTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGAC

GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGG

GCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTA

CCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG

GCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC

GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAA

GAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG

CTAACTACGTGCCAGAGGCCCGCGGTA3’ 
 
43. PB008 

5’TGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGG

ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG

GGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGC

TACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCACCCCCCCCCCGGTAG3’ 
 
44. PB009 

5’GCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGA

CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGG

GGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCT

ACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCAGCCGGCCGCGGTA3’ 
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45. PB010 

5’GTGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC

GGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGG

CTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA

AGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGG

AAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCTCCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCAGCCGCCGCGGAAG3’ 
 
46. PB011 

5’GCTGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGC

GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC

CGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCG

GCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC

CAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC

TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAG

GGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC

ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGATAA3’ 
 
47. PB012 

5’TGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGG

ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG

GGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGC

TACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCACCGGGCCGCGGTA3’ 
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48. PB013 

5’TGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGG

ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG

GAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGC

TGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG

CTAACTACGTGCCACCGGCCCGCGGTA3’ 
 
49. PB014 

5’TGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGG

ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG

GAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGC

TGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG

CTAACTACGTGCCAGCAGGCCGCGGTA3’ 
 
50. HPB015 

5’GTGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC

GGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGG

CTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA

AGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGG

AAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCACCGGGCCGCGGT3’ 
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51. HPB016 

5’GTGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC

GGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGG

CTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA

AGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGG

AAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCACCGGCCCGCGGGTA3’ 
 
52. HPB017 

5’GCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGA

CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGG

GGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTA

CCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG

GCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC

GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAA

GAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG

CTAACTACGTGCCAGCCGGCCGCGGTA3’ 
 
53. HPB018 

5’TGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGG

ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG

GGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGC

TACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA

GGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCACCGGGCCGCGGT3’ 
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54. HPB019 

5’CTGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACC

GGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGG

CTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA

AGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGG

AAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC

GGCTAACTACGTGCCACAGGCCGCGGTA3’ 
 
55. HPB020 

5’GCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGG

ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG

GGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGC

TACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA

GGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCACCGGCCGCGGTA3’ 
 
56. HPB021 

5’GGTGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGC

GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC

CGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCG

GCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC

CAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC

TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAG

GGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC

ACGGCTAACTACGTGCCAGCCGCCGCGGT3’ 
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57. HPB022 

5’GGGTGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGG

CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAA

CCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTC

GGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCA

CCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA

CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGT

CTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTA

GGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC

CACGGCTAACTACGTGCCAGCCGCCGCGG3’ 
 
58. HPB023 

5’GCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGA

CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGG

GGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTA

CCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG

GCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC

GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAA

GAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG

CTAACTACGTGCCACCGGCCCGCGGT3’ 
 
59. HPB024 

5’CTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGAC

GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGG

GCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTA

CCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG

GCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC

GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAA

GAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGG

CTAACTACGTGCCACCGGCCCGCGGTA3’ 
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60. HPB025 

5’GTGCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGC

GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC

CGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCG

GCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC

CAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC

TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAG

GGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC

ACGGCTAACTACGTGCCACCGGCCCGCGGT3’ 
 
61. HPB026 

5’GCGGGTGCCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAG

CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGG

AAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGC

TTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT

CACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA

GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAA

AGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTG

TTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAA

GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCCGCCG3’ 
 
62. HPB027 

5’TGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGG

ACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG

GGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGC

TACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA

CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGA

AGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCACCGGCCCGCGGT3’ 
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63. HPB028 

5’CGTGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGC

GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC

CGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCG

GCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC

CAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC

TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAG

GGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC

ACGGCTAACTACGTGCCAGCCGCCGCGGTA3’ 
 
64. PW32 

5’CCGGCTGCCTATACATGCAGTCGAGCGATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAG

CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGG

GAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGG

CTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC

TCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG

AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGA

AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTT

GTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAA

AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGGC3’ 
 
65. PW3/2 

5’GCGCAGGCTACACATGCAGTCGAGCGGCAGCACAAAGTAGCTTGCTACTTTGCCGGC

GAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACT

GGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCC

TCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTA

GGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACG

GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGA

TGCACCCATGCCGCGTGTATGAAAAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGA

GGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCGCAAAAGAAGCACCGGC

TAACTCCGTGCCAGCCGGCCGCGATA3’ 
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66. PW35/2 

5’GCGGCAGCTTACACATGCAAGTCGAGCGGGGGAGGTAGCTTGCTACTGGACCTAGC

GGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAA

GGGATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCG

CTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGA

CGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA

GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAG

CCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAG

GCTACTTTAGATAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAAC

TCTGTGCCAGCAGGCCGCGGTA3’ 
 
67. SA12/1 

5’GGGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGGGGAAGGTAGCTTGCTACTGGACCTAGCGG

CGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAGG

GATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTA

ATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACG

ATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCA

TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTA

CTTTAGATAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTG

TGCCAGAGCCCGCGGTA3’ 
 
68. SA38/2 

5’CGGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGGGGAAGGTAGCTTGCTACTGGACCTAGCGG

CGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAGG

GATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTA

ATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACG

ATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCA

TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTA

CTTTAGATAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTG

TGCCAGAGGCCGCGGTA3’ 
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69. PW5/2 

5’GCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGGGGAAGGTAGCTTGCTACTGGACCTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAGGGA

TGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAAT

AGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGAT

CTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC

CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATG

CCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACT

TTAGATAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACACTGAA

AACAGCAGCCGCGGTA3’ 
 
70. SA6/3 

5’GCGGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGGGGAAGGTAGCTTGCTACTGGACCTAGCG

GCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAG

GGATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGC

TAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGAC

GATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA

CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCC

ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCT

ACTTTAGATAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCT

GTGCCAGCAGGCCGCGGTA3’ 
 
71. PW35/1 

5’GCAGCTACACATGCAGTCGACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGG

CGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAAC

GGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGC

CATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGA

CGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG

ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGC

CATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAG

GTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT

CCGTGCCAGCAG3’ 
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72. PW10/2 

5’CGCTGCTTACCATGCAGTCGAACGGCAGCGGGGGAAGCTTGCTTTCCTGCCGGCGAG

TGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGCCCTGTAGTGGGGGATAACTAGTCGA

AAGATTAGCTAATACCGCATACGACCTGAGGGTGAAAGTGGGGGACCGCAAGGCCTCA

TGCTATAGGAGCGGCCGATGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGC

GACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC

CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCC

AGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGA

AATGGCTCTGGTTAATACCCGGAGTTGATGACGGTACCGGAAGAATAAGGACCGGCTAA

CTACGTGCCAGCCGCCCGCGGTGTCATC3’ 
 
73. SA7/1 

5’GCGGCTGCTTACCATGCAGTCGACGGCAGCGGGGGAAGCTTGCTTTCCTGCCGGCG

AGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGCCCTGTAGTGGGGGATAACTAGTC

GAAAGATTAGCTAATACCGCATACGACCTGAGGGTGAAAGTGGGGGACCGCAAGGCCT

CATGCTATAGGAGCGGCCGATGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAG

GCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGAT

CCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAA

GAAATGGCTCTGGTTAATACCCGGAGTTGATGACGGTACCGGAAGAATAAGGACCGGCT

AACTACGTGCCAGCAGCCCGCGGTA3’ 
 
74. SA6/4 

5’GGCAGCTTACACATGCAGTCGAGCGGGGGAAGGTAGCTTGCTACTGGACCTAGCGG

CGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAGG

GATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTA

ATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACG

ATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCA

TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTA

CTTTAGATAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTG

TGCCACCGCCCGCGGTA3’ 
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75. PW5/1 

5’GCGGCAGCTACCATGCAGTCGAGCGGGGGAGGTAGCTTGCTACTGGACCTAGCGGC

GGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAGGG

ATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAA

TAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGAT

CTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC

CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATG

CCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACT

TTAGATAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTG

CCAGCCGCCCGCGGTA3’ 
 
76. PW27 

5’GGCAGGCTTACCATGCAGTCCGAGCGGGGGAAGGTAGCTTGCTACTGGACCTAGCG

GCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAG

GGATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGC

TAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGAC

GATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA

CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCC

ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCT

ACTTTAGATAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCT

GTGCCAGAGCCCGCGGTGAATTAAG3’ 
 
77. SA11/4 

5’GCAGGCTACCATGCAGTCGAGCGGGGGAAGGTAGCTTGCTACTGGACCTAGCGGCG

GACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAGGGA

TGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAAT

AGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGAT

CTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC

CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATG

CCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACT

TTAGATAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTG

CCAGAGGCCCGCGGT3’ 
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78. SA38/4 

5’GGCGGCGGCTTACACATGCAGTCGAGCGGGGGAAGGTAGCTTGCTACTGGACCTAG

CGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAA

AGGGATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGC

GCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCG

ACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA

GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAG

CCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAG

GCTACTTTAGATAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAAC

TCTGTGCCAGCAGGCCGCGGATA3’ 
 
79. SA2/5 

5’CTGCCGCCGGCTTACCATGCAGTCGAGCGGGGGAAGGTAGCTTGCTACTGGACCTAG

CGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAA

AGGGATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGC

GCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCG

ACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA

GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAG

CCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAG

GCTACTTTAGATAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAAC

TCTGTGCCAGCCGCCCGCGGTA3’ 
 
80. PW35/3 

5’TTGGGCAGGCCTACACATGCAAGTCGAACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCCTCGGGT

GACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACT

ACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGG

GCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCAC

CTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACA

CGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCT

GATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGG

GAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACC

GGCTAACTCCGTGCCAGCCGCCGCGGT3’ 
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81. KS21 

5’CGTGCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCG

GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAA

ACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTT

CGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCA

CCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA

CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGT

CTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTA

GGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC

ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC3’ 
 
82. KS23 

5’GTGCTATACATGCAAGTCGAGCGAACAGAAAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGG

CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAA

CCGGGGCTAATACCGAATAATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGACGGTTTCG

GCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC

CAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGC

CTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAA

GGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCA

CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT3’ 
 
83. KS27 

5’GGCCGCGTGCCTTCTTCATGCAAGTCGAGCGAATGGATTTCAGAGCTTGCTCTTATGA

AGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAAC

TCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAA

GGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA

ACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG

GACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG

GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAAC

TCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAAC

CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA3’ 
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84. KS28 

5’GGGTGCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCG

GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAA

ACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTT

CGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTC

ACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG

ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAA

GTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT

TAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC

CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG3’ 
 
85. KS30 

5’CGGCGTGCCTTATTACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTTAAGAGCTTGCTCTTATGAAG

TTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTC

CGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGG

CGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC

GGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA

CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC

GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCT

GTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCA

GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG3’ 
 
86. KS37 

5’CGTGCTATACATGCAGTCGAGCGAACAGAAAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGG

CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAA

CCGGGGCTAATACCGAATAATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGACGGTTTCG

GCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC

CAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGC

CTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAA

GGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCA

CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG3’ 
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87. KS38 

5’GCGTGCCTTCTACATGCAAGTCGAGCGAACAGAAAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTA

GCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGG

GAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGACGGT

TTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC

TCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG

AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGA

AAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTT

GTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAG

CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC3’ 
 
88. KS44 

5’TGGCGGCGTGCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGT

TAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCC

GGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGAC

GGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG

GCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC

TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC

GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTG

TTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGA

AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC3’ 
 
89. S27 

5’GTGCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGC

GGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC

CGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCG

GCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC

CAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC

ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTC

TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAG

GGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC

ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT3’ 
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90. SO5 

5’GCAGCTTACACATGCAAGTCGAGCGGGCCCTTCGGGGTCAGCGGCAGACGGGTGAG

TAACGCGTGGGAACGTACCATTTGCTACGGAATAACTCAGGGAAACTTGTGCTAATACC

GTATGAGCCCCCCTTTAAAATTTCAGGAATCATAAAATGCCCTGGCATTTTATGGGGGGG

AAAGATTTATCGGCAAATGATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGC

CTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGA

GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCA

AGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCA

CCGGTGAAGATAATGACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAG

CCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGT3’ 
 
91. SO7 

5’GCAGCTTACACATGCAGTCGAGCGGGCCCTTCGGGGTCAGCGGCAGACGGGTGAGT

AACGCGTGGGAACGTACCATTTGCTACGGAATAACTCAGGGAAACTTGTGCTAATACCG

TATGAGCCCCCCTTTAAAATTTCAGGAATCATAAAATGCCCTGGCATTTTATGGGGGGGA

AAGATTTATCGGCAAATGATCGGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCC

TACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAG

ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAA

GCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAC

CGGTGAAGATAATGACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGC

CGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTT3’ 
 
92. W17 

5’GGTGCCTATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCG

GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAA

ACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTT

CGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTC

ACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG

ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAA

GTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT

TAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAA

GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG3’ 
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ภาคผนวก ฉ 
 

การเตรียมถังหมักจลุินทรีย 
 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

ภาพภาคผนวกที่ 9 ถังหมกัจุลนิทรีย 

 

การเตรียมถังหมักจุลินทรีย (ภาพภาคผนวกที่ 9) ทําโดยนําถังพลาสติก มาประกอบเขากับ

อุปกรณตางๆ บนฐานวางถังหมักที่ติดตั้งระบบสะพานไฟและสวิตซไฟ  รวมถึงติดตั้งเครื่องสูบน้ํากับ

ตัวฐาน (ภาพภาคผนวกที่ 10) จากนั้นใชทอพีวีซีขนาดเสนผาศูนยกลาง 1 นิ้ว ประกอบเปนทอ

ชองทางรับของเหลวจากภายในและภายนอก ตอกับเครื่องสูบน้ําเขาสูตัวถัง (ภาพภาคผนวกที่ 11) 

หากเปนระบบเติมอากาศใหติดตั้งเครื่องผลิตออกซิเจนบนตัวถังและตอทอเขาภายในถังจนเกือบถึง

ดานลางสุดถัง (ภาพภาคผนวกที่ 12) ขอควรระวังคือตองตัดทอใหพอดีชวงและทากาวใหแนนเพื่อ

ไมใหขอตอทุกชนิดเกิดการรั่วซึม 
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ภาพภาคผนวกที่ 10 ฐานวางถังหมักจุลินทรยี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพภาคผนวกที่ 11 ทอชองทางรับของเหลวจากภายในและภายนอก 
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ภาพภาคผนวกที่ 12 การติดตั้งเครื่องผลิตออกซิเจนแบบมีตัวกรองกับถังหมักแบบเติมอากาศ 

 

เมื่อประกอบถังหมักเรียบรอยแลว   ควรลางทําความสะอาดสิ่งสกปรกในถังทุกครั้งเพื่อลด 

การปนเปอนของเชื้อจุลินทรียอ่ืนที่ไมตองการ เมื่อเริ่มเขาสูกระบวนการผลิตจุลินทรียจะใชถังผสมเล็ก

เปนภาชนะในการละลายสารอาหาร เชน กากน้ําตาล, น้ําตาลทรายแดง กับน้ําสะอาดกอน แลวจึงใช

เครื่องสูบน้ําดดูเอาสวนผสมตางๆ เขาไปในถังหมกั โดยการตอสายยางเขากับชองทางรับของเหลว

ภายนอกกับถังผสม (ภาพภาคผนวกที่ 13) จากนั้นปดวาลวชองทางรับของเหลวภายในและเปดวาลว

รับของเหลวภายนอก เมื่อละลายสารอาหารและผสมเชื้อจุลินทรยีจนหมดแลว ใหเติมน้ําสะอาดเขา

ไปอีก โดยใหเหลือพื้นที่วางประมาณ 20 เปอรเซ็นตของถงั (ถาใชถังขนาด 2,000 ลิตร เติมน้ําใหมี

ระดับ 1,800 ลิตร) เมื่อเติมน้ําจนถึงระดบัดังกลาวแลวใหปดเครื่องสูบน้ํา ปดวาลวรับของเหลวจาก

ภายนอก  เปดวาลวรับของเหลวภายใน จากนัน้ทําการกวนผสมโดยปดวาลวรับของเหลวภายนอก 

เปดเครื่องสูบน้ําใหสูบสบัสเตรทในถังใหวนผสมกัน กรณีการหมักเปนแบบเติมอากาศใหเติมอากาศ

วันละ 4 ชั่วโมงตอวัน วันละ 2 ครั้ง ครั้งละ 2 ชั่วโมงเชาและเย็น และเปนเวลา 3 วัน 

 
 

 
 

วาลวและทอรับของเหลวภายนอกถัง 

เชื่อมตอทางเขาปม 

ทอออกจากปมเขาดานบนถัง 
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ภาพภาคผนวกที่ 13 การตอทอจากชองทางรับของเหลวภายนอกกับถังผสม 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

 

232

 

ภาคผนวก ช 
ผลการทดลองบาํบดัขยะและน้ําเสีย 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพภาคผนวกที่ 14 ผลการทดลองบําบัดขยะโดยใชหัวเชื้อจุลินทรียราดโดยตรง (แบบเปยก) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพภาคผนวกที่ 15 ผลการทดลองบําบัดขยะโดยใชหัวเชื้อจุลินทรียทําเปนปุยหมกัจุลนิทรียกอน 

        แลวนําไปโรยใหทั่ว (แบบแหง) 
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ภาพภาคผนวกที่ 16 ผลการทดลองบําบัดน้ําเสยีของโรงแรมเชียงใหมรตันโกสนิทร อ.เมือง  

                                 จ.เชียงใหม โดยใชหัวเชื้อจุลนิทรียที่ผลิตในระดับอุตสาหกรรม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพภาคผนวกที่ 17 ผลการทดลองบําบัดน้ําเสยีขอโรงงานแปรรูปสุกรแมโจ บรษิัทเบทาโกร 

                                 ภาคเหนือ เกษตรอุตสาหกรรม จํากัด โดยใชหัวเชื้อจุลนิทรียที่ผลิตในระดับ 

                                 อุตสาหกรรม 
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ภาคผนวก ซ 
 

เอกสารประกอบการฝกอบรม 
และผลการฝกอบรม   

 

สรุปผลแบบประเมิน 

 
โครงการฝกอบรมเรื่อง การใชจุลินทรียแทนสารเคมเีพื่อบาํบดัน้ําเสยีกอน 

ปลอยสูธรรมชาต ิ
รุนที่ 1  วันท่ี 7 กุมภาพันธ  2552 

ณ สถาบันบริการตรวจสอบคณุภาพและมาตรฐานผลิตภัณฑ มหาวิทยาลยัแมโจ 
 

 โครงการฝกอบรมเรื่อง การใชจุลินทรียแทนสารเคมีเพื่อบําบัดน้ําเสียกอนปลอยสูธรรมชาติ จัด

โดยสถาบันบริการตรวจสอบคุณภาพและมาตรฐานผลิตภัณฑ มหาวิทยาลัยแมโจ  รุนที่ 1 จัดในวันที่ 7 

กุมภาพันธ  2552  มีผู เขารับการฝกอบรมทั้งสิ้น 48 คน ผลการสรุปแบบประเมินโครงการฯ  

เปนดังตอไปนี้ 

  

ตารางท่ี 1  อาชีพของผูเขารับการฝกอบรม 

อาชีพของผูเขารับการฝกอบรม จํานวน (คน) รอยละ 

เกษตรกร 8 16.7 

ขาราชการ เทศบาลเมืองแมโจ 1 2.1 

ครูเอกชน 1 2.1 

คาขาย 4 8.3 

นักศึกษา 20 41.7 

พนักงานบริษัท 1 2.1 

แมบาน 3 6.2 

รับจาง 7 14.6 

ลูกจาง 3 6.2 

รวมทั้งสิ้น 48 100.0 
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 จากตารางที่ 1  แสดงใหเห็นวา ผูเขารับการอบรมสวนใหญเปนนักศึกษา คิดเปนรอยละ 

41.7 รองลงมาเปนเกษตรกร และทําอาชีพรับจาง คิดเปนรอยละ 16.7 และ 14.6 ตามลําดับ 

 

ตารางท่ี 2  ผูทีเ่คยผานการฝกอบรมหลักสูตรอื่นที่เกี่ยวของมากอน 

การผานการฝกอบรมหลกัสตูรอื่นที่เกีย่วของ จํานวน (คน) รอยละ 

เคย 1 2.1 

ไมเคย 47 97.9 

รวมทั้งสิ้น 48 100.0 

 

 จากตารางที่ 2 แสดงใหเห็นวา ผูเขารับการฝกอบรมสวนใหญ ไมเคยเขารับการฝกอบรม

หลักสูตรอื่นที่เกี่ยวของกับเกษตรอินทรียมากอน จํานวน 47 คน คิดเปนรอยละ 97.9  ที่เหลือเคยผาน

การฝกอบรมเรื่องเกษตรอินทรียมาแลว จํานวน 1 คน คิดเปนรอยละ 2.1 

 

ตารางท่ี 3  ความตองการใหจัดการอบรมหลกัสูตรนี้อีกในโอกาสหนา 

ความตองการใหจัดการอบรมหลักสูตรนี้อีกในโอกาสหนา จํานวน (คน) รอยละ 

ควรจัดอีก 39 81.2 

-  กุมภาพันธ-มีนาคม 1 2.1 

-  ครึ่งวันเชา 1 2.1 

-  ชวงกลางเทอมระหวาเปดภาคการศึกษา 1 2.1 

-  ชวงเวลาฤดูเกษตรนัน้ๆ เพื่อใหเห็นภาพการใชจุลินทรยี/  

สารเคม ี
1 2.1 

-  มีนาคม 2 4.2 

-  วันเสาร-อาทิตย 2 4.2 

-  วันหยุดในชวงตางๆ 1 2.1 

ไมควรจัดอกี 0 0.0 

รวมทั้งสิ้น 48 100.0 

 

 จากตารางที่  3  แสดงให เห็นวา ผู เขารับการฝกอบรมทั้ งหมด ตองการใหมีการจัด 

การฝกอบรมหลักสูตรนี้อีกในโอกาสหนา โดยชวงเวลาที่ควรจัดการฝกอบรมหลักสูตรนี้อีกนั้น ไดแก 
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ชวงเดือนมีนาคม, วันเสาร-อาทิตย, วันหยุดในชวงตางๆ, ชวงเวลาฤดูเกษตรนั้นๆ เพื่อใหเห็นภาพการ

ใชจุลินทรีย/  สารเคมี, ชวงกลางเทอมระหวาเปดภาคการศึกษา, จัดชวงครึ่งวันเชา และชวงเดือน

กุมภาพันธ-มีนาคม 

 

ตารางท่ี 4  แหลงที่ไดรับขอมูลขาวสารในการฝกอบรม 

แหลงที่ไดรับขอมูลขาวสารในการฝกอบรม จํานวน (คน) รอยละ 

หนังสือจากทางสถาบนั IQS 3 2.1 

คนรูจัก 30 62.5 

ปายประกาศ 15 31.2 

รวมทั้งสิ้น 48 100.0 
 

 จากตารางที่ 4  แสดงใหเห็นวา ผูเขารับการฝกอบรมสวนใหญไดรับขอมูลขาวสารในการ

ฝกอบรมมาจากคนรูจัก จํานวน 30 คน คิดเปนรอยละ 62.5  นอกนั้นไดรับขอมูลขาวสารในการ

ฝกอบรมมาจากปายประกาศและหนังสือจากทางสถาบัน IQS  คิดเปนรอยละ 31.2 และ 2.1 

ตามลําดับ 
 

ตารางท่ี 5  ระดับความพึงพอใจของผูเขารับการฝกอบรม ดานความคิดเห็นทั่วไป 

หัวขอการประเมิน 

ระดับความพึงพอใจของผูเขารับการฝกอบรม 

มากที่สุด มาก ปานกลาง นอย นอยที่สุด 

จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ 

1.ความเหมาะสมของเนื้อหาการ

ฝกอบรม 
26 54.2 19 39.6 3 6.2 0 0.0 0 0.0 

2.การไดรับความรูจากการฝก 

อบรม 
23 47.9 23 47.9 2 4.2 0 0.0 0 0.0 

3.การนําความรูที่ไดรับจากการ

อบรมครั้งนี้ไปประยุกตใชจริง 
20 41.7 23 47.9 5 10.4 0 0.0 0 0.0 

4.ความเหมาะสมของระยะเวลา

ในการฝกอบรม 
24 50.0 13 27.1 10 20.8 1 2.1 0 0.0 

5.ความเหมาะสมของสถานที่ใน 

   การฝกอบรม 
29 60.4 15 31.2 4 8.3 0 0.0 0 0.0 

6.คุณภาพของอาหารกลางวัน  

   อาหารวาง และการบริการ 
26 54.2 18 37.5 4 8.3 0 0.0 0 0.0 

7.  ภาพรวมของการฝกอบรม 25 52.1 18 37.5 5 10.4 0 0.0 0 0.0 
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จากตารางที่ 5  แสดงใหเห็นวา ผูเขารับการฝกอบรมสวนใหญ มีความพึงพอใจระดับมาก

ที่สุดในประเด็นความเหมาะสมของเนื้อหาการฝกอบรม, การไดรับความรูจากการฝกอบรม,  

ความเหมาะสมของระยะเวลาในการฝกอบรม, ความเหมาะสมของสถานที่ในการฝกอบรม, คุณภาพ

ของอาหารกลางวัน อาหารวาง และการบริการ และ ภาพรวมของการฝกอบรม คิดเปน 

รอยละ 54.5, 47.9, 50.0, 60.4, 54.2 และ 52.1 ตามลําดับ นอกจากนั้น ในประเด็นการนําความรู 

ที่ไดรับจากการอบรมครั้งนี้ไปประยุกตใชจริง ผูเขารับการฝกอบรม มีความพึงพอใจในระดับมาก คิด

เปนรอยละ 47.9 

 

ตารางท่ี 6  ระดับความพึงพอใจของผูเขารบัการฝกอบรม ดานการประเมินภาคบรรยาย 

หัวขอการประเมิน 

ระดับความพึงพอใจของผูเขารับการฝกอบรม 

มากที่สุด มาก ปานกลาง นอย นอยที่สุด 

จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ 

1.เนื้อหาของหัวขอการบรรยาย 22 45.8 20 41.7 6 12.5 0 0.0 0 0.0 

2.ระยะเวลาในการบรรยาย 17 35.4 15 31.2 16 33.3 0 0.0 0 0.0 

3.วิทยากร           

    - มีความรูในเนื้อหาที่บรรยาย 27 56.2 16 33.3 5 10.4 0 0.0 0 0.0 

- มีความสามารถในการ

ถายทอดความรู ความ

เขาใจ 

24 50.0 19 39.6 5 10.4 0 0.0 0 0.0 

- ตอบคําถามและปญหา

ตางๆ ไดอยางชัดเจน 
23 47.9 19 39.6 6 12.5 0 0.0 0 0.0 

- มีความสามารถในการทําให

ผูเขารับการฝกอบรมเกิด

ความสนใจและมีสวนรวม

ในการฝกอบรม 

23 47.9 17 35.4 8 16.7 0 0.0 0 0.0 

4.เอกสารประกอบการบรรยาย 23 47.9 17 35.4 8 16.7 0 0.0 0 0.0 

5.อุปกรณการบรรยาย 21 43.8 20 41.7 6 12.5 1 2.1 0 0.0 

6.การนําความรูไปใชงานจริง 16 33.3 22 45.8 10 20.8 0 0.0 0 0.0 

 

จากตารางที่ 6  แสดงใหเห็นวา ผูเขารับการฝกอบรมสวนใหญ มีความพึงพอใจระดับมาก

ที่สุดในประเด็นเนื้อหาของหัวขอการบรรยาย, ระยะเวลาในการบรรยาย,วิทยากรมีความรูในเนื้อหาที่

บรรยาย, วิทยากรมีความสามารถในการถายทอดความรู ความเขาใจ, วิทยากรตอบคําถามและ

ปญหาตางๆ ไดอยางชัดเจน, วิทยากรมีความสามารถในการทําใหผูเขารับการฝกอบรมเกิดความ

สนใจและมีสวนรวมในการฝกอบรม, เอกสารประกอบการบรรยาย และการนําความรูไปใชงานจริง 
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คิดเปนรอยละ45.8, 35.4, 56.2, 50.0, 47.9, 47.9, 47.9 และ 43.8 ตามลําดับ นอกจากนั้น  

ในประเด็นการนําความรูไปใชงานจริง มีความพึงพอใจในระดับมาก คิดเปนรอยละ 45.8 

 

ตารางท่ี 7  ระดับความพึงพอใจของผูเขารับการฝกอบรม ดานการประเมนิภาคปฏิบัต ิ

หัวขอการประเมิน 

ระดับความพึงพอใจของผูเขารับการฝกอบรม 

มากที่สุด มาก ปานกลาง นอย นอยที่สุด 

จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ 

1.เนื้อหาของหัวขอการปฏิบัติ 24 50.0 20 41.7 4 8.3 0 0.0 0 0.0 

2.ระยะเวลาในการปฏิบัติ 20 41.7 19 39.6 9 18.8 0 0.0 0 0.0 

3.วิทยากร           

- มีความรูในเนื้อหาที่ปฏิบัติ 28 58.3 17 35.4 3 6.2 0 0.0 0 0.0 

- มีความสามารถในการ

ถายทอดความรู ความเขาใจ 26 54.2 18 37.5 4 8.3 0 0.0 0 0.0 

- ตอบคําถามและปญหาตางๆ 

ไดอยางชัดเจน 24 50.0 19 39.6 5 10.4 0 0.0 0 0.0 

- มีความสามารถในการทําใหผู

เขารับการฝกอบรมเกิดความ

สนใจและมีสวนรวมในการ

ฝกอบรม 

23 47.9 20 41.7 5 10.4 0 0.0 0 0.0 

4.เอกสารประกอบการปฏิบัติ 22 45.8 21 43.8 4 8.3 1 2.1 0 0.0 

5.อุปกรณการปฏิบัติ 21 43.8 21 43.8 6 12.5 0 0.0 0 0.0 

6.การนําความรูไปใชงานจริง 22 45.8 22 45.8 4 8.3 0 0.0 0 0.0 

 

จากตารางที่  6  แสดงใหเห็นวา ผู เขารับการฝกอบรมทั้งหมด มีความพึงพอใจระดับ 

มากที่สุดในทุกประเด็น โดยประเด็นที่มีความพึงพอใจมากที่สุด เรียงลําดับ 1 – 3 ไดแกประเด็น

วิทยากรมีความรูในเนื้อหาที่ปฏิบัติ, วิทยากรมีความสามารถในการถายทอดความรู ความเขาใจ, 

วิทยากรตอบคําถามและปญหาตางๆ ไดอยางชัดเจน และเนื้อหาของหัวขอการปฏิบัติ คิดเปนรอยละ 

58.3, 54.2 และ 50.0 ตามลําดับ 
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ขอเสนอแนะจากผูเขารับการอบรม 
 

 ขอเสนอแนะของผูเขารับการฝกอบรมมีดังตอไปนี้ 

-  ควรมีใบประกาศรับรองเปนหลกัฐานในการฝกอบรม และควรเพิ่มระยะเวลาในการฝกอบรม 

-  เปนโครงการฝกอบรมทีด่ ีเหมาะในการนําไปประยกุตใชในการเกษตรของเมืองไทย 

-  อยากใหมกีารจัดการอบรมในคร้ังตอไป เพื่อใหทราบถงึปญหาและวิธีการแกไขปญหาของ 

    เกษตรกร 

-  อยากใหมปีระกาศนียบัตรใหผูเขารวมอบรม ถึงแมจะตองจายเงนิเขารวมอบรม ก็ถือเปนสิง่ 

    ที่ดี แตโดยภาพรวมถือวาเปนการอบรมที่ดีมาก อยากใหมีการจัดอีกแตเปนหัวขออื่นๆ ก ็

    นาสนใจ 

-  อยากใหมีอบรม 2 - 3 เดือนตอคร้ัง 
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สรุปผลแบบประเมิน 

 
โครงการฝกอบรมเรื่อง การใชจุลินทรียแทนสารเคมเีพื่อบาํบดัน้ําเสยีกอน 

ปลอยสูธรรมชาต ิ
รุนที่ 2  วันที่ 14 กุมภาพันธ  2552 

ณ สถาบันบริการตรวจสอบคณุภาพและมาตรฐานผลิตภัณฑ มหาวิทยาลยัแมโจ 

 

 โครงการฝกอบรมเรื่อง การใชจุลินทรียแทนสารเคมีเพื่อบําบัดน้ําเสียกอนปลอยสูธรรมชาติ จัด

โดยสถาบันบริการตรวจสอบคุณภาพและมาตรฐานผลิตภัณฑ มหาวิทยาลัยแมโจ  รุนที่ 2 จัดในวันที่ 

14 กุมภาพันธ  2552  มีผูเขารับการฝกอบรมทั้งสิ้น 44 คน ผลการสรุปแบบประเมินโครงการฯ  

เปนดังตอไปนี้ 

  

ตารางท่ี 1  อาชีพของผูเขารับการฝกอบรม 

อาชีพของผูเขารับการฝกอบรม จํานวน (คน) รอยละ 

เกษตรกร 17 38.6 

คาขาย 6 13.6 

นักศึกษา 8 18.2 

พนักงานบริษัท 1 2.3 

แมบาน 5 11.4 

รับจาง 6 13.6 

ลูกจาง 1 2.3 

รวมทั้งสิ้น 44 100.0 

 

 จากตารางที่ 1  แสดงใหเห็นวา ผูเขารับการอบรมสวนใหญเปนเกษตรกร คิดเปนรอยละ 

38.6 รองลงมาเปนนักศึกษา และคาขายกับรับจางตามลําดับ คิดเปนรอยละ 18.2 และ 13.6 

ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 2  ผูทีเ่คยผานการฝกอบรมหลักสูตรอื่นที่เกี่ยวของมากอน 

การผานการฝกอบรมหลกัสตูรอื่นที่เกีย่วของ จํานวน (คน) รอยละ 

เคย 4 9.1 

ไมเคย 40 90.9 

รวมทั้งสิ้น 44 100.0 

 

 จากตารางที่ 2 แสดงใหเห็นวา ผูเขารับการฝกอบรมสวนใหญ ไมเคยเขารับการฝกอบรม

หลักสูตรอื่นที่เกี่ยวของกับเกษตรอินทรียมากอน จํานวน 40 คน คิดเปนรอยละ 90.9  ที่เหลือเคยผาน

การฝกอบรมเรื่องเกษตรอินทรียมาแลว จํานวน 4 คน คิดเปนรอยละ 9.1 

 

ตารางท่ี 3  ความตองการใหจดัการอบรมหลกัสูตรนี้อีกในโอกาสหนา 

ความตองการใหจัดการอบรมหลักสูตรนี้อีกในโอกาสหนา จํานวน (คน) รอยละ 

ควรจัดอีก 43 97.7 

ไมควรจัดอีก 1 2.3 

รวมทั้งสิ้น 44 100.0 

 

 จากตารางที่  3  แสดงใหเห็นวา ผู เขารับการฝกอบรมสวนใหญ ตองการใหมีการจัด 

การฝกอบรมหลักสูตรนี้อีกในโอกาสหนา 43 คน คิดเปนรอยละ 97.7 นอกนั้นมีความเห็นวาไมควรจัด

อีก 1 คน คิดเปนรอยละ 2.3  โดยชวงเวลาที่ควรจัดการฝกอบรมหลักสูตรนี้อีกนั้น ไดแก ชวงเวลา 

13.00 – 16.00 น., ชวงเวลา 09.00 – 12.00 น., ชวงเดือนกุมภาพันธ, มีนาคม, เมษายน, ตุลาคม, 

ชวงเวลาปดภาคการศึกษา และชวงวันเสารอาทิตย 

 

ตารางท่ี 4  แหลงที่ไดรับขอมูลขาวสารในการฝกอบรม 

แหลงที่ไดรับขอมูลขาวสารในการฝกอบรม จํานวน (คน) รอยละ 

หนังสือจากทางสถาบนั IQS 1 2.3 

คนรูจัก 36 81.8 

ปายประกาศ 7 15.9 

รวมทั้งสิ้น 44 100.0 
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 จากตารางที่ 4  แสดงใหเห็นวา ผูเขารับการฝกอบรมสวนใหญไดรับขอมูลขาวสารในการ

ฝกอบรมมาจากคนรูจัก จํานวน 36 คน คิดเปนรอยละ 81.8  นอกนั้นไดรับขอมูลขาวสารในการ

ฝกอบรมมาจากปายประกาศและหนังสือจากทางสถาบัน IQS คิดเปนรอยละ 15.9 และ 2.3 

ตามลําดับ 

 

ตารางท่ี 5  ระดับความพึงพอใจของผูเขารับการฝกอบรม ดานความคิดเห็นทั่วไป 

หัวขอการประเมิน 

ระดับความพึงพอใจของผูเขารับการฝกอบรม 

มากที่สุด มาก ปานกลาง นอย นอยที่สุด 

จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ 

1.  ความเหมาะสมของเนื้อหา

การฝกอบรม 

19 43.2 20 45.5 4 5.1 1 2.3 0 0.0 

2.  การไดรับความรูจากการ

ฝกอบรม 

19 43.2 22 50.0 3 6.8 0 0.0 0 0.0 

3.  การนําความรูที่ไดรับจาก

การอบรมครั้งนี้ไปประยุกตใช

จริง 

15 34.1 24 54.5 5 11.4 0 0.0 0 0.0 

4.  ความเหมาะสมของ

ระยะเวลาในการฝกอบรม 

11 25.0 18 40.9 9 20.5 6 13.6 0 0.0 

5.  ความเหมาะสมของสถานที่

ในการฝกอบรม 

21 47.7 20 45.5 3 6.8 0 0.0 0 0.0 

6.  คุณภาพของอาหารกลางวัน 

อาหารวาง และการบริการ 

24 54.5 17 38.6 3 6.8 0 0.0 0 0.0 

7.  ภาพรวมของการฝกอบรม 22 50.0 18 40.9 4 9.1 0 0.0 0 0.0 

 

จากตารางที่ 5  แสดงใหเห็นวา ผูเขารับการฝกอบรมสวนใหญ มีความพึงพอใจระดับมากใน

ประเด็นความเหมาะสมของเนื้อหาการฝกอบรม,  การไดรับความรูจากการฝกอบรม, การนําความรูที่

ไดรับจากการอบรมครั้งนี้ไปประยุกตใชจริง และความเหมาะสมของระยะเวลาในการฝกอบรม คิด

เป น ร อยละ  45 .5 ,  50.0 ,  54.5  และ 40 .9 ตามลํ าดับ  น อกจ าก นั้ น  มี ความพึ งพอใ จ 

ในระดับมากที่สุด ในประเด็นความเหมาะสมของสถานที่ในการฝกอบรม, คุณภาพของอาหาร

กลางวัน อาหารวาง และการบริการ และภาพรวมของการฝกอบรม คิดเปนรอยละ 47.7, 54.5 และ 

50.0 ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 6  ระดับความพึงพอใจของผูเขารับการฝกอบรม ดานการประเมนิภาคบรรยาย 

หัวขอการประเมิน 

ระดับความพึงพอใจของผูเขารับการฝกอบรม 

มากที่สุด มาก ปานกลาง นอย นอยที่สุด 

จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ 

1.  เนื้อหาของหัวขอการ

บรรยาย 

20 45.5 22 50.0 2 4.5 0 0.0 0 0.0 

2.  ระยะเวลาในการบรรยาย 12 27.3 19 43.2 10 22.7 3 6.8 0 0.0 

3.  วิทยากร           

-  มีความรูในเนื้อหาที่

บรรยาย 

25 56.8 19 43.2 0 0.0 0 0.0 0 0.0 

-  มีความสามารถในการ

ถายทอดความรู ความ

เขาใจ 

23 52.3 20 45.5 1 2.3 0 0.0 0 0.0 

-  ตอบคําถามและปญหา

ตางๆ ไดอยางชัดเจน 

18 40.9 23 52.3 3 6.8 0 0.0 0 0.0 

-  มีความสามารถในการทํา

ใหผูเขารับการฝกอบรมเกิด

ความสนใจและมีสวนรวม

ในการฝกอบรม 

18 40.9 24 54.5 2 4.5 0 0.0 0 0.0 

4.  เอกสารประกอบการ

บรรยาย 

17 38.6 21 47.7 6 13.6 0 0.0 0 0.0 

5.  อุปกรณการบรรยาย 19 43.2 22 50.0 2 4.5 1 2.3 0 0.0 

6.  การนําความรูไปใชงานจริง 18 40.9 23 52.3 3 6.8 0 0.0 0 0.0 

 

จากตารางที่ 6  แสดงใหเห็นวา ผูเขารับการฝกอบรมสวนใหญ มีความพึงพอใจระดับมากใน

ประเด็นเนื้อหาของหัวขอการบรรยาย, ระยะเวลาในการบรรยาย, วิทยากรตอบคําถามและปญหา

ตางๆ ไดอยางชัดเจน, วิทยากรมีความสามารถในการทําใหผูเขารับการฝกอบรมเกิดความสนใจและ

มีสวนรวมในการฝกอบรม,เอกสารประกอบการบรรยาย, อุปกรณการบรรยาย และการนําความรู 

ไปใชงานจริง คิดเปนรอยละ 50.0, 43.2, 52.3, 54.5, 47.7, 50.0 และ 52.3 ตามลําดับ นอกจากนั้น 

ในประเด็นวิทยากรมีความรูในเนื้อหาที่บรรยาย และประเด็นวิทยากรมีความสามารถในการทําให 

ผูเขารับการฝกอบรมเกิดความสนใจและมีสวนรวมในการฝกอบรม มีความพึงพอใจในระดับ 

มากที่สุด คิดเปนรอยละ 56.8 และ 52.3 ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 7  ระดับความพึงพอใจของผูเขารับการฝกอบรม ดานการประเมนิภาคปฏิบัต ิ

 

 

จากตารางที่ 6  แสดงใหเห็นวา ผูเขารับการฝกอบรมสวนใหญ มีความพึงพอใจระดับมาก

ที่สุดในประเด็นระยะเวลาในการปฏิบัติ, วิทยากรมีความรูในเนื้อหาที่ปฏิบัติ, วิทยากรมีความสามารถ

ในการถายทอดความรู ความเขาใจ, วิทยากรตอบคําถามและปญหาตางๆ ไดอยางชัดเจน, วิทยากรมี

ความสามารถในการทําใหผูเขารับการฝกอบรมเกิดความสนใจและมีสวนรวมในการฝกอบรม, 

เอกสารประกอบการปฏิบัติ, อุปกรณการปฏิบัติ และการนําความรูไปใชงานจริง คิดเปนรอยละ  

36.4, 59.1, 59.1, 61.4, 61.4, 54.5, 59.1 และ 56.8 ตามลําดับ  นอกจากนั้นในประเด็นเนื้อหาของ

หัวขอการปฏิบัติ มีความพึงพอใจในระดับมาก คิดเปนรอยละ 50.0 

 

 
 
 

 

หัวขอการประเมิน 

ระดับความพึงพอใจของผูเขารับการฝกอบรม 

มากที่สุด มาก ปานกลาง นอย นอยที่สุด 

จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ 

1.  เนื้อหาของหัวขอการปฏิบัติ 20 45.5 22 50.0 2 4.5 0 0.0 0 0.0 

2.  ระยะเวลาในการปฏิบัติ 16 36.4 12 27.3 11 25.0 5 11.4 0 0.0 

3.  วิทยากร           

-  มีความรูในเนื้อหาที่ปฏิบัติ 26 59.1 16 36.4 2 4.5 0 0.0 0 0.0 

-  มีความสามารถในการ

ถายทอดความรู ความ

เขาใจ 

26 59.1 15 34.1 3 6.8 0 0.0 0 0.0 

-  ตอบคําถามและปญหา

ตางๆ ไดอยางชัดเจน 

27 61.4 15 34.1 2 4.5 0 0.0 0 0.0 

-  มีความสามารถในการทํา

ใหผูเขารับการฝกอบรมเกิด

ความสนใจและมีสวนรวม

ในการฝกอบรม 

27 61.4 14 31.8 3 6.8 0 0.0 0 0.0 

4.  เอกสารประกอบการปฏิบัติ 24 54.5 15 34.1 5 11.4 0 0.0 0 0.0 

5.  อุปกรณการปฏิบัติ 26 59.1 14 31.8 4 9.1 0 0.0 0 0.0 

6.  การนําความรูไปใชงานจริง 25 56.8 17 38.6 2 4.5 0 0.0 0 0.0 
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ขอเสนอแนะจากผูเขารับการอบรม 
 

 ขอเสนอแนะของผูเขารับการฝกอบรมเปนดังตอไปนี้ 

-  ขอใหทางมหาวิทยาลัยแมโจไดจัดโครงการอบรมเรื่องเกษตรอินทรียอยางตอเนื่อง    

    เพื่อใหความรูแกกลุมฯ องคกรตางๆ เพื่อจะไดนําไปเผยแพรแกชุมชนและหมูบาน 

    ตอไป 

-  ควรจะเนนในกระบวนการผลิต ตนทนุ คาขนสงไปยังตลาด การตลาด 

-  ควรจะมีการกระจายขาวเกี่ยวกบัความรูทางดานนี้ใหมากขึ้น เพราะถาเกษตรกรไดรับ 

   ความรูอาจจะปฏิบัติไดถูกตองมากกวาเดมิ, ควรจะมีการสาธิตการทําปุยนอกสถานที ่ 

   อาจจะไปตามหมูบานตางๆ ดวย 

-  ควรจะใหนักเรียนตามโรงเรียนตางๆ, โรงงาน, รานอาหาร, หอพัก, เจาของตลาด,  

    พระภิกษุ, บานจัดสรรค, กลุมเกษตรกร เขารับการอบรม และนําไปปฏิบัต ิ

-  ควรจัดเพิ่มเปน 2 วัน 

-  ควรจัดใหมีการอบรมบอยๆ เพื่อเผยแพรความรูใหประชาชนนําไปใชในครัวเรือนของ 

   ตนเองและญาติๆ 

-  ควรเพิ่มระยะเวลาการอบรมและเพิ่มดานทฤษฏีใหมากกวานี,้ ภาคปฏิบัติดูงานใหม ี

    การปฏิบัติทดลองทําของจริงโดยการแบงเปนกลุม 

-  ควรออกไปจัดอบรมตามหมูบานตางๆ 

-  เปนการอบรมที่มีประโยชน ควรจัดอีก 

-  ใหความรูไดด ี

 

 


