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ความหลากหลายและความอุดมสมบูรณ์ของแบคทีเรียและยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน 
ในดินตะกอนจากอ่าวไทย 
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บทคัดย่อ: อ่าวไทยเป็นที่พื้นที่เสี่ยงต่อการปนเปื้อนของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน เช่น น้ํามันดิบ และพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดร 
คาร์บอน (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs) ซึ่งสารประกอบเหล่านี้คงอยู่ได้นานในสิ่งแวดล้อม และส่งผลกระทบต่อ 
สิ่งมีชีวิต งานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพื่อศึกษาความหลากหลายและความอุดมสมบูรณ์ของแบคทีเรียและยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย 
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในดินตะกอนจากอ่าวไทย และประเมินแนวโน้มในการเกิดกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพ โดยเก็บดิน 
ตะกอนจํานวน 45 ตัวอย่างจากบริเวณอ่าวไทย วิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดในแต่ละตัวอย่าง วิเคราะห์ความหลากหลายของ 
ประชาคมแบคทีเรีย และตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายน้ํามันดิบ และ PAHs และแบ่งตัวอย่างออกเป็น 14 กลุ่ม ตามพื้นที ่
และลักษณะทางกายภาพ เพื่อคัดแยกกลุ่มแบคทีเรียย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน โดยใช้น้ํามันดิบและสารผสม PAHs (ฟีแนน 
ทรีน แอนทราซีน ฟลูออแรนทีน และไพรีน) เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงาน โดยผลการทดลองพบว่าดินตะกอนตัวอย่างมี 
จํานวนแบคทีเรียอยู่ในช่วง 1.5 x 108 - 1.1 x 1010 MPN/กรัมดินเปียก และได้วิเคราะห์พบความหลากหลายของแบคทีเรียในแต่ละ 
ตัวอย่าง ที่น่าสนใจคือสามารถตรวจพบยีนที่ประมวลรหัสแอลเคนโมโนออกซิจีเนส (alkB) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายแอลเคน โดย 
วิธี PCR ในบางตัวอย่างดินตะกอน รวมทั้งสามารถคัดแยกกลุ่มแบคทีเรียย่อยสลายน้ํามันดิบ PAHs ผสมฟีแนนทรีน และแอนทราซีน 
ได้ 7 กลุ่ม 5 กลุ่ม 5 กลุ่ม และ 5 กลุ่ม ตามลําดับ จากผลการทดลองดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า ในดินตะกอนตัวอย่างมีแบคทีเรียประจํา 
ถิ่นที่มีความสามารถในการย่อยสลายน้ํามันดิบและ PAHs ซึ่งข้อมูลที่ได้สามารถนําไปประยุกต์ใช้ในการบําบัดดินตะกอนที่ปนเปื้อนด้วย 
ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนต่อไปได ้
คําสําคัญ: อ่าวไทย, ดินตะกอน, ปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน, PAHs, น้ํามันดิบ 
 
Abstract: The Gulf of Thailand is considered as the risk area for contamination of petroleum hydrocarbons such 
as crude oil and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). These components are persistent in the environment 
and affect to living organisms. This study aimed to examine diversity and abundance of bacteria and genes 
involved in the degradation of petroleum hydrocarbons in sediments from Gulf of Thailand and to assess the 
bioremediation potential in this area. Forty-five sediment samples collected from Gulf of Thailand were 
determined for the population sizes of total bacteria, diversity of bacterial community and the presence of genes 
involved in crude oil and PAH degradation.  In addition, the samples were grouped into 14 groups based on their 
locations and characteristics for isolation of bacterial consortia capable of utilizing crude oil and mixed PAHs 
(phenanthrene, anthracene, fluoranthene and pyrene) as the sole carbon and energy source.  As a result, the 
abundance of total bacteria in the samples was found to range from 1.5 x 108 to 1.1 x 1010 MPN g-1 wet weight. 
Diversity of bacterial community was analyzed in each sample. Interestingly, alkane monooxygenase genes (alkB) 
involved in alkane degradation were detected by PCR method in some samples.  Furthermore, seven crude oil-, 
five mixed PAHs-, five phenanthrene- and five anthracene-degrading consortia were obtained by the enrichment 
approach. Our results suggest that indigenous bacteria in this sediment had the ability to degrade crude oil and 
PAHs. This information is useful for further bioremediation of petroleum hydrocarbons contaminated sediments. 
Keywords:  Gulf of Thailand, sediment, petroleum hydrocarbons, PAHs, crude oil 
 

บทนํา 
อ่าวไทยเป็นน่านน้ําที่อยู่ในทะเลจีนใต ้มหาสมุทรแปซิฟิก ล้อมรอบด้วยประเทศไทย มาเลเซีย กัมพูชาและเวียดนาม มีพื้นที ่

ประมาณ 320,000 ตารางกิโลเมตร จากการเพิ่มจํานวนของประชากรและการขยายตัวทางเศรษฐกิจ ทําให้เกิดการพัฒนาพื้นที ่
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ชายฝั่งและก่อให้เกิดปัญหาสิ่งแวดล้อมทางทะเลตามมา โดยมีสาเหตุการปนเปื้อนหลักๆ มาจากกิจกรรมการเดินเรือขนส่งสินค้า การ 
ลักลอบทิ้งน้ํามันลงสู่แหล่งน้ํา การสัญจรทางเรือ การปนเปื้อนของน้ํามันในน้ําทิ้งจากบ้านเรือน เรือโดยสาร เรือท่องเที่ยว อุตสาหกรรม 
การขุดเจาะน้ํามัน เป็นต้น (Wattayakorn, 2012) ซึ่งจากสถิติการเกิดเหตุการณ์น้ํามันรั่วไหลลงสู่แหล่งน้ํา พบว่ามีแนวโน้มที่จะเกิด 
บ่อยขึ้น (Marine Department, 2009) ดังนั้นอ่าวไทยจึงเป็นพื้นที่เสี่ยงต่อการปนเปื้อนของปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน เช่น น้ํามันดิบ 
และพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs) ซึ่งสารประกอบเหล่านี้คงอยู่ได้นานใน 
สิ่งแวดล้อมและส่งผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิต เช่น ชักนําให้เกิดมะเร็งและก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ เป็นต้น (Talley, 2006) 

การบําบัดการปนเปื้อนสารพิษในสิ่งแวดล้อมด้วยวิธีทางชีวภาพ เป็นวิธีหนึ่งที่ได้รับความสนใจเนื่องจากมีต้นทุนต่ําและไม่ส่ง 
ผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม โดยอาศัยการทํางานของจุลินทรีย์เพื่อย่อยสลายหรือลดปริมาณสารพิษในสิ่งแวดล้อม (Lu และคณะ, 2011) 
กระบวนการย่อยสลายน้ํามันปิโตรเลียม มีเอนไซม์ที่สําคัญ คือ แอลเคนไฮดรอกซิเลส ซึ่งมยีีนที่ประมวลรหัสการสร้างเอนไซม์แอลเคน 
ไฮดรอกซิเลสหลายกลุ่ม เช่น ยีน alkB ซึ่งเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายแอลเคนที่มีคาร์บอน 5-16 อะตอม (Smith และคณะ, 2002) ยีน 
alkB1 ซึ่งเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายแอลเคนที่มีกิ่งสาขา (Kohno และคณะ, 2002) ยีน CYP153 ซึ่งเกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย 
แอลเคนที่มีคาร์บอน 8-16 อะตอม (Liu และคณะ, 2002) เป็นต้น สําหรับกระบวนการย่อยสลาย PAHs นั้น มีเอนไซม์ที่สําคัญ คือ 
เอนไซม์ไดออกซิจีเนส ซึ่งประกอบด้วย 3 ส่วน คือ เฟอร์รีดอกซินรีดักเทส เฟอร์รีดอกซิน และเทอร์มินัลไดออกซีจีเนส ซึ่งส่วน สุดท้าย 
นี้ประกอบด้วยหน่วยย่อย 2 หน่วย คือ หน่วยย่อยแอลฟา และหน่วยย่อยเบตา โดยที่ส่วนของหน่วยย่อยแอลฟา เป็นส่วนที่เร่งการเกิด 
ปฏิกิริยาการเติมออกซิเจน 2 อะตอมเข้าสู่โครงสร้าง PAHs หรือวงอะโรมาติก (Habe และ Omori, 2003) ซึ่งข้อมูลยีนเหล่านี ้
มีประโยชน์ในหลายด้าน เช่น ใช้เป็นยีนเครื่องหมายในการตรวจติดตามแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพการย่อยปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได ้

ดังนั้นงานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพื่อศึกษาความหลากหลายและความอุดมสมบูรณ์ของแบคทีเรียและยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อย
สลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในดินตะกอนจากบริเวณอ่าวไทยและประเมินแนวโน้มในการเกิดกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพ 
 

วิธีการศึกษา 
1. เก็บตัวอย่างดินตะกอน 

เก็บตัวอย่างดินตะกอนจากสถานีสํารวจ 45 สถาน ี ในบริเวณอ่าวไทย แสดงดังรูปที ่ 1 ในระหว่างวันที่ 14 มีนาคม ถึง 12 
เมษายน พ.ศ. 2556 โดยเรือ M.V. SEAFDEC 

 

 
 

รูปที่ 1 สถานีเก็บตัวอย่างดินตะกอนจากบริเวณอ่าวไทย  จํานวน 45 สถาน ี
 

2. ตรวจวัดจํานวนแบคทีเรียเริ่มต้นในตัวอย่างดินตะกอน 
2.1 ตรวจวัดจํานวนแบคทีเรียเริ่มต้นทั้งหมดในตัวอย่างดินตะกอน        
ชั่งดินตะกอน 1 กรัม ใส่ในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 9 มิลลิลิตร (เจือจาง 10 เท่า) เจือจางเชื้อใน 
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96-well plate โดยใส่อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ลงทุกหลุมก่อน จากนั้นนําอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ที ่
เจือจาง 10 เท่า ผสมให้เข้ากับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ในแถวแรก (เจือจาง 100 เท่า) เจือจางเชื้อจนมีความเข้มข้นเชื้อเป็น 1: 
100,000 เท่า บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง วัดความขุ่นที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร และนําไปเปรียบเทียบ 
กับตาราง MPN เพือ่ คํานวณหาจํานวนจุลินทรีย์ (Cochran, 1950) 

2.2 ตรวจวัดจํานวนแบคทีเรียเริ่มต้นที่สามารถย่อยสลายสารประกอบ PAHs ในตัวอย่างดินตะกอน 
ชั่งดินตะกอน 1 กรัม ใส่ หลอดทดลองที่มีอาหารเหลว Natural Seawater Medium (NSW) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร (เจือจาง 

10 เท่า) เจือจางเชื้อใน 96-well plate โดยใส่ PAHs ที่ละลายใน n-hexane ความเข้มข้น 100 ppm ลงทุกหลุมก่อน รอจน n-
hexane ระเหย เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ เหลว NSW ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ลงทุกหลุม จากนั้นนํา NSW ที่เจือจาง 10 เท่า ผสมให้เข้า 
กับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NSW ในแถว แรก (เจือจาง 100 เท่า) เจือจางเชื้อจนมีความเข้มข้นเชื้อเป็น 1: 100,000 เท่า บ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาห์ ใส่สารละลาย electron donor 10 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 
วัดความขุ่นที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร และนําไปเปรียบเทียบกับตาราง MPN เพื่อคํานวณหาจํานวนจุลินทรีย ์ (Johnsen 
และคณะ, 2002) 

2.3 ตรวจวัดจํานวนแบคทีเรียเริ่มต้นที่สามารถเจริญบนน้ํามันดิบในตัวอย่างดินตะกอน 
ชั่งดินตะกอน 1 กรัม ใส่หลอดทดลองที่มี 0.85% NaCl ปริมาตร 9 มิลลิลิตร (เจือจาง 10 เท่า) จากนั้นทําให้เจือจางลงไป 

เรื่อยๆ จนมีความเข้มข้นเป็น 1: 100,000 เท่า นําตัวอย่างจากแต่ละความเจือจางมา 100 ไมโครลิตร spread บนอาหารแข็ง NSW 
มีผสมน้ํามันดิบ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 2-3 วัน นับจํานวนแบคทีเรียที่เจริญได้ จากนั้นคํานวณหาจํานวนแบคทีเรียใน 
หน่วย CFU ต่อกรัมดิน  
 
3. การศึกษาความหลากหลายและความอุดมสมบูรณ์ของจุลินทรีย์ในตัวอย่างดินตะกอน 

3.1 สกัดดีเอ็นเอจากดินตัวอย่าง 
ชั่งดินตัวอย่าง 0.25 กรัม ใส่หลอดเซนติฟิวจ์ขนาด 2 มิลลิลิตร จากนั้นสกัดดีเอ็นดีด้วยชุด PowerSoil DNA Isolation kit 

(MoBio Laboratories, Inc.) ทํา 3 ซ้ํา เก็บสารละลายดีเอ็นเอที ่-20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนํามาใช้ 
 3.2 ศึกษาโครงสร้างประชากรจุลินทรีย์ด้วยวิธี Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
 นําสารละลายดีเอ็นเอที่ได้จากข้อ 3.1 มาทํา PCR โดยใช้ส่วนผสมของสารในปฏิกิริยาและโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร ์
341F-GC/520R ซึ่งจําเพาะต่อบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย และ Sphingo 108f/Sphingo 420r ซึ่งจําเพาะต่อบริเวณ 16S 
rDNA ของแบคทีเรียในกลุ่ม Sphingomonas ขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR ที่คาดหวังคือ 179 และ 312 คู่เบส ลําดับนิวคลีโอไทด์ของ 
ไพรเมอร์แสดงในตารางที ่ 1 สารละลายในปฏิกิริยามีดังนี ้ สารละลาย GoTaq® Green Master Mix สารละลายไพรเมอร ์ ความ 
เข้มข้น 20 พิโคโมลต่อไมโครลิตร (ของแต่ละตัว) สารละลายดีเอ็นเอความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และน้ํากลั่นปลอด 
ประจุปลอดเชื้อ รวมส่วนผสมทั้งหมดให้มีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร จากนั้นทํา PCR ด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo 
cycle) โดยใช้สภาวะดังนี้ 
 ไพรเมอร์ 341F-GC และ 520R ใช้สภาวะ 

1) Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที 
2) Denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที   
3) Annealing ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
4) Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 2 นาที 
5) ทําขั้นตอนที่ 2) ถึง 4) จํานวน 30 รอบ 
6) Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที 

 

 ไพรเมอร์ Sphingo 108f และ Sphingo 420r ใช้สภาวะ 
1) Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 2 นาที 
2) Denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 15 วินาท ี
3) Annealing ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาท ี
4) Extension ที่อุณหภูมิ 74 องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาท ี
5) ทําขั้นตอนที่ 2) ถึง 4) จํานวน 30 รอบ 
6) Final extension ที่อุณหภูมิ 74 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที 
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ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิส ในบัฟเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 เท่า โดยใช ้
อะกาโรสเจลเข้มข้น 2% เพื่อตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑ์ PCRโดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder 
 ใชอุ้ปกรณ์ของ DCodeTM system (Bio-Rad Laboratories Inc., USA) ในการทํา DGGE โดยเตรียมพอลิอะคริลาไมด ์
เจลเข้มข้น 8% ที่มีเกรเดียนท์ของสารละลาย denaturant 30-70% (100% ของ denaturant ประกอบด้วย 7 M urea และ 40% 
formamide) ซึ่งทําเกรเดียนท์ของสารละลาย denaturant โดยใช้ระบบจ่ายเกรเดียนท์ตามวิธีที่ระบุในคู่มือ เมื่อทําเกรเดียนท์ของสาร 
ละลาย denaturant ลงในชุดแซนวิชที่เตรียมเจลแล้วเสียบหวีลงระหว่างกระจกแซนวิช ปล่อยให้พอลิอะคริลาไมด์แข็งตัว ประมาณ 5 
ชั่วโมงหรือตั้งทิ้งไว้ข้ามคืน นําชุดเจลแซนวิชใส่ลงในบัฟเฟอร์ TAE ปริมาตร 7 ลิตร ที่ผ่านการให้ความร้อน จนมีอุณหภูมิ 60 องศา 
เซลเซียส ผสมผลิตภัณฑ์ PCR กับสีย้อมหยอดลงในช่องวิ่งจากนั้นทํา DGGE โดยใช้ ความต่างศักย์ 130 โวลต์ ที่อุณหภูมิ 60 องศา 
เซลเซียส นาน 4.5 ชั่วโมง ย้อมพอลิอะคริลาไมด์เจลด้วยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์เข้มเข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นําไปส่องดู 
ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 
 

ตารางที่ 1 ลําดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rDNA 
ไพรเมอร ์ ลําดับนิวคลีโอไทด์ (5’ ถึง 3’) เอกสารอ้างอิง 
341F CCTACGGGAGGCAGCAG  Muyzer และคณะ, 1993 
520R ACCGCGGCTGCTGGC Muyzer และคณะ, 1993 
Sphingo 108f TTAGCTCCACCTCGCGGC Leys และคณะ, 2004 
Sphingo 420r TTACAACCCTAAGGCCTTC  Leys และคณะ, 2004 
GC clamp CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCG 

CCGCCCCCGCCCG 
Kim และคณะ, 2002 

 

4. ตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในดินตัวอย่างด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 
นําดีเอ็นเอที่สกัดได้จากข้อ 3.1 ตรวจสอบเบื้องต้นเพื่อหายีนไดออกซิจีเนสและยีนแอลเคนไฮดรอกซิเลส ด้วยวิธีปฏิกิริยา 

ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ลําดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์และขนาดคาดหวังของผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ดังแสดงในตารางที่ 2 และ 3 
โดยใช้ส่วนผสมของสารในปฏิกิริยาดังนี้ สารละลาย GoTaq® Green Master Mix สารละลายไพรเมอร์ ความเข้มข้น 20 พิโคโมล 
ต่อไมโครลิตร (ของแต่ละตัว) สารละลายดีเอ็นเอความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และน้ํากลั่นปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมส่วน 
ผสมทั้งหมดให้มีปริมาตรสุทธิ 30 ไมโครลิตร จากนั้นทํา PCR ด้วยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo cycle) โดยใช้สภาวะ 
ดังนี้ 
 ไพรเมอร์ GPF และ GPR ใช้สภาวะ 

1) Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที 
2) Denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที   
3) Annealing ที่อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
4) Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
5) ทําขั้นตอนที่ 2) ถึง 4) จํานวน 30 รอบ 
6) Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 7 นาที 

 

ไพรเมอร์ GNF และ GNR ใชส้ภาวะ 
1) Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที 
2) Denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที   
3) Annealing ที่อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
4) Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
5) ทําขั้นตอนที่ 2) ถึง 4) จํานวน 30 รอบ 
6) Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 7 นาที 

 

ไพรเมอร์ alkB1-F และ alkB1-R, alkB2-F และ alkB2-R ใช้สภาวะ 
1) Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที 
2) Denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที   
3) Annealing ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
4) Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
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5) ทําขั้นตอนที่ 2) ถึง 4) จํานวน 30 รอบ 
6) Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 3 นาที 

 

ไพรเมอร์ P450fw1 และ P450rv3 ใช้สภาวะ 
1) Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เวลา 4 นาที 
2) Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เวลา 45 วินาท ี   
3) Annealing ที่อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
4) Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที 
5) ทําขั้นตอนที่ 2) ถึง 4) จํานวน 25 รอบ 
6) Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 5 นาที 
 

 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟเรซิสในบัฟเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 เท่า โดยใช้อะกา 
โรสเจลเข้มข้น 2% เพื่อตรวจสอบขนาดผลิตภัณฑ์ PCRโดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder 
 

ตารางที ่2 ลําดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นบริเวณยีนที่ประมวลรหัสหน่วยย่อยแอลฟาของเทอร์มินัลไดออกซิจีเนส 
ไพรเมอร ์ ลําดับนิวคลีโอไทด์ (5’ ถึง 3’) ยีน ขนาดคาดหวัง (bp) เอกสารอ้างอิง 

GNF 
GNR 

GAG ATGCATACCACGTKGGTTGGA 
AGCTGTTGTTCGGGA AGAYWGTGCMGTT 

PAH-RHDα ในแบคทีเรียแกรมลบ 306 Cébron 
และคณะ, 2008 

GPF 
GPR 

CGGCGCCGACAAYTTYGTNGG 
GGGGAACACGGTGCCRTGDATRAA 

PAH-RHDα ในแบคทีเรียแกรมบวก 292 Cébron 
และคณะ, 2008 

 

ตารางที่ 3 ลําดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพิ่มจํานวนดีเอน็บริเวณยีนที่ประมวลรหัสแอลเคนไฮดรอกซิเลส 
ไพรเมอร ์ ลําดับนิวคลีโอไทด์ (5’ ถึง 3’) ยีน ขนาดคาดหวัง (bp) เอกสารอ้างอิง 

alkB1-F 
alkB1-R 

ATCTGGGCGCGTTGGGATTTGAGCG 
CGCATGGTGATCGCTGTGCCGCTGC 

alkB1 
 

629 Whyte และคณะ,  
2002 
 

alkB2-F 
alkB2-R 
 

ACTCTGGCGCAGTCGTTTTACGGCC 
CCCACTGGGCAGGTTGGGCGCACCG 

alkB2 
 

552 Whyte และคณะ,  
2002 
 

P450fw1 
P450rv3 
 

GTSGGCGGCAACGACACSAC 
GCASCGGTGGATGCCGAAGCCRAA 

CYP153 
 

339 
 

van 
Beilenและคณะ,  
2005 

 

5. การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายน้ํามันดิบและสารประกอบ PAHs ในตัวอย่างดินตะกอนบริเวณอ่าวไทย 
ตอนกลาง 

จากดินตะกอนจํานวน 45 ตัวอย่าง ได้แบ่งตัวอย่างออกเป็น 14 กลุ่มตามพื้นที่และลักษณะทางกายภาพ แสดงดังรูปที่ 2 
จากนั้นคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายน้ํามันดิบและสารประกอบ PAHs โดยวิธีการ enrichment technique 
ในอาหารเหลว Natural Seawater Medium (NSW) ที่ใส่น้ํามันดิบ 0.5% (v/v) สําหรับการคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถ 
ในการย่อยสลายน้ํามันดิบ และใส่ PAHs ได้แก่ ฟีแนนทรีน ฟลูออแรนทีน แอนทราซีนและไพรีนโดยมีความเข้มข้นสุดท้ายของ PAHs 
ชนิดละ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร สําหรับการคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบ PAHs 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ์ผล 
1. การตรวจวัดจํานวนแบคทีเรียในดินตะกอนตัวอย่าง 

จากการนําตัวอย่างดินตะกอนบริเวณอ่าวไทยจํานวน 45 ตัวอย่าง มาตรวจนับจํานวนแบคทีเรียเริ่มต้นทั้งหมดและแบคทีเรีย 
ที่สามารถย่อยสลายสารประกอบ PAHs โดยใชว้ิธี Most Probable Number พบว่าจํานวนแบคทีเรียที่ได้มีค่าแสดงดังตารางที่ 4 
โดยมีจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดอยู่ในช่วง 1.5 x 108 - 1.1 x 1010 MPN/กรัมดินเปียก แบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลาย 
ฟีแนนทรีน อยู่ในช่วง 3.6 x 104 – 2.34 x 106 MPN/กรัมดินเปียก แบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายแอนทราซีน อยู่ในช่วง 
3.0 x 104 – 1.1 x 107 MPN/กรัมดินเปียก แบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายฟลูออแรนทีน อยู่ในช่วง 3.0 x 104 – 1.1 x 
107 MPN/กรัมดินเปียก และแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายไพรีนอยู่ในช่วง 3.0 x 104 – 8.03 x 106 MPN/กรัมดินเปียก 
นอกจากนี้ยังตรวจนับจํานวนแบคทีเรียที่สามารถเจริญได้บนน้ํามันดิบ พบว่าจํานวนแบคทีเรียที่ได ้มีค่าแสดงดังตารางที่ 5 โดยมคี่าอยู ่
ในช่วง 2.28 x 107 – 2.9 x 109 CFU/กรัมดินเปียก 
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เมื่อพิจารณาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดในดินตะกอนทั้ง 45 ตัวอย่าง พบว่ามีจํานวนแบคทีเรียค่อนข้างมาก และใกล้เคียงกัน 
ทุกตัวอย่าง เมื่อพิจารณาจํานวนแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลาย PAHs พบว่าสามารถพบแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลาย ฟีแนนทรีน 
แอนทราซีน ฟลูออแรนทีน และไพรีน ไดใ้นดินตะกอนทุกตัวอย่าง รวมทั้งแบคทีเรียที่สามารถเจริญได้บนน้ํามันดิบ ทั้งนี้เนื่องจาก 
ดินตะกอนเป็นแหล่งสะสมของสารอาหารและสารพิษต่างๆ และมีความหลากหลายของจุลินทรีย์สูง ทําให้สามารถพบจํานวนแบคทีเรีย 
ต่างๆ ในปริมาณค่อนข้างสูง 
 

 
 

รูปที่ 2 การแบ่งตัวอย่างดินตะกอนออกเป็น 14 กลุม่ตามพื้นที่และลักษณะทางกายภาพจากตัวอย่างทัง้หมด 45 ตัวอย่าง 
                        เพื่อคัดแยกกลุ่มแบคทีเรียย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน 
 

2. การศึกษาความหลากหลายและความอุดมสมบูรณ์ของจุลินทรีย์ในตัวอย่างดินตะกอน 
จากการนําตัวอย่างดินตะกอนบริเวณอ่าวไทยตอนกลาง จํานวน 45 ตัวอย่าง มาสกัดดีเอ็นเอและนําไปเพิ่มจํานวนชิ้นส่วน 

ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส โดยใช้ไพรเมอร์ 341F-GC/520R ผลการทดลองพบว่าสามารถพบผลิตภัณฑ์ PCR ในดิน 
ทุกตัวอย่าง จากนั้นนําผลิตภัณฑ์ PCR จากตัวอย่างที่ 1-15 วิเคราะห์โครงสร้างประชาคมจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค DGGE แสดงดังรูปที ่3 
พบว่าในดินตะกอนแต่ละตัวอย่างมีความหลากหลายของประชาคมจุลินทรีย์ นอกจากนี้สามารถพบผลิตภัณฑ์ PCR ของไพรเมอร์คู่ 
Sphingo108f/Sphingo420r-GC ในดินตะกอนบางตัวอย่าง แสดงดังรูปที ่ 4 โดยแบคทีเรียในกลุ่ม Sphingomonas มีรายงานว่า 
เป็นแบคทีเรียกลุ่มหลักที่พบในดินที่มีการปนเปื้อน PAHs และสามารถย่อยสลาย PAHs ได้หลายชนิด (Kanaly และคณะ, 2000; Guo 
และคณะ, 2010) 
 

3. ตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนในดินตัวอย่างด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 
ในการเพิ่มจํานวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอบริเวณยีนที่ประมวลรหัสเอนไซมอ์ะโรมาติก ริง-ไฮดรอกซิเลทิงไดออกซีจีเนส และแอลเคน 

ไฮดรอกซิเลส ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรสในดินตะกอนตัวอย่าง พบว่าพบผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้จากการใช้ไพรเมอร์คู ่ alkB1-
F/alkB1-R และ P450fw1/ P450rv3 ในดินตะกอนบางตัวอย่าง แสดงดังรูปที่ 5 และ 6 โดยคู่ไพรเมอร ์ alkB1-F/alkB1-R มีความ 
จําเพาะต่อยีน alkB1 ซึ่งเกี่ยวข้องกับการย่อยสลายแอลเคนที่มีคาร์บอน 12-26 อะตอม และแบบสายโซ่กิ่ง (Whyte และคณะ, 2002; 
Liu และคณะ, 2011) สําหรับคู่ไพรเมอรP์450fw1/ P450rv3 มีความจําเพาะต่อยีน CYP153 ซึ่งเกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย 
แอลเคนที่มคีาร์บอน 8-16 อะตอม (van Beilen และคณะ,  2006) 
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ตารางที่ 4 จํานวนแบคทีเรียเริ่มต้นทั้งหมดและแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายสารประกอบ PAHs ในดินตะกอนตัวอย่าง (MPN/กรัมดินเปียก) 
ตัวอย่าง แบคทีเรียเริ่มต้น 

ทั้งหมด 
แบคทีเรียที่มีความสามารถ 
ในการย่อยสลายฟีแนนทรีน 

แบคทีเรียที่มีความสามารถ 
ในการย่อยสลายแอนทราซีน 

แบคทีเรียที่มีความสามารถใน
การย่อยสลายฟลูออแรนทีน 

แบคทีเรียที่มีความสามารถ 
ในการย่อยสลายไพรีน 

ST1 1.64 x 109 6.5 x 105 3.6 x 105 3.2 x 105 2.55 x 105 
ST2 3.2 x 108 1.46 x 106 1.39 x 106 1.1 x 107 1.38 x 106 
ST3 7.73 x 108 1.31 x 105 7.5 x 105 1.19 x 105 3.0 x 104 
ST4 1.77 x 108 1.57 x 105 1.8 x 105 1.83 x 105 2.45 x 105 
ST5 1.71 x 109 9.53 x 105 9.0 x 105 4.67 x 105 6.4 x 105 
ST6 8.3 x 109 2.34 x 106 4.6 x 106 1.65 x 106 5.7 x 106 
ST7 5.6 x 108 6.4 x 104 1.68 x 105 1.06 x 106 2.3 x 105 
ST8 2.4 x 108 2.2 x 105 1.9 x 105 1.4 x 105 1.14 x 105 
ST9 1.15 x 109 2.51 x 105 1.84 x 105 1.43 x 105 4.3 x 105 
ST10 5.13 x 109 1.38 x 105 6.87 x 105 3.13 x 106 3.87 x 105 
ST11 2.0 x 109 8.67 x 104 6.33 x 104 1.5 x 105 7.33 x 104 
ST12 1.83 x 109 3.6 x 104 3.6 x 104 4.67 x 104 9.93 x 104 
ST13 1.1 x 109 1.8 x 106 1.1 x 107 1.15 x 105 2.4 x 106 
ST14 1.09 x 109 4.27 x 105 2.24 x 105 3.7 x 105 5.97 x 105 
ST15 3.99 x 109 4.43 x 105 6.74 x 105 3.47 x 105 2.97 x 105 
ST16 6.73 x 109 5.1 x 104 1.19 x 105 4.53 x 105 2.93 x 105 
ST17 4.67 x 108 3.37 x 105 3.15 x 105 3.25 x 105 1.57 x 105 
ST18 5.0 x 108 5.9 x 105 2.9 x 106 1.1 x 107 2.1 x 105 
ST19 9.97 x 108 5.97 x 105 2.15 x 105 2.4 x 105 3.6 x 105 
ST20 7.51 x 109 9.3 x 105 3.57 x 105 1.18 x 105 8.55 x 104 
ST21 5.13 x 109 1.31 x 106 7.33 x 104 4.7 x 105 6.93 x 105 
ST22 1.62 x 109 3.3 x 105 3.57 x 105 1.7 x 106 1.93 x 106 
ST23 1.1 x 1010 1.06 x 106 3.03 x 105 6.6 x 104 1.23 x 105 
ST24 7.48 x 109 2.3 x 105 2.0 x 105 1.73 x 105 4.6 x 106 
ST25 3.93 x 109 7.73 x 104 2.1 x 106 1.97 x 105 3.05 x 106 
ST26 2.4 x 108 4.17 x 105 2.9 x 105 5.2 x 105 1.93 x 105 
ST27 4.52 x 109 9.73 x 104 7.07 x 104 8.27 x 104 7.07 x 104 
ST28 3.87 x 108 3.07 x 105 2.15 x 105 5.23 x 105 2.6 x 105 
ST29 2.4 x 109 1.65 x 106 7.77 x 105 3.63 x 105 1.33 x 106 
ST30 1.4 x 109 6.27 x 105 2.97 x 105 7.03 x 105 1.7 x 106 
ST31 2.83 x 108 1.47 x 106 3.0 x 104 4.83 x 105 8.03 x 106 
ST32 1.25 x 109 9.63 x 105 3.27 x 105 2.77 x 105 1.77 x 106 
ST33 2.3 x 108 5.1 x 104 5.47 x 104 1.5 x 105 9.27 x 104 
ST34 1.91 x 109 1.55 x 105 6.1 x 104 3.0 x 104 1.17 x 105 
ST35 2.9 x 108 1.05 x 105 1.1 x 105 1.13 x 106 1.55 x 105 
ST36 4.6 x 109 1.3 x 105 3.5 x 105 1.17 x 106 1.47 x 105 
ST37 1.18 x 109 1.3 x 106 2.7 x 105 1.1 x 105 9.2 x 104 
ST38 2.4 x 109 3.13 x 105 3.47 x 105 4.7 x 105 5.1 x 105 
ST39 1.91 x 109 2.75 x 105 1.27 x 105 1.1 x 105 1.55 x 105 
ST40 1.5 x 108 3.5 x 105 1.5 x 105 5.8 x 104 6.1 x 105 
ST41 5.97 x 108 1.06 x 105 4.83 x 105 2.63 x 105 2.21 x 105 
ST42 2.03 x 109 9.58 x 105 1.25 x 106 1.17 x 105 4.55 x 104 
ST43 1.25 x 109 1.2 x 105 2.4 x 105 1.51 x 105 1.55 x 105 
ST44 3.87 x 109 1.8 x 106 1.26 x 106 2.5 x 105 4.6 x 106 
ST45 2.4 x 109 1.0 x 106 5.1 x 104 2.2 x 105 6.83 x 104 
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ตารางที่ 5 จํานวนแบคทีเรียที่สามารถเจริญได้บนน้ํามันดิบ 
ตัวอย่าง จํานวนแบคทีเรียที่สามารถเจริญได้บนน้ํามันดิบ (CFU ต่อกรัมดินเปียก) 

ST1 1.01 x 109 
ST2 1.98 x 108 
ST3 2.51 x 108 
ST4 2.37 x 108 
ST5 1.84 x 108 
ST6 2.19 x 108 
ST7 4.40 x 107 
ST8 5.60 x 107 
ST9 3.00 x 107 
ST10 3.45 x 107 
ST11 5.40 x 107 
ST12 3.70 x 107 
ST13 6.40 x 107 
ST14 5.95 x 107 
ST15 2.28 x 107 
ST16 9.80 x 107 
ST17 1.96 x 108 
ST18 1.60 x 108 
ST19 2.01 x 108 
ST20 1.29 x 108 
ST21 1.58 x 108 
ST22 1.23 x 108 
ST23 6.90 x 107 
ST24 1.28 x 108 
ST25 2.64 x 108 
ST26 1.39 x 108 
ST27 1.23 x 108 
ST28 1.17 x 108 
ST29 1.35 x 108 
ST30 2.16 x 108 
ST31 1.40 x 108 
ST32 8.00 x 107 
ST33 2.00 x 108 
ST34 1.90 x 108 
ST35 1.50 x 108 
ST36 1.27 x 108 
ST37 2.25 x 108 
ST38 2.11 x 108 
ST39 2.71 x 108 
ST40 2.80 x 108 
ST41 2.76 x 109 
ST42 2.62 x 109 
ST43 2.60 x 109 
ST44 2.90 x 109 
ST45 2.76 x 109 
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รูปที่ 3 โครงสร้างประชาคมแบคทีเรียโดยวิธี DGGE จากบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียทั้งหมด 
                                     ชอ่งวิ่งที่1-15: ดีเอ็นเอจากตัวอย่างดินตะกอนสถานีที่ 1-15 
 

 

 

 
รูปที่ 4 ผลิตภัณฑ์ PCR จากไพรเมอร์คู่ Sphingo108f/ Sphingo 
         420r-GC 

รูปที่ 5 ผลิตภัณฑ์ PCR จากไพรเมอร์คู่ alkB1-F/alkB1-R 

 
4. การคดัแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายน้ํามันดิบและสารประกอบ PAHs 

จากดินตะกอนจํานวน 45 ตัวอย่าง ได้แบ่งตัวอย่างออกเป็น 14 กลุ่มตามพื้นที่และลักษณะทางกายภาพเพื่อคัดแยกกลุ่ม 
แบคทีเรียย่อยสลายปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน โดยใช้น้ํามันดิบและสารผสม PAHs (ฟีแนนทรีน แอนทราซีน ฟลูออแรนทีน และไพรีน) 
เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงาน สามารถคัดแยกกลุ่มแบคทีเรียย่อยสลายน้ํามันดิบ PAHs ผสม ฟีแนนทรีน และแอนทราซีนได้ 7 
กลุ่ม 5 กลุ่ม 5 กลุ่ม และ 5 กลุ่ม ตามลําดับ ดังแสดงสรุปในตารางที่ 6 
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ตารางที่ 6 ผลการคัดแยกกลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายน้ํามันดิบและสารประกอบ PAHs 

ตัวอย่าง 
สารตั้งต้น 

น้ํามันดิบ สารผสม PAHs* ฟีแนนทรีน แอนทราซีน ฟลูออแรนทีน ไพรีน 

G1 + + + + - - 
G2 + + + + - - 
G3 + - - - - - 
G4 + - - - - - 
G5 + + + + - - 
G6 + + + + - - 
G7 + + + + - - 

*สารผสม PAHs: ฟีแนนทรีน, แอนทราซีน, ฟลูออแรนทีน และไพรีน 
+ สามารถคัดแยกเชื้อกลุ่มได ้  

 
สรุปผลการศึกษา 
 ในงานวิจัยนี้ สามารถตรวจวัดปริมาณแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลาย PAHs ชนิดต่างๆ และปริมาณแบคทีเรีย 
ที่สามารถเจริญได้ในน้ํามันดิบได้ในดินตะกอนทุกตัวอย่าง รวมทั้งสามารถคัดแยกกลุ่มแบคที่เรียย่อยสลายน้ํามันดิบ PAHs ผสม 
ฟีแนนทรีนและแอนทราซีนไดโ้ดยอาศัยวิธีการแบบเพาะเลี้ยง นอกจากนี้ยังพบกลุ่มแบคทีเรียประจําถิ่นที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลาย 
PAHs ได้แก่ แบคทีเรียในกลุ่ม Sphingomonas ในดินตะกอนบางตัวอย่าง รวมทั้งตรวจพบยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายแอลเคนใน 
ดินตะกอนหลายตัวอย่างโดยอาศัยวิธีการแบบไม่เพาะเลี้ยง จากผลการทดลองที่ได้แสดงให้เห็นว่า ในดินตะกอนตัวอย่างมีแบคทีเรีย 
ประจําถิ่นที่มีความสามารถในการย่อยสลายน้ํามันดิบและสารประกอบ PAHs และมีแนวโน้มในการเกิดกระบวนการย่อยสลายปิโตร 
เลียมไฮโดรคาร์บอนด้วยวิธีทางชีวภาพได้ ซึ่งข้อมูลที่ได้นั้นสามารถนําไปประยุกต์ใช้ในการบําบัดดินตะกอนที่ปนเปื้อนด้วยปิโตรเลียม 
ไฮโดรคาร์บอนต่อไปได้ 
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