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บทคัดย่อ 
 

ท าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ Bacillus sp. PNKP-S2 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
enrichment and growth medium (EG medium) ที่มีความเข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้น
เท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ภายใต้สภาวะแวดล้อมต่างๆ เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการ 
ออกซิไดส์และลดความเป็นพิษของอาร์ซิไนต์ ผลการทดลองพบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการออกซิไดส์ 
อาร์ซิไนต์คือท าการเพาะเลี้ยง Bacillus sp. PNKP-S2 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG medium ที่มีความเข้มข้น
โพแทสเซียมอาร์ซิไนท์ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและโซเดียมอะซิเตท 15 ไมโครโมลต่อลิตร ที่พีเอช
เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือเท่ากับ 6.5 หัวเช้ือเริ่มต้น 6 เปอร์เซ็นต์ น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส
บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง ท าให้โพแทสเซียมอาร์ซีไนท์ลดลงเหลือ
เท่ากับ 0.75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คิดเป็นอัตราการออกซิเดชันเท่ากับ 99.25 เปอร์เซ็นต์ ผลการทดลอง
ที่ได้ช้ีให้เห็นถึงศักยภาพของแบคทีเรีย Bacillus sp. PNKP-S2 ในการออกซิไดส์อาร์ซิไนต์เป็นอาร์ซิเนต จึง
สามารถเป็นทางเลือกหนึ่งในการน าไปใช้พัฒนาเพื่อการบ าบัดน้ าใต้ดินโดยวิธีทางชีวภาพต่อไป 
 
ค าส าคัญ : แบคทีเรียออกซิไดสอ์าร์ซิไนต์ การออกซิไนท์อาร์ซิไนต์ การบ าบัดอาร์ซินิคโดยวิธีทางชีวภาพ การฟื้นฟูสารมลพิษ
ทางชีวภาพ 

 
Abstract 

 
As (III)-oxidizer, Bacillus sp. PNKP-S2 was cultured in enrichment and growth 

medium (EG medium) containing of 100 µg/ml initial potassium arsenite under various 
conditions in order to investigate the optimal condition for oxidation and removal of 
arsenite by this bacterium. The result showed that the optimization of As (III)-oxidation 
was obtained by cultivation of Bacillus sp. PNKP-S2 in EG medium containing potassium 
arsenite and sodium acetate at 100 µg/ml and 15 µmol/l, respectively, with the initial pH 
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of 6.5 and inoculum size of 6 %.  The incubation was performed at 150 rpm of rotary 
shaker at 35oC for 96 hr resulting in the concentration of potassium arsenite reduced to 
0.75 µg/ml or 99.25% of the oxidation rate. This study indicated that Bacillus sp. PNKP-S2 
could be an alternative strain for bioremediation of groundwater in the near future. 
 
Keywords: arsenite-oxidizing bacteria; arsenic-tolerant bacteria; oxidation of arsenite; 
bioremediation  
 
1. บทน า 

อาร์ซินิค (As) เป็นอโลหะส าคัญที่ก่อปัญหามลพิษในน้ าใต้ดินและน้ าดื่มทั่วโลก โดยเฉพาะในแถบ
ลุ่มแม่น้ าเบงกอล ประเทศปากีสถานและอินเดียซึ่งเป็นตัวอย่างหนึ่งที่ส าคัญเพราะประชากรประมาณ 35 
ล้านคนบริโภคน้ าใต้ดินที่มีการปนเปื้อนของอาร์ซินิคที่ระดับความเข้มข้นมากกว่า 50 ไมโครกรัมต่อลิตร 
เป็นเวลานาน 20-30 ปี และพบว่าประชากร 1 ล้านคนป่วยเนื่องจากความเป็นพิษเรื้อรังของอาร์ซินิค 
นอกจากนี้ยังพบการปนเปื้อนของอาร์ซินิคในน้ าใต้ดินในประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เช่น 
เวียดนาม ไทย กัมพูชาและพม่า [1-3] อาร์ซินิคที่ระดับความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อลิตร จะท าให้เกิด
ปัญหาต่อสุขภาพของมนุษย์หลังการสะสมในร่างกายมากกว่า 10-15 ปี [4] ซึ่งความรุนแรงของความเป็น
พิษเรื้อรังหรือโรคพิษอาร์ซินิคเรื้อรังหรืออาร์ซินิโคซิส (Arsenicosis) จะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับระยะเวลาการ
ได้รับและสะสมสารในร่างกาย อาการของโรคนี้เริ่มตั้งแต่ลักษณะผิวหนังเป็นผื่นแดงและคัน เกิดเม็ดนูนแล้ว
มีอาการคล้ายโรคหิด ตกสะเก็ด ผิวหนังจะลอกและมีสีคล้ า ความเป็นพิษเรื้อรังยังมีผลต่อระบบหลอดเลือด
หัวใจ ระบบประสาท ปอด ไต และท าให้เกิดมะเร็งผิวหนังและมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ [1] ส าหรับประทศ
ไทยนั้น รัฐบาลมีนโยบายส่งเสริมให้ประชาชนทุกพ้ืนท่ีมีน้ าดื่มน้ าใช้ของตนเองสนับสนุนให้มีประปาหมู่บ้าน 
รวมทั้งสนับสนุนให้มีการขุดบ่อน้ าบาดาลทั่วทุกภูมิภาค โดยเน้นเรื่องความสะอาดที่ปราศจากเช้ือโรค แต่
เรื่องการปนเปื้อนของโลหะชนิดต่างๆ โดยเฉพาะอาร์ซินิคยังไม่มีการสนับสนุนเป็นปัจจัยหลักในการตรวจ
วิเคราะห์  และจากการประชุมปัญหาของอาร์ซินิคในบังกลาเทศ เบงกอลตอนใต้และเนปาล ท าให้เกิดความ
ตื่นกลัวและตระหนักถึงปัญหาของอาร์ซินิคในเขตประเทศลุ่มแม่น้ า บริเวณที่ได้รับสนใจมากที่สุดคือบริเวณ
ลุ่มแม่น้ าโขงในเวียดนามตอนใต้และบริเวณประเทศกัมพูชาที่มีแม่น้ าโขงและแม่น้ าสาขาที่ไหลผ่านและมี
การสะสมของตะกอนดินที่น้ าพัดพามา [5] มีรายงานหลายฉบับพบการปนเปื้อนของอาร์ซินิคในน้ าใต้ดินใน
เขตชุมชนลุ่มแม่น้ าโขงของประเทศจีน กัมพูชาและเวียดนามอยู่ในระดับเกินมาตรฐานก าหนด และ
ประชากรในเขตพื้นที่ดังกล่าวมีความเสี่ยงต่อความเป็นพิษเรื้อรังของอาร์ซินิค [6-12] ส าหรับประเทศไทย
ซึ่งอยู่ในแนวลุ่มแม่น้ าโขงตอนล่างเช่นเดียวกัน โอกาสที่จะได้รับสารปนเปื้อนและตะกอนที่พัดพามากับ
แม่น้ าโขงจึงเป็นไปได้มาก แต่การปนเปื้อนของอาร์ซินิคในน้ าใต้ดินและการเตรียมพร้อมด้านเทคโนโลยีการ
บ าบัดที่เหมาะสมกับประเทศไทยหรือในเขตชุมชนยังมีรายงานน้อยมาก ดังนั้นองค์กรของรัฐบาลที่เกี่ยวข้อง
จึงควรตระหนักถึงปัญหาและปัจจัยเสี่ยงต่างๆ ของการปนเปื้อนให้มากขึ้น รวมทั้งพัฒนาแนวทางการบ าบัด
หรือพัฒนาเทคโนโลยีเพื่อการบ าบัดความเป็นพิษของอาร์ซินิคเพื่อลดปัญหาดังกล่าวที่อาจเกิดขึ้นต่อไปใน
อนาคต 
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การลดความเป็นพิษของอาร์ซินิคจะเกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงของอาร์ซินิคที่อยู่ในรูปของ 
อาร์ซิไนต์ [Arsenite; As(III)] และอาร์ซิเนท [Arsenate; As(V)] เทคนิคหรือกระบวนการทั่วไปที่ใช้คือ 
วิธีการเคมีในการตกตะกอนอาร์ซินิค (arsenic precipitation) หรือการดูดซับอาร์ซินิคบนวัสดุของแข็ง 
(adsorption on solid phase) เช่น hydrous-iron หรือ manganese oxides, lime treatment, 
activated alumina, reverse osmosis [13] ion exchange [14] electrodialysis reversal และ 
nanofiltration [15] อย่างไรก็ตามวิธีการทางเคมีเหล่านี้ใช้ได้ดีในการบ าบัด As(V)  แต่จะใช้ในการบ าบัด 
As(III) ได้อย่างไม่มีประสทิธิภาพเท่าที่ควร [16] จึงต้องอาศัยปฏิกิริยาการเปลี่ยน As(III) เป็น As(V) ก่อน ซึ่ง
ปฏิกิริยาดังกล่าวต้องใช้สารออกซิไดส์ต่างๆ เช่น chlorine, hypochlorite, ozone permanganate หรือ 
hydrogen peroxide/Fe2+ [13] นอกจากนี้วิธีการเคมียังต้องการอุปกรณ์เครื่องมือที่จ าเพาะ ต้องการ
พารามิเตอร์เพื่อการด าเนินการ เช่น ความดันสูง อุณหภูมิสูง และใช้เทคนิคทางด้าน electrolysis ซึ่งต้อง
ใช้สารเคมี เสียค่าใช้จ่ายสูงและต้องการผู้เชี่ยวชาญเฉพาะ [17] การบ าบัดความเป็นพิษของอาร์ซินิคโดยวิธี
ทางชีวภาพ จึงเป็นทางเลือกหนึ่งที่จะใช้ทดแทนวิธีการทางเคมี โดยอาศัยกิจกรรมของแบคทีเรียในการ
เกิดปฏิกิริยาการออกซิไดส์ As(III) เป็น As(V) เพื่อลดความเป็นพิษของอาร์ซินิค กระบวนการทางชีวภาพซึ่ง
มีข้อได้เปรียบกว่าการบ าบัดทางเคม ีเนื่องจากเป็นระบบท่ีมีประสิทธิภาพ ราคาถูก ดูแลรักษาง่าย ลดการใช้
สารเคมี ไม่มีผลข้างเคียงต่อสิ่งแวดลอ้ม และไม่ต้องอาศัยผู้เช่ียวชาญ รายงานหลายฉบับกล่าวถึงแบคทีเรยีที่
สามารถออกซิไดส์ลดความเป็นพิษของอาร์ซิ-ไนต์ ได้แก่ Alcaligenes faecalis [18]; Agrobacterium 
albertimagni AOL15 [19]; Thermus aquaticus และ Thermus thermophilus [20]; 
Hydrogenophaga sp. str. NT-14 [21]; Bordetella sp. SPB-24 และ Achromobacter sp. SPB-31 
[22]; Variovorax sp. MM-1 [23] และ Bacillus sp. PNKP-S2 [24] งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ใน
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการออกซิไดส์อาร์ซิไนต์โดยแบคทีเรีย Bacillus sp. PNKP-S2 เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียและเป็นข้อมูลพื้นฐานในการพัฒนาเทคโนโลยีการบ าบัดโดยใช้จุลินทรีย์ อันจะ
เป็นแนวทางในการบ าบัดน้ าใต้ดินในเขตชนบทของประเทศไทยต่อไป 
 
2. วิธีการทดลอง 
2.1 แบคทีเรีย อาหารเลี้ยงเชื้อและการเตรียมหัวเชื้อ 

แบคทีเรีย: แบคทีเรียที่ใช้ในการทดลองคือแบคทีเรียออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ Bacillus sp. PNKP-S2 
ซึ่งคัดแยกจากตัวอย่างดินบริเวณบ่อน้ าบาดาลบ้านกุดเป่ง ต. ค าน้ าแซบ อ. วารินช าราบ จ. อุบลราชธาน ี
แบคทีเรียนี้มีความต้านทานต่อความเป็นพิษของอาร์ซิไนต์ในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีอาร์ซิไนต์เป็นแหล่งพลังงาน 
[24]  

อาหารเลี้ยงเช้ือ: Enrichment and Growth medium (EG medium) ประกอบด้วยสารสกัดจาก
ยีสต์ 0.02 กรัมต่อลิตร (NH4)2SO4 0.8 กรัมต่อลิตร KH2PO4 0.4 กรัมต่อลิตร MgSO4.7H2O 0.18 กรัมต่อ
ลิตร และ NaCl 0.18 กรัมต่อลิตร ปรับพีเอชเท่ากับ 7.0 หรือตามที่การทดลองก าหนด น าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แรงดันไอน้ า 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที  

การเตรียมหัวเช้ือ: น าแบคทีเรียออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ Bacillus sp. PNKP-S2 มาเพาะเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเช้ือ Luria Bertani broth (LB broth) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 
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150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง น าหัวเช้ือแบคทีเรียที่ได้มาปรับให้ค่าความขุ่นที่ความยาวคลื่น 600 
นาโนเมตร (OD600) มีค่าเท่ากับ 0.05 เพื่อใช้เป็นหัวเชื้อตั้งต้น   
2.2 ช่วงเวลาที่เหมาะสมต่อการออกซิเดชันอาร์ซิไนต์ 

น าหัวเช้ือตั้งต้นปริมาตร 3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG medium ที่มี
ความเข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหาร
เลี้ยงเช้ือเท่ากับ 7.0 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เก็บ
สารละลายตัวอย่างตามช่วงเวลาต่างๆ คือ 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง มาวัดความหนาแน่นของเซลล์
ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร น าสารละลายตัวอย่างมาหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสมาวัดปริมาณ
อาร์ซิไนต์ที่เหลือด้วยวิธี silver diethyldithiocarbamate assay [25] ท าการทดลองควบคุมที่ไม่มีการ
เพาะเลี้ยงเซลล์แบคทีเรีย (without cell) เพื่อตรวจสอบการดูดซับและกิจกรรมของ abiotic activity 
2.3 พีเอชที่เหมาะสมต่อการออกซิเดชันอาร์ซิไนต์  

น าหัวเช้ือตั้งต้นปริมาตร 3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG medium ซึ่งปรับ
พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือที่ระดับต่าง ๆ (4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ 8.5) และมีความ
เข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้นเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา- 
เซลเซียส ภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างตามช่วงเวลาที่เหมาะสมที่ได้จากข้อ 
2.2 น าสารละลายตัวอย่างมาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสมาวัดปริมาณอาร์ซิไนต์ที่เหลือด้วยวิธี silver diethyldithiocarbamate 
assay [25]  
2.4 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการออกซิเดชันอาร์ซิไนต์ 

น าหัวเช้ือตั้งต้นปริมาตร 3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG medium ซึ่งปรับพี
เอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมจากข้อ 2.3 และมีความเข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้น
เท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิระดับต่างๆ 
คือ 30, 35, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างตามช่วงเวลาที่เหมาะสมที่ได้จากข้อ 2.2 น า
สารละลายตัวอย่างมาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที น าส่วนใสมาวัดปริมาณอาร์ซิไนต์ที่เหลือด้วยวิธี silver diethyldithiocarbamate assay [25] 
2.5 ปริมาณหัวเชื้อต้ังต้นที่เหมาะสมต่อการออกซิเดชันอาร์ซิไนต์  

น าหัวเช้ือตั้งต้นปริมาตรต่างๆ  คือ 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 และ 8.0 เปอร์เซ็นต์ (v/v) มา
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG medium ซึ่งปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมจากข้อ 2.3 
และมีความเข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้นเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มภายใต้การเขย่า
ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากข้อ 2.4 เก็บตัวอย่างตามช่วงเวลาที่เหมาะสมที่ได้
จากข้อ 2.2 น าสารละลายตัวอย่างมาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสมาวัดปริมาณอาร์ซิไนต์ที่เหลือด้วยวิธี silver diethyl 
dithiocarbamate assay [25] 
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2.6 แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการออกซิเดชันอาร์ซิไนต์  
น าหัวเช้ือตั้งต้นปริมาตรที่เหมาะสมจากข้อ 2.5 มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG medium ที่

มีแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ (โซเดียมอะซิเตท โซเดียมซิเตรท เมทานอล ซูโครสและกลูโคส) ที่ระดับความ
เข้มข้น 15 ไมโครโมลต่อลิตร ซึ่งปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมจากข้อ 2.3 และมีความ
เข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้นเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 
150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากข้อ 2.4 เก็บตัวอย่างตามช่วงเวลาที่เหมาะสมที่ได้จากข้อ 2.2 
น าสารละลายตัวอย่างมาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที น าส่วนใสมาวัดปริมาณอาร์ซิไนต์ที่เหลือด้วยวิธี silver diethyldithiocarbamate assay 
[25] ท าการทดลองควบคุม (control) ที่ไม่ได้เติมแหล่งคาร์บอน 
 
3. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
3.1 ช่วงเวลาที่เหมาะสมต่อการออกซิเดชันอาร์ซิไนต์ 

เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ Bacillus sp. PNKP-S2 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG 
medium ทีม่ีความเข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้นเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปรับพีเอช
เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือเท่ากับ 7.0 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 150 
รอบต่อนาที ตามช่วงเวลาต่างๆ ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียมีการเจริญและสามารถออกซิไดส์อาร์ซิไนต์
ได้อย่างรวดเร็วภายในเวลา 24 ช่ัวโมง คือ มีปริมาณอาร์ซิไนต์เหลอืเท่ากับ 4.05 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คิด
เป็น 95.95 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลานานขึ้นอัตราการเจริญและการออกซิไดส์อาร์ซิไนต์เป็นไป
อย่างช้าๆ ดังแสดงในรูปที่ 1 เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 96 ช่ัวโมง พบว่ามีปริมาณอาร์ซิไนต์เหลืออยู่เท่ากับ 
1.21 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร คิดเป็น 98.79 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเป็นเวลา 96 
ช่ัวโมง เป็นช่วงเวลาที่เหมาะสมต่อการออกซิไดส์อาร์ซิไนต์โดยแบคทีเรีย Bacillus sp. PNKP-S2 
แบคทีเรียมีการเจริญอย่างรวดเร็วในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG medium แสดงให้เห็นว่าอาร์ซิไนต์ที่ระดับความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรไม่มีผลต่อการเจริญของแบคที เรียสายพันธุ์นี้ แบคทีเรียสามารถ 
ออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ได้เกือบสมบูรณ์ในช่วงที่มีการเจริญในระยะ exponential phase ส าหรับการทดลอง
ควบคุมทีไ่ม่มีเซลล์แบคทีเรียพบว่าปริมาณโพแทสเซียมอาร์ซิ-ไนต์มีปริมาณลดลงเพียงเล็กน้อยเท่ากับ 0.5-
1.0 เปอร์เซ็นต์ ทั้งนี้น่าจะเกิดจาก abiotic activity Gihring และ Banfield [26] รายงานว่า Thermus 
sp. HR13 สามารถออกซิไดส์ inorganic As(III) เป็น As(V) ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนด้วยอัตราการ 
ออกซิไดส์ประมาณ 100 เท่าซึ่งสูงกว่าอัตราการออกซิไดส์ในสภาวะที่ไม่มเีซลล์ และไม่มีพลังงานเกิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาการออกซิไดส์ ส่วนในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน แบคทีเรีย Thermus sp. HR13 สามารถใช้ As(V) 
ในการเจริญควบคู่ไปกับปฏิกิริยาการออกซิไดส์แลคเตท (lactate oxidation) Yoon และคณะ [27] พบว่า
แบคทีเรีย Alcaligenes sp. RS-19 มีประสิทธิภาพในการออกซิไดส์อาร์ซิไนต์สูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงในระบบ
แบตช์ โดยสามารถออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ที่ระดับความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ เป็นอาร์ซิเนทภายในเวลา 40 
ช่ัวโมง  
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เวลา  ชั่วโมง  
 
รูปที่ 1. ช่วงเวลาที่เหมาะสมในการออกซิไดส์อาร์ซิไนต์โดยแบคทีเรีย Bacillus sp. PNKP-S2 เมื่อ
เพาะเลี้ยงด้วยปริมาตรหัวเช้ือเท่ากับ 3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG medium ปรับพีเอช
เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือเท่ากับ 7.0 และมีความเข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้นเท่ากับ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที 
ปริมาณอาร์ซิไนต์ () OD600 () 
 
 
3.2 พีเอชที่เหมาะสมต่อการออกซิเดชันอาร์ซิไนต์ 

เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ Bacillus sp. PNKP-S2 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG 
medium ทีม่ีความเข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้นเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปรับพีเอช
เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือที่ระดับต่างๆ บ่มภายใต้การเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียสามารถออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ได้ในช่วงพีเอชที่
กว้างคือเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีพีเอชเริ่มต้นอยู่ระหว่าง 4.5-8.5 อัตราการออกซิเดชันอยู่ในช่วง 
97.44-99.00 เปอร์เซ็นต์ แต่การออกซิเดชันจะเกิดได้มากท่ีสุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ปรับพีเอช
เริ่มต้นเท่ากับ 6.5 ซึ่งเป็นสภาวะเป็นกรดเล็กน้อยโดยมีปริมาณอาร์ซิไนต์เหลือเท่ากับ 1.01 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร หรือคิดเป็น 99.00 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในรูปที่ 2 สรุปได้ว่าพีเอชเท่ากับ 6.5 เป็นพีเอชที่เหมาะสม
การออกซิไดส์อาร์ซิไนต์โดยแบคทีเรียสายพันธุ์นี้ มีรายงานว่าแบคทีเรียสยพันธุ์อื่นเช่น แบคทีเรียสายพันธุ์ 
SPB-24 และ SPB-31 ออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ได้ดีที่สุดที่พีเอชเท่ากับ 6.0 [22] ในขณะที่แบคทีเรียคลีโมลิโทร- 
ออโตโทรปสายพันธุ์ NT-26 สามารถออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ได้ดีที่พีเอชเท่ากับ 5.5 และการออกซิไดส์ 
อาร์ซิไนต์เกิดขึ้นโดยเอนไซม์เพอริพลาสมิคอาร์ซิไนต์ออกซิเดส (periplasmic arsenite oxidase) [28]  
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พีเอช  
 

รูปที่ 2. พีเอชที่เหมาะสมในการออกซิไดส์อาร์ซิไนต์โดยแบคทีเรีย Bacillus sp. PNKP-S2 เมื่อเพาะเลี้ยง
ด้วยปริมาตรหัวเช้ือเท่ากับ 3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG medium ปรับพีเอชเริ่มต้นของ
อาหารเลี้ยงเช้ือที่ระดับต่างๆ และมีความเข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้นเท่ากับ 100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 
ช่ัวโมง 
 
3.3 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการออกซิเดชันอาร์ซิไนต์  

 เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ Bacillus sp. PNKP-S2 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG 
medium ทีม่ีความเข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้นเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปรับพีเอช
เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเหมาะสมเท่ากับ 6.5 บ่มภายใต้การเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิระดับ
ต่างๆ เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียสามารถออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ได้ดีในทุกช่วง
อุณหภูมิของการเพาะเลี้ยงคือ 30-50 องศาเซลเซียส อัตราการออกซิเดชันอยู่ในช่วง 97.61-99.03 
เปอร์เซ็นต์ แต่การออกซิเดชันอาร์ซิไนต์จะเกิดมากที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยมี
ปริมาณอาร์ซิไนต์เหลือเท่ากับ 0.97 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หรือคิดเป็น 99.03 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในรูปที่ 
3  สรุปได้ว่าอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการออกซิไดส์อาร์ซิไนต์โดย
แบคทีเรียสายพันธุ์นี้ ในขณะที่เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ Bordetella sp. SPB-24 และ 
Achromobacter sp. SPB-31 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ minimal medium ที่มีอาร์ซิไนต์เท่ากับ 5 มิลลิโมลาร์ 
พบว่าแบคทีเรียสองสายพันธุ์นี้สามารถออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ได้ดีที่พีเอชเท่ากับ 6 ที่อุณหภูมิ 42 องศา- 
เซลเซียส [22] 
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อุณหภูมิ  อง าเซลเซียส  
 

รูปที่ 3.  อุณหภูมิที่เหมาะสมในการออกซิไดส์อาร์ซิไนต์โดยแบคทีเรีย Bacillus sp. PNKP-S2 เมื่อ
เพาะเลี้ยงด้วยปริมาตรหัวเช้ือเท่ากับ 3 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG medium ปรับพีเอช
เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือเท่ากับ 6.5 และมีความเข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้นเท่ากับ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 96 
ช่ัวโมง 
 
3.4 ปริมาณหัวเชื้อต้ังต้นที่เหมาะสมต่อการออกซิเดชันอาร์ซิไนต์ 

เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ Bacillus sp. PNKP-S2 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG 
medium ทีม่ีความเข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้นเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปรับพีเอช
เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมเท่ากับ 6.5 บ่มภายใต้การเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียสามารถออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ได้ดีขึ้นเมื่อ
ปริมาณหัวเช้ือเพิ่มขึ้นตั้งแต่ 2.0-8.0 เปอร์เซ็นต์ (v/v) โดยมีอัตราการออกซิเดชันอยู่ในช่วง 98.79-99.15 
เปอร์เซ็นต์ แต่การออกซิเดชันอาร์ซิไนต์จะเกิดมากที่สุดเมื่อใช้หัวเช้ือตั้งต้นที่มีปริมาณเท่ากับ 6 เปอร์เซ็นต์ 
(v/v) โดยมีปริมาณอาร์ซิไนต์เหลือเท่ากับ 0.85 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คิดเป็น 99.15 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดง
ในรูปที่ 4 สรุปได้ว่าปริมาณหัวเช้ือ 6.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นปริมาณหัวเช้ือที่เหมาะสมที่สุดในการเพาะเลี้ยงเช้ือ
เพื่อการออกซิไดส์อาร์ซิไนต์โดยแบคทีเรียสายพันธ์ุนี้ 
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ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้น (%)  
 

รูปที่ 4. ปริมาณหัวเช้ือที่เหมาะสมในการออกซิไดส์อาร์ซิไนต์โดยแบคทีเรีย Bacillus sp. PNKP-S2 เมื่อ
เพาะเลี้ยงด้วยปริมาตรหัวเช้ือระดับต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG medium ปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหาร
เลี้ยงเช้ือเท่ากับ 6.5 และมีความเข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้นเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 
ช่ัวโมง 
 
3.5 แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการออกซิเดชันอาร์ซิไนต์  

เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ Bacillus sp. PNKP-S2 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG 
medium ที่มีแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ มีความเข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้นเท่ากับ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเหมาะสมเท่ากับ 6.5 บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส ภายใต้การเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรีย
สามารถใช้แหล่งคาร์บอนเพื่อออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ได้หลายชนิดคือ โซเดียมอะซิเตท โซเดียมซิเตรท 
เมทานอล ซูโครสและกลูโคส ที่ระดับความเข้มข้น 15 ไมโครโมลต่อลิตร โดยมีอัตราการออกซิเดชันอยู่
ในช่วง 98.77-99.25 เปอร์เซ็นต์ อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองควบคุมสภาวะการเพาะเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไม่ได้เติมแหล่งคาร์บอน การเติมโซเดียมอะซิเตท และโซเดียมซิเตรท พบว่าอัตราการ
ออกซิเดชันมีค่าใกล้เคียงกัน คือ 99.15, 99.25 และ 99.15 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 5 แสดง
ให้เห็นว่าการเติมแหล่งคาร์บอนไม่มีผลต่ออัตราการออกซิเดชันอย่างมีนัยส าคัญ สรุปได้ว่าแบคทีเรีย 
Bacillus sp. PNKP-S2 สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเช้ือโดยใช้อาร์ซิไนต์เป็นแหล่งพลังงาน จัดเป็น
แบคทีเรียประเภท chemolithoautrophic As(III) oxidizer ที่ใช้อาร์ซิไนต์เป็นสารให้อิเล็กตรอน [24] มี
รายงานหลายฉบับที่กล่าวถึงแบคทีเรีย chemolithoautotrophs ตัวอย่างเช่น Agrobacterium/ 
Rhizobium-like bacteria, NT-25 and NT-26, สามารถเจริญโดยใช้พลังงานจากการออกซิเดชัน 
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อาร์ซิไนต์เป็นอาร์ซิเนตโดยใช้ออกซิเจนเป็นสารรับอิเล็กตรอน อาร์ซิไนต์เป็นสารให้อิเล็กตรอนและ
คาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอน [28] ส่วนแบคทีเรีย - Proteobacteria MLHE1 สามารถ 
ออกซิไดส์อาร์ซิไนต์เป็นอาร์ซิเนต โดยใช้ไน-เตรตเป็นสารรับอิเล็กตรอน [29] แบคทีเรีย Bosea sp. AR-11 
สามารถออกซิไดส์อาร์ซิไนต์เป็นอาร์ซิ-เนตภายใต้สภาวะให้อากาศโดยไม่ต้องเติมสารให้และรับอิเล็กตรอน 
[30] 
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แหล่งคาร์บอน
 

 

รูปที่ 5. แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมการออกซิไดส์อาร์ซิไนต์โดยแบคทีเรีย Bacillus sp. PNKP-S2 เมื่อ
เพาะเลี้ยงด้วยปริมาตรหัวเช้ือ 6 เปอร์เซ็นต์ (v/v) ในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG medium ที่มีแหล่งคาร์บอนชนิด
ต่างๆ ปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือเท่ากับ 6.5 และมีความเข้มข้นของโพแทสเซียมอาร์ซิไนต์เริ่มต้น
เท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ภายใต้การเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง 
 
4. สรุปผลการทดลอง 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย Bacillus sp. PNKP-S2 สามารถออกซิไดส์อาร์ซิไนต์
ได้ดีเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ EG medium ที่มีพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 6.5 บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศา- 
เซลเซียส ภายใต้การเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง โดยใช้โซเดียมอะซิเตทเป็นแหล่ง
คาร์บอน ทั้งนี้ปริมาณหัวเช้ือตั้งต้นที่เหมาะสมที่สุดต่อการออกซิไดส์เท่ากับ 6 เปอร์เซ็นต์ (v/v) จากสภาวะ
ดังกล่าวข้างต้นท าให้แบคทีเรียสามารถออกซิไดส์อาร์ซิไนต์ได้สูงที่สุด โดยมีปริมาณอาร์ซิไนต์ที่เหลือเพียง 
0.75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คิดเป็นประสิทธิภาพการออกซิไดส์ 99.25 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้น แบคทีเรีย 
Bacillus sp. PNKP-S2 ถือเป็นแบคทีเรียหนึ่งที่มีศักยภาพต่อการออกซิไดส์อาร์ซิไนต์เป็นอาร์ซิเนต ซึ่งลด
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ความเป็นพิษของอาร์ซินิคให้น้อยลงนั่นเอง จึงสามารถเป็นทางเลือกหนึ่งในการน าไปใช้พัฒนาเพื่อการ
บ าบัดน้ าใต้ดินโดยวิธีทางชีวภาพต่อไป 
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