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แบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ซึ่งคัดแยกไดจากตัวอยางดินที่ปนเปอนดวยน้ํามันเครื่อง สามารถ

ยอยสลายแอนทราซีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได จากการจําแนกชนิดโดยใช
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยารวมกับผลการวิเคราะหลําดับเบสของ 16 เอส-ไรโบโซมัลดี
เอ็น-เอ บงชี้วาจัดอยูในสกุล Sphingomonas  และใหชื่อวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เชื้อ
แบคทีเรียนี้สามารถยอยสลายพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอนอื่นไดอีกหลายชนิด คือ ไดเบนโซ
ฟู-แรน ฟลูออรีน แนพธาลีน ฟแนนทรีน  โดยพบการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวที่มีสารประกอบเหลานี้
ภายใน 24 ชั่วโมงหลังการเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp.สายพันธุ ANT1 เพิ่มจํานวนไดสูงสุดใน
อาหาร-เหลวที่มีฟแนนทรีน 100 มก.ตอลิตร ทําใหฟแนนทรีนมีปริมาณลดลงเหลือในปริมาณที่ไม
สามารถตรวจวัดไดดวยไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโตกราฟหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง  
สวนอาหารเหลวที่มีไดเบนโซฟูแรนเขมขน 300 มก.ตอลิตร แบคทีเรียสายพันธุนี้สามารถทําใหไดเบน
โซฟู-แรนลดลงเหลือ 146.78 มก.ตอลิตรภายหลังการเลี้ยงเชื้อ 7 วัน ในการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร
เหลวที่มีแอนทราซนีพบวาแบคทีเรียนี้มีอัตราการเจริญลดลงภายหลัง 48 ชั่วโมง จากการวเิคราะหดวย
โครมาโตกราฟแบบแผนบาง (analytical TLC) พบวามีการสะสมของสารมัธยันตปริมาณมากที่สุดใน
วันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ จึงไดสกัดแยกสารมัธยันตดวยเอทธิลอะซีเตตและทําใหสารบริสุทธิ์ขึ้นโดยใช
โครมาโตกราฟแบบแผนบางชนิดเตรียมสาร (preparative TLC) แลวนํามาพิสูจนเอกลักษณโดยการ
วิเคราะหแมสสเปกตรัมและสเปกตรัมของโปรตอนเอ็นเอ็มอาร พบวาสารชนิดนี้คือ กรด 2-ไฮดรอกซี-
3-แนพโธอิก เมื่อทดสอบความเปนพิษของสารมัธยันตนี้เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอก
ซี-3-แนพ-โธอิก พบวาสารมาตรฐานและสารมัธยันตใหผลทดสอบเชนเดียวกันคือมีผลยับยั้งการเพิ่ม
จํานวนของตัวเชื้อเองและ Rhizobium sp.สายพันธุ CU-A1 แตมีผลนอยมากตอรูปแบบการเจริญของ 
Sphingomonas sp. สายพันธุ P2  ซึ่งเปน Sphingomonas ที่แยกไดจากแหลงตางกัน นอกจากนี้เมื่อ
เล้ียงเชื้อในภาวะที่เติมฟลูออรีนก็ทําใหเซลที่มีชีวิตของแบคทีเรียนี้ลดจํานวนลงเชนเดียวกัน จากการ
สกัดแยกสารมัธยันตที่เกิดขึ้นและทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบแผนบางชนิดเตรียมสาร พบ
วาสารมัธยันตที่สรางขึ้นนี้มีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของตัวเชื้อเอง 
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           A bacterial strain ANT1 isolated from a lubricant-contaminated soil was able to  

utilize anthracene as a sole carbon and energy source.  The strain was classified as  

Sphingomonas sp. via its morphological and biochemical characteristics including  16S  

rDNA gene sequencing and was designated as Sphingomonas sp. ANT1.   Apart from  

anthracene, this strain was able to degrade a wide range of PAHs including dibenzofuran,  

fluorene, naphthalene and phenanthrene.   The maximum growth rate was obtained when  

grown  with phenanthrene as a substrate in which  rapid degradation from 100 mg/l down  

to undetectable amount by HPLC analysis was observed  within 24 h of cultivation.   When  

the organism was grown in the presence of dibenzofuran at 300 mg/l, about 146 mg/l was  

degraded after 7 days of cultivation.    After 48 h of culturing, a dead-end metabolite was  

formed and  caused a decline in cell growth when  anthracene was used as a substrate.    

Maximum amount of the metabolite produced by the third-day cultivation was further  

isolated, purified and identified by mass-spectrometry and proton nuclear magnetic  

resonance spectral analyses to be 2-hydroxy-3-naphthoic acid.   This compound and the  

authentic 2-hydroxy –3-naphthoic acid were found to similarly  inhibit the growth of both  

itself and Rhizobium sp. CU-A1 but not  Sphingomonas sp. strain P2  which was isolated  

from another source.    Formation of dead-end metabolites causing cellular decrease were  

also observed in the broth culture containing fluorene as a growth substrate.   One major  

metabolite  detected was  isolated by preparative TLC.   Inhibitory effect to the growth  of  

itself was also demonstrated. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ในปจจุบันผลกระทบจากสิ่งแวดลอมเปนพิษไดแพรขยายมากขึ้น   เนื่องมาจากการขยาย 
ตัวของการผลิตในภาคอุตสาหกรรมเพื่อตอบสนองตอความตองการของประชากรโลกที่เพิ่มข้ึน 
อยางรวดเร็ว  ประเทศไทยก็ประสบปญหาดังกลาวเนื่องจากมีการนําสารเคมีเขามาใชประโยชนใน 
การพัฒนาดานการเกษตร อุตสาหกรรม สาธารณสุข และอื่น ๆ มากข้ึนทั้งชนิดและปริมาณ  
โดยในป พ.ศ.2537 ปริมาณนําเขาสารเคมีทั้งที่เปนสารอินทรียและสารอนินทรียมีจํานวนสงูถงึ 2.2  
ลานตัน   คิดเปนมูลคาประมาณ 8,615 ลานบาท (สํานักนโยบายและวางแผนสิ่งแวดลอม, 2537)    
สารเคมีดังกลาวบางชนิดเปนสารที่มีพิษอันตรายซึ่งเมื่อนํามาใชอยางไมถูกตอง  ขาดการควบคุม    
การจัดการใหครบวงจรตั้งแตการนาํเขา  การสงออก  การผลิต  การจําหนาย  การเก็บรักษา  การ 
ขนสง   การใชและการกําจัดกากของเสียแลว   ทําใหมีสารพิษแพรกระจายออกสูสิ่งแวดลอม   สาร 
เคมีนี้จะสะสมในเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิตโดยผานทางหวงโซอาหาร  การหายใจและการสัมผัสที่ผิว- 
หนัง   และจะเกิดผลกระทบรุนแรงมากถาถายทอดสูมนุษยซึ่งเปนผูบริโภคขั้นสุดทาย 
           จากการศึกษาปริมาณกากของเสียอันตรายที่เกิดจากทุกกิจการทั่วประเทศไทย   พบวาใน 
ป พ.ศ. 2534 ประเทศไทยมีกากของเสียอันตรายที่แยกตามกลุมแหลงกําเนิดเกิดขึ้น 0.93 ลานตัน    
เพิ่มข้ึนเปน 1.6 ลานตันในป พ.ศ. 2539   และคาดวาในป พ.ศ. 2544  จะมีของเสียอันตรายเกิด 
ขึ้นประมาณ 2.8 ลานตัน   โดยในจํานวนนี้เปนของเสียอันตรายจากกิจการปโตรเลียม 11,813 ตัน  
ตอป (บุญยงค  โลหวงศวัฒน, 2540) 
           การบําบัดโดยการยอยสลายทางชีวภาพ (bioremediation)  เปนวิธีการนําสิ่งมีชีวิตรวมถึง 
จุลินทรียมาใชประโยชนในการยอยสลายสารพิษอันตรายในสิ่งแวดลอมใหความเปนพิษลดลงหรือ 
หมดไปเนื่องจากถูกยอยสลายและเปลี่ยนโครงสรางไป    วิธีการนี้มีประสิทธิภาพในการบําบัดดิน 
และแหลงน้ําที่ปนเปอนจากสารอันตรายหลายชนิด   ซึ่งไดเปรียบกวาวิธีบําบัดทางเคมีหรือวิธีการ 
เผา   เนื่องจากไมกอใหเกิดสารพิษชนิดใหม    จึงปลอดภัยตอส่ิงแวดลอมและมีคาใชจายต่ํา   ใน 
ขณะที่การใชวิธีกลหรือเคมีไมสามารถกําจัดสารพิษตกคางไดหมด   และยังตองเสียคาใชจายสูง 
อีกดวย (Wilson and Jones, 1993)   การยอยสลายทางชีวภาพมีประสิทธิภาพสูงในการบําบัด 
การปนเปอนของสารอันตรายในสิ่งแวดลอม    เนื่องจากจุลินทรียสามารถใชสารประกอบอินทรีย 
ในกลุมนี้เปนแหลงคารบอนและพลังงานได โดยการยอยสลายสารพิษดังกลาวไปเปนน้ําและ 
คารบอนไดออกไซด (Baker and Herson, 1994)    
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           ในปจจุบันประเทศตาง ๆ ทั่วโลกตางใหความสําคัญกับปญหาสิ่งแวดลอมที่เกิดจากการ 
ปนเปอนของสารพิษในดิน น้ํา และอากาศ   ดังจะเห็นไดจากการกําหนด ISO 14000   ซึ่งเปน 
มาตรฐานระบบการจัดการสิ่งแวดลอม  ครอบคลุมตั้งแตการออกแบบ  การตลาด  การผลิต  และ 
การบริการ   ซึ่งกลายเปนเงื่อนไขทางการคาดวยเหตุผลเพื่อการอนุรักษสิ่งแวดลอม  (บุญยงค   
โลหวงศวัฒน, 2540)    หากผูประกอบการสวนใหญในประเทศไทยไดรับการรับรอง ISO 14000   
จะเปนการยกระดับมาตรฐานสิ่งแวดลอมของประเทศ   และปองกันประเทศอื่นนําเงื่อนไขสิ่งแวด- 
ลอมมาเปนขออางเพื่อการกีดกันทางการคา แตปญหาที่พบในปจจุบันคือยังขาดบุคลากรที่มีทั้ง 
ความรูและความชํานาญในดานการแกไขสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนดวยสารพิษถึงแมวาในตาง 
ประเทศจะมีการวิจัยและนําเทคนิคการบําบัดดวยวิธีชีวภาพมาใชในภาคปฏิบัติแลวก็ตาม  การนํา 
เทคนิคบําบัดสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนดวยวิธีชีวภาพมาใชโดยการใชจุลินทรียอยางมีแบบแผน  จะ 
นําไปสูประสิทธิภาพในการบําบัดที่ดี (Claxton  et al . , 1991)     อีกปญหาหนึ่งก็คือเชื้อจากตาง 
ประเทศที่มีประสิทธิภาพสูงในการลดปริมาณสารพิษตาง ๆ ในดินเมื่อนํามาบําบัดดินที่ปนเปอน 
ตางทองถิ่นอาจใหผลในการบําบัดไมดีเทาที่ควร    เนื่องจากขอจํากัดเรื่องสภาวะแวดลอมที่เหมาะ 
สมตอการเจริญของเชื้อ    
           แอนทราซีน (anthracene) เปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมา- 
ติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs)   มีโครงสรางทางเคมีประกอบ 
ดวยวงเบนซีน 3 วงเชื่อมตอกันเปนเสนตรง      พบเปนองคประกอบหลักในผลิตภัณฑถนอมรักษา 
เนื้อไม  (11 % โดยน้ําหนักของสาร PAHs ทั้งหมด)  (Mueller et al . ,  1989)  และเปนองค 
ประกอบสวนนอยในน้ํามันดีเซล (100 – 300 มก.ตอลิตร)   ดินที่ปนเปอนดวยน้ํามันหรือผลิต 
ภัณฑถนอมรักษาเนื้อไมกอใหเกิดทั้งปญหาสิ่งแวดลอมและปญหาตอสุขภาพของมนุษย     
เพราะสารประกอบหลายชนิดในน้ํามันมีสมบัติในการกอใหเกิดมะเร็ง และการเปลี่ยนแปลงของยนี  
(Tongpim and Pickard, 1996)   ถึงแมวาแอนทราซีนจะไมมีสมบัติในการเปนสารกอมะเร็ง    แต 
มักจะใชเปนสารควบคุมในการทดสอบการกอกลายพันธุของสารในหลอดทดลอง  โดยแอนทราซีน 
ใหผลลบในการทดสอบ     ในขณะที่เมื่อเติมหมูเมทธิลที่คารบอนตําแหนงที่ 9 และ 10 ในโครง- 
สรา งของสารแอนท ราซี น จะ เกิ ดสารอนุ พั น ธ คื อ  9,10-ได เมทธิ ลแอนท ราซี น  (9,10- 
dimethylanthracene) ที่มีสมบัติเปนสารกอมะเร็งอยางออน (LaVoie and Rice,1988)    นอก 
จากนี้แอนทราซีนยังเปนโครงสรางพื้นฐานของ PAHs ที่เปนสารกอมะเร็งหลายชนิด เชน เบนซ[เอ] 
แอนทราซีน (benz[a]anthracene) , เบนโซ[เอ]ไพรีน (benzo[a]pyrene) และ ไดเบนซ [เอ,เอช] 
แอนทราซีน (dibenz[a,h]anthracene)  การนําแอนทราซีนมาใชในอุตสาหกรรมหลายชนิดทําให 
เกิดการแพรกระจายของสารดังกลาวในสิ่งแวดลอม         ดังนั้นจึงควรมีการวิจัยเพื่อคัดแยกจุลิน- 
ทรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการยอยสลายแอนทราซีนจากแหลงดินภายในประเทศ   รวมทั้งศึกษา 



 3

ถึงความเปนไปไดและขอจํากัดตาง ๆ  กอนที่จะนําไปใชบําบัดในพื้นที่ปนเปอน     และเนื่องจาก 
ขอกําหนด ISO 14000 งานวิจัยดังกลาวจะตอบสนองตอความตองการของภาคอุตสาหกรรมใน 
อนาคต 
 
วัตถุประสงคของงานวิจัย 
           คัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถสูงในการยอยสลายแอนทราซีน  และจําแนกชนิด 
ของแบคทีเรียที่คัดแยกได     ศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนและความสามารถของแบคทีเรียสาย 
พันธุดังกลาวในการยอยสลายแอนทราซีน และ PAHs ชนิดอื่น      สกัดแยกและพิสูจนเอกลักษณ 
ของสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายของแอนทราซีน   รวมทั้งทดสอบพิษของสารตอการ 
เจริญของแบคทีเรียที่คัดแยกไดและตอแบคทีเรียชนิดอื่น 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
           ทราบขอมูลเกี่ยวกับความสามารถของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากแหลงดินภายในประเทศ 
ไทยในการยอยสลายแอนทราซีน และ PAHs ชนิดอื่น     รวมทั้งวิธีการที่เหมาะสมในการคัดแยก 
และทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ       เพื่อนํามาใชเปนแนวทางในการบําบัดดินที่ปนเปอนสารพิษ 
ตาง ๆ  โดยเฉพาะ PAHs จากแหลงอุตสาหกรรมภายในประเทศ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
 

           พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs)   
เปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งที่เปนองคประกอบหลักในน้ํามัน   ประกอบดวยคารบอนและ 
ไฮโดรเจนที่รวมกันเปนอะโรมาติกเบนซีนหลายวงเชื่อมกันเปนเสนตรง  มุมงอ หรือตอกันเปนกลุม  
(Cerniglia  et al., 1992)   การยอยสลาย PAHs และคุณสมบัติในการละลายน้ําของสารจะยาก 
ข้ึนตามคาความถวงจําเพาะที่เพิ่มข้ึน  เนื่องจาก PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูงจะดูดซับน้ําไดชา    
PAHs มีอยูทั่วไปในสิ่งแวดลอม  และพบวามีความเขมขนสูงในแหลงอุตสาหกรรมหลายประเภท    
โดยเฉพาะอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของกับปโตรเลียม   การผลิตแกส  และในครีโอโสท (creosote) ซึ่ง 
เปนผลิตภัณฑถนอมและรักษาเนื้อไมที่มี PAHs เปนองคประกอบอยูถึง 85 % โดยน้ําหนัก   การ 
ปนเปอนของ PAHs เกิดขึ้นในระหวางกระบวนการผลิต  การใช  การขนสง  และการกาํจดักากของ 
เสียจากอุตสาหกรรมดังกลาว    นอกจากจะเกิดขึ้นจากกิจกรรมของมนุษยแลว  PAHs ยังมีแหลง 
ที่มาจากธรรมชาติ  เชนเกิดจากไฟไหมปา   ภูเขาไฟระเบิด   การรั่วซึมของน้ํามันที่เกิดขึ้นเองตาม 
ธรรมชาติ ( Cerniglia et al., 1992)  การปนเปอนของสาร PAHs  ในดินจะทําใหเกิดการสะสม 
ของสารดังกลาวในเนื้อเยื่อพืชและสัตว   รวมไปถึงปนเปอนในแหลงน้ําอันเนื่องมาจากการชะลาง 
จากแหลงดินสูแหลงน้ํา    Putcha และ Domach ไดรายงานในป 1993 ถึงการสะสมของสาร  
PAHs ในสิ่งมีชีวิตซึ่งมีปริมาณสูงกวาที่พบในแหลงธรรมชาติหลายเทา   แสดงวามีการถายทอด 
ของสารดังกลาวไปตามหวงโซอาหาร   และอาจสงผลกระทบถึงมนุษยซึ่งเปนผูบริโภคขั้นสุดทาย    
โดยเหตุที่สาร PAHs เปนสารอันตรายรายแรงซึ่งกอใหเกิดมะเร็ง  (carcinogen)   การเปลี่ยน 
แปลงของยีน (mutagen)  และเกิดทารกในครรภที่มีรูปวิปริต (teratogen)    หนวยงานคุมครองสิ่ง 
แวดลอมของประเทศสหรัฐอเมริกา (The U.S. Environmental Protection Agency, EPA) จึง 
กําหนดใหแอนทราซีนและสาร PAHs รวมทั้งหมด 16 ชนิด  เปนสารพิษที่ควรใหความสําคัญใน 
อันดับตน  ในอันที่จะปองกันการปนเปอนของสารดังกลาวในสิ่งแวดลอม (องคการอนามัยโลก,  
1983 อางถึงโดย Wilson and Jones, 1993)      สาร PAHs ท้ัง 16 ชนิดดังกลาวไดแก แนพธาลีน  
(naphthalene),  อะซีแนพธีน (acenaphthene), อะซีแนพธิลีน (acynaphthylene),   ฟลูออรีน  
(fluorene),   ฟ แนนทรีน  (phenanthrene),   แอนทราซีน  (anthracene),    ฟลู ออแรนธีน  
(fluoranthene),    เบนซ[เอ]แอนทราซีน (benz[a]anthracene),   ไครซีน (chrysene),    ไพรีน  
(pyrene) ,  เบนโซ [บี]ฟลูออแรนธีน (benzo[b]fluoranthene),  เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน (benzo 
[k]fluoranthene), เบนโซ[เอ]ไพรีน (benzo[a]pyrene), ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน(dibenz[ah] 
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anthracene), เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน (benzo[g,h,I]perylene)  และ   อินดิโน-[1,2,3,ซีดี]ไพรีน  
(indeno[1,2,3,cd]pyrene)   ดังแสดงโครงสรางโมเลกุลในรูปที่ 2.1 

          
 
รูปที่ 2.1 โครงสรางโมเลกุลของ PAHs ทั้งหมด 16 ชนิดตามรายงานของ U.S.EPA 
                      (Wilson and Jones, 1993) 
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แอนทราซีน (Anthracene) 
 
           แอนทราซีนเปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติก- 
ไฮโดรคารบอน     มีโครงสรางโมเลกุลประกอบดวยคารบอนและไฮโดรเจนที่รวมกันเปนอะโรมาติก 
เบนซีน 3 วงเชื่อมตอกันเปนเสนตรง (linear arrangement)   ดังแสดงในรูปที่ 2.2 
 
 

 
รูปที่ 2.2 โครงสรางโมเลกุลของแอนทราซีน 

 
สมบัติของแอนทราซีน 
 สูตรโมเลกุล           C14H10 ; C6H4(CH2)2C6H4 
 น้ําหนักโมเลกุล           178.23 
 ชื่อสามัญ            แอนทราซิน(anthracin) พาราแนพธาลีน 
                                                           (paranaphthalene) 
 ความถวงจําเพาะ          1.25 
 อุณหภูมิหลอมเหลว          216.2 – 216.4 ° ซ 
 อุณหภูมิกลายเปนไอ          340 ° ซ 
 หมายเลขสากลทางเคมี          120-12-7 
 (Cas Number) 
 พลังงานเรโซแนนซ          1.606 อิเลกตรอนโวลต (eV) 
 ความดันไอ           1.9 × 10-7 ทอร (torr) ที่ 25 ° ซ 
 การละลาย           1.29 มก.ตอลิตร ในน้ํากลั่นที่อุณหภูมิ 25 ° ซ 
                                                          0.6 มก.ตอลิตร ในน้ําเกลือที่อุณหภูมิ 25 ° ซ 
                                                          0.075มก.ตอลิตร ที่อุณหภูมิ 15 ° ซ 
                                                          แอนทราซีนปริมาณ 1 กรัมละลายไดดีในอีเธอร (200  
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                                                          มล.) และ โทลูอีน (125 มล.)  แอนทราซีนปริมาณ  
                                                          1 กรัมละลายไดปานกลางในเมทธานอล 
                                                          (70 มล.) เบนซีน (62 มล.)  คลอโรฟอรม (85 มล.)  
                                                          คารบอน- เตตระคลอไรด (86 มล.)  และคารบอนได 
                                                          ซัลไฟด (31 มล.) 
 ลักษณะปรากฏ                       ลักษณะเปนผลึกสีเหลืองซีด เรืองแสงฟลูออเรสเซนซสีฟา 
                                                          เมื่อบริสุทธิ์จะไมมีสี  มีคุณสมบัติเรืองแสงฟลูออเรสเซนซ 
                                                          สีมวง 
 
ประโยชนของแอนทราซีน 
           ใชในอุตสาหกรรมส ี       โดยเปนองคประกอบของสารที่ใชในการทําสีอะลิซาริน (alizarin)    
คารบาโซล (carbazole)   หมึกพิมพคาลิโก (calico printing)   และใชเปนสารตั้งตนในการผลิต 
แอนทราควิโนน (anthraquinone) ซึ่งใชเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตสียอม    รวมทั้งเปนสวน 
ประกอบในครีโอโสท (11 % โดยน้ําหนัก)   และมีการนํามาใชในอุตสาหกรรมปโตรเคมีโดยเปน 
องคประกอบในน้ํามันดีเซลและน้ํามันเบนซิน    เปนสวนประกอบในการผลิตปรมาณู   ใชในการ 
ศึกษาเกี่ยวกับสารอินทรียกึ่งตัวนําไฟฟา (organic semiconductor)    นอกจากนี้ยังใชในอุตสาห- 
กรรมผลิตพลาสติกและเสนใยสังเคราะห   รวมทั้งเปนสวนประกอบของยาฆาแมลง ( ASTDR,  
1998 ; Tri database, 1998) 
 
แหลงกําเนิดแอนทราซีน   
           แอนทราซีนมีอยูทั่วไปในธรรมชาติ   โดยพบในน้ํามันดําจากถานหิน (coal tar) ปริมาณที่ 
พบเทากับ 12 กรัม/กก.    นอกจากนี้ยังเกิดขึ้นในระหวางการเผาไหมที่ไมสมบูรณของสารประกอบ 
อินทรีย    ซึ่งแอนทราซีนจะถูกปลอยออกมาในรูปไอเสียจากเครื่องยนตที่ใชน้ํามันเบนซินและน้ํา- 
มันดีเซลเปนเชื้อเพลิง   ปกติน้ํามันเบนซินจะมีแอนทราซีนเปนองคประกอบ 1.55 มก./ลิตร   สวน 
ในน้ํามันเบนซินที่มีคาออกเทนสูงปริมาณแอนทราซีนจะเพิ่มเปน 2.6 มก./ลิตร   สวนในน้ํามัน 
ดีเซลมีแอนทราซีน 100-300 มก./ลิตร     นอกจากนี้ Charles และ Bonnie ไดรายงานในป 1992  
เกี่ยวกับปริมาณแอนทราซีนที่ถูกปลอยออกมาจากรถที่ใชน้ํามันเบนซินซึ่งมีอากาศและน้ําเปนตัว 
หลอเย็นในระบบเครื่องยนต   โดยมีปริมาณแอนทราซีนเทากับ 634 และ 642 ไมโครกรัม/ลิตรของ 
เชื้อเพลิงตามลําดับ 
           จากการตรวจหาชนิดและปริมาณของ PAHs ในควันบุหร่ี  พบวาประกอบดวยแอนทราซีน 
และ PAHs ชนิดอื่นดังนี้   เบนซ[เอ]แอนทราซีน , เบนซ[บี]ฟลูออแรนธีน, เบนซ[เค]ฟลูออแรนธีน,   
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เบนซ [จี,เอช,ไอ]เพอรีลีน , ฟลูออแรนธีน  และไพรีน      โดยมีปริมาณแอนทราซีนในควันบุหร่ีแต 
ละชนิดแตกตางกันดังนี้ 
 ควันจากบุหร่ี                        2.3 – 23.5           กรัมตอ 100 มวน 
 ควันจากซิการ                             11.9             ไมโครกรัมตอ 100 กรัม 
 ควันจากกลองยาสูบ                   110.0            ไมโครกรัมตอ 100 กรัม 
( Kiryn  and  Kuratsune, 1992 อางถึงโดย Boonyatumanond, 1999) 
           นอกจากนี้ในน้ําทิ้งของโรงงานอุตสาหกรรมที่ใชน้ํามันเปนเชื้อเพลิง  โรงงานทําสี   และใน 
น้ํามันที่ร่ัวไหลออกมาในระหวางการขนสงทางเรือ       ก็เปนสาเหตุที่ทําใหมีการปนเปอนของแอน- 
ทราซีนในแหลงน้ํา     สวนในดินก็สามารถพบการปนเปอนของสารดังกลาวไดเชนกัน    โดยเฉพาะ 
อยางยิ่งในเขตอุตสาหกรรม        ซึ่งอาจมีการรั่วซึมหรือการปลอยสารตาง ๆ ที่มีแอนทราซีนเปน 
องคประกอบลงดิน 
 
แหลงแพรกระจายของแอนทราซีนในสิ่งแวดลอม 
           แอนทราซีนเมื่อถูกนํามาใชหรือเกิดขึ้นเนื่องจากกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรม   อาจมี 
โอกาสแพรกระจายไปสูส่ิงแวดลอม      โดยที่สารดังกลาวเปนสารพิษที่สลายตัวไดยากเนื่องจากมี 
โครงสรางโมเลกุลที่เสถียร   จึงมีฤทธิ์ตกคางนานและสะสมตัวอยูในสิ่งแวดลอม   กอใหเกิดปญหา 
ภาวะมลพิษจากสารพิษข้ึน     แอนทราซีนแพรกระจายและตกคางอยูในแหลงตาง ๆ ดังแสดงใน 
ตารางที่ 2.1 
 
ตารางที่ 2.1  เปอรเซ็นตการแพรกระจายในสิ่งแวดลอมของแอนทราซีน 
 

แหลงที่เกิดการแพรกระจาย เปอรเซ็นต 
อากาศ 77.5 
ดิน 9.5 

ตะกอนในน้ํา 9 
น้ํา 4 

 
แหลงที่มา : The New Jersey Department of Health and Senior Services, 1998 :  
Tri database 
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การแพรกระจายของแอนทราซีนในดิน  (The Agency for Toxic Substances and Disease  
Registry (ASTDR), 1996) 
           แอนทราซีนที่แพรกระจายในดิน อนุภาคดินและสารอินทรียในดินจะดูดซับสารนี้ไวใน 
ปริมาณมาก   และจะไมถูกชะลงสูแหลงน้ําใตดิน   แอนทราซีนมีคร่ึงชีวิตตอการถูกยอยสลายใน 
ตะกอนดินประมาณ 3.3 - 139 วัน    นอกจากนี้แอนทราซีนอาจสลายตัวไปโดยการระเหยจากผิว 
หนาดิน   การถูกดูดซับโดยสารอินทรียและสารอนินทรียตาง ๆ ในดินมีผลใหกระบวนการยอย 
สลายทางชีวภาพและการสลายตัวโดยการระเหยของแอนทราซีนเกิดขึ้นชามาก 
 
ปริมาณแอนทราซีนที่มีการปนเปอนในดนิ (ASTDR,1996)  

ตัวอยางดินบริเวณรอบ ๆ บอบําบัดน้ําเสียจากกระบวนการผลิตแกสธรรมชาติ   มีปริมาณ     
แอนทราซีนระหวาง 260-670 ไมโครกรัม/กก.ของดิน    ตัวอยางน้ําจากบริเวณเดียวกันนี้มีปริมาณ
แอนทราซีนตั้งแตในระดับที่ไมสามารถตรวจวัดได  จนถึง 2200 ไมโครกรัม/ลิตร      นอกจากนี้จาก
การตรวจสอบในกระบวนการหลออลูมิเนียมและเหล็ก   พบวาทําใหเกิดแอนทราซีน 240 และ 140 
ไมโครกรัม/กก. ตามลําดับ 
 
การแพรกระจายของแอนทราซีนในน้ํา  (ASTDR,1996)  

น้ําเปนแหลงที่มีสารพิษตางๆรวมทั้งแอนทราซีนแพรกระจายและสะสมตกคางอยูมาก
มาย   สาเหตุหนึ่งเกิดจากน้ําทิ้งจากการอุปโภคบริโภคในชุมชน   จากพื้นที่เกษตรกรรมและการ
เลี้ยงสัตว   รวมทั้งน้ําทิ้งจากเขตอุตสาหกรรมที่ถูกระบายลงสูแหลงน้ํา   แอนทราซีนและ PAHs 
ชนิดตาง ๆ จะสะสมตกคางในตะกอนดินและอนุภาคตางๆ ในน้ํา   นอกจากนี้ยังพบการสะสมของ
แอนทราซีนในสิ่งมีชีวิตในน้ําซึ่งขาดเอนไซมไมโครโซมัลออกซิเดส (microsomal oxidase)  โดยที่
เอนไซมดังกลาวเรงปฏิกิริยายอยสลายของแอนทราซีนและ PAHs ชนิดตางๆ ไดอยางรวดเร็ว     ที่
ระดับใกลผิวน้ําแอนทราซีนจะเกิดการสลายตัวไดโดยแสง (photolysis) และต่ําลงไปจากผิวหนา
น้ํา 1 เมตร   แอนทราซีนจะมีคร่ึงชีวิตของการสลายตัวประมาณ 4.3 - 5.9 วัน   การถูกดูดซับโดย
อนุภาคแขวนลอยหรือสารอินทรียในน้ํามีผลทําใหกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ   การสลาย
ตัวโดยแสงและการระเหยของแอนทราซีนเกิดขึ้นชามาก      การกระจายตัวและการสลายตัวของ
แอนทราซีนในแหลงน้ําตาง ๆ จะขึ้นอยูกับธรรมชาติของแหลงน้ํานั้น ๆ    สวนใหญการสลายตัว
ของสารชนิดนี้เกิดขึ้นเนื่องจากแสงและการยอยสลายทางชีวภาพ  แตอยางไรก็ตามในแหลงน้ําตื้น
ที่อัตราการไหลของน้ําเกิดขึ้นอยางรวดเร็วแอนทราซีนมักสลายตัวโดยแสง   และการระเหยเปน
สวนใหญ  
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ในป 1999 Wang และคณะ  รายงานการปนเปอนของแอนทราซีนและ PAHs ในแหลงน้ํา    
โดยกลาววาเกิดจากน้ําทิ้งในกระบวนการผลิตน้ํามันเชื้อเพลิง (Sorrell et al.,1980 อางถึงโดย  
Wang et al., 1999)   สารพิษดังกลาวมักจะสลายตัวโดยการทําปฏิกิริยากับแสง (Kong,1986  
อางถึงโดย Wang et al., 1999)  และอัตราการเกิดปฏิกิริยาจะเพิ่มข้ึนเมื่อมีการเพิ่มของอุณหภูมิ 
และปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้ํา 

การปนเปอนของแอนทราซีนในน้ําทะเล 
มีรายงานการปนเปอนของแอนทราซีนและ PAHs ในน้ําทะเล   ซึ่งเกิดจากการเผาไหมที่

ไมสมบูรณของสารอินทรีย  รวมทั้งน้ํามันเชื้อเพลิง เศษไม และขยะ  โดยถูกปลอยออกมาในรูป
เขมาควัน    จากการเผาไหมในเครื่องยนต โรงงาน ไฟปา เตาเผาขยะ  และกระบวนการผลิตในโรง
งานอุตสาหกรรม (Lane,1991 อางถึงโดย McKinney et al . ,1999)  การปนเปอนของแอนทรา
ซีนและ PAHs ในสิ่งแวดลอมทางทะเลเกิดขึ้นได 2 ทางคือการปลอยน้ําทิ้งจากชุมชน   และน้ําเสีย 
จากโรงงานอุตสาหกรรม การรั่วไหลของน้ํามัน   อีกสาเหตุหนึ่งเกิดจากฝนตกทําใหอนุภาคที่ 
แขวนลอยในบรรยากาศซึ่งมีแอนทราซีนและ PAHs เกาะติดอยู  ถูกชะลงสูแหลงน้ําทะเล   ซึ่งในที่ 
สุดสารพิษดังกลาวจะถูกดูดซับโดยตะกอนที่อยูบริเวณกนทะเล (Behymer and  Hites, 1985) 

Fox และ Olive (1979) รายงานการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของแอนทราซีนที่ถูกดูดซับ
อยูบนอนุภาคที่แขวนลอยในอากาศโดยแอนทราซีนเปลี่ยนโครงสรางไปเปนแอนทราควิโนน 
(anthraquinone)ซึ่งสารดังกลาวมีปริมาณมากและเกาะติดอยูกับอนุภาคที่แขวนลอยใน
บรรยากาศ    เมื่ออนุภาคดังกลาวถูกฝนตกชะลงสูทะเลก็จะทําใหมีการปนเปอนของทั้งแอนทรา-
ซีนและแอนทราควิโนนในน้ําทะเลโดยถูกดูดซับอยูกับตะกอนกนทะเล 

McKinney และคณะ (1999) รายงานวาอัตราสวนความเขมขนของแอนทราควิโนนตอ แอ
นทราซีนมีคา 0.317  ในเขตอุตสาหกรรม   ในขณะที่เขตชนบทมีคาเทากับ 2.81 โดยตั้งสมมติ-
ฐานวาอัตราสวนที่ตางกันนี้เกิดจากความแตกตางของแหลงกําเนิดแอนทราซีน   โดยแหลงหนึ่งมา
จากเขตชนบท     ซึ่งการปนเปอนเกิดจากอนุภาคแขวนลอยในบรรยากาศที่มีแอนทราซีนและแอน-
ทราควิโนนเกาะติดอยูถูกพัดพาลงสูน้ําทะเล   เนื่องจากแอนทราควิโนนมีความเขมขนสูงกวา   จึง
ทําใหอัตราสวนดังกลาวมีคาสูงกวา 1 อีกแหลงหนึ่งที่ทําใหเกิดการปนเปอนเปนเขตอุตสาหกรรม
ซึ่งมีการรั่วไหลของน้ํามัน   จึงมีแอนทราซีนปนเปอนในน้ําทะเลโดยตรง    ทําใหอัตราสวนความ
เขมขนของแอนทราควิโนนตอแอนทราซีนนอยกวา 1 เพื่อที่จะทดสอบสมมติฐานดังกลาวจึงติด
ตามการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของแอนทราซีนไปเปนแอนทราควิโนน    เมื่อแอนทราซีนถูกดูด-
ซับโดยตะกอนจะทําใหไมมีการเปลี่ยนรูปของสารดังกลาว   จากการทดลองทั้งในสภาวะที่เหมือน
สภาพแวดลอมในทะเลและในสภาวะที่มีการฉายแสงอุลตราไวโอเลต   พบวาภายใตสภาวะปกติ
ในทะเล      แอนทราซีนที่เกาะติดอยูกบัตะกอนจะไมเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันไปเปนแอนทราควิ 
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โนนไดโดยงาย   ซึ่งลักษณะและสมบัติของตะกอนจะมีผลตอการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันดวย  
กลาวคือข้ึนกับเปอรเซ็นตสารอินทรียคารบอนและปริมาณกรดฮิวมิค (humic acid)      แตใน 
สภาวะที่ถูกฉายแสงอุลตราไวโอเลตแอนทราซีนจะถูกออกซิไดซโดยแสง  ผลการทดลองดังกลาว 
ทําใหการระบุถึงแหลงที่ทําใหเกิดการปนเปอนของแอนทราซีนในน้ําทะเลโดยใชอัตราสวนความ 
เขมขนของแอนทราควิโนนตอแอนทราซีนมีความนาเชื่อถือมากขึ้น 
 
ปริมาณการปนเปอนของแอนทราซีนในแหลงน้ํา  (ASTDR, 1996) 
           จากการตรวจคุณภาพน้ําดื่ม และแหลงน้ําในพื้นที่ตาง ๆ  พบปริมาณแอนทราซีนดังนี้ 
 
ตารางที่ 2.2 ปริมาณแอนทราซีนที่ปนเปอนในน้ําด่ืมจากแหลงตาง ๆ  
 
ตัวอยางที่ แหลงที่ตรวจสอบ 

1 น้ําประปาใน 9 เมืองของสหรัฐอเมริกามีปริมาณแอนทราซีน 1.1 - 59.7 สวนในลาน
ลานสวน (parts per trillion, ppt) 

2 แหลงน้ําดื่มในมลรัฐนิวยอรก ค.ศ. 1979 พบสารแอนทราซีนและฟแนนทรีนในแหลง-
น้ํา 39 แหลง 

3 ตรวจสอบคุณภาพน้ําดื่มในประเทศฟนแลนด เดนมารก นอรเวย และสวีเดนในชวง
เดือนพฤษภาคม – กรกฎาคม ค.ศ.1980 มีปริมาณแอนทราซีน 0.04 - 9.7 ppt 

4 น้ําดื่มจาก Bankfiltered Rhine ประเทศเนเธอรแลนด มีปริมาณแอนทราซีน 30 ppt 
5 ตรวจสอบในเมือง Ottawa ประเทศแคนาดา ในชวงเดือนมกราคม - กุมภาพันธ ป 

1978 มีปริมาณแอนทราซีน 0.52 - 2.2 สวนในพันลานสวน (part per billion,ppb) 
6 ตรวจสอบปริมาณแอนทราซีนในตัวอยางน้ําดื่มจากเมืองฟลาเดลเฟย รัฐนิวยอรก  

พบวาตัวอยางน้ํา 7 ใน 39 ตัวอยางมีสารดังกลาวปนเปอน   โดยมีความเขมขนสูงสุด 
21 ไมโครกรัม/ลิตร 

7 น้ําดื่มจากเมือง Kitakyushu ประเทศญี่ปุน มีปริมาณแอนทราซีน 1.7 สวนในลาน
สวน (part per million, ppm) 
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ตารางที่ 2.3 ปริมาณแอนทราซีนที่ปนเปอนในแหลงน้ําผิวดิน 
 
ตัวอยางที่ แหลงน้ําผิวดิน 

1 ตรวจสอบในน้ําทิ้งจากโรงงาน 5 แหง ในเมือง Eastern Ontario ประเทศแคนาดา 
พบวามีปริมาณแอนทราซีน 0.1 – 4.8 ppt โดยมีคาเฉลี่ย 1.6 ppt 

2 น้ําและตะกอนใตน้ําของแมน้ํา Lower Tennessee มีปริมาณแอนทราซีน 12.1 ppb 
3 ตรวจสอบคุณภาพแหลงน้ําผิวดินในเมือง Tamar Estuary ประเทศอังกฤษ มี

ปริมาณแอนทราซีน 4.9 ppt 
4 แมน้ําไรน (Rhine) ป 1981 มีปริมาณแอนทราซีน 15 ppt และในป 1982 มีปริมาณ

สารดังกลาวเทากับ 13 ppt 
5 ในแมน้ํามิสซิสซิปป (Mississippi) มีแอนทราซีนเขมขน 3 และ 4 นาโนกรัม/ลิตร ใน

ตัวอยางน้ํา 2 ตัวอยาง 
6 ในน้ําทิ้งของโรงงานผลิตแกสจากถานหินมีแอนทราซีน 0.2 มก./ลิตร 
7 ตรวจพบการปนเปอนของแอนทราซีนในทะเลบอลติก นอกชายฝงโปแลนด  และใน

แมน้ําเหลือง สาธารณรัฐประชาชนจีน ในเดือนมีนาคม สิงหาคม และตุลาคม มี
ความเขมขน 7.7, 0.8 และ 9.5 นาโนกรัม/ลิตร ตามลําดับ 

 
แหลงน้ําใตดิน 
           พบปริมาณแอนทราซีนในแหลงน้ําใตดินที่อยูใกลกับโรงกลั่นน้ํามันดําจากถานหินและ 
โรงงานผลิตครีโอโสท  เมืองเซนตหลุยส (St. Louis)  มีแอนทราซีนเขมขน 68 ppb 
น้ําฝน 
           ตรวจสอบปริมาณแอนทราซีนในเมืองพอรทแลนด ( Portland)   ชวงเดือนกุมภาพันธ- 
เมษายน 
           จากตัวอยางน้ํา 7 ตัวอยาง ค.ศ. 1984 ในระยะเวลา 2 – 5 วัน พบวามีแอนทราซีนในน้ําฝน  
2.0 – 7.9 ppt โดยเฉลี่ย 5.1 ppt และความเขมขนของแอนทราซีนที่ถูกดูดซับอยูกับอนุภาคที่อยูใน 
น้ําฝนมีคาเทากับ 1.3 – 10.0 ppt 

 
           โดยทั่วไปแอนทราซีนจะถูกดูดซับอยูในละอองน้ําในชั้นบรรยากาศประมาณ 4 % โดยมี 
ความเขมขนนอยกวา 10 ไมโครกรัม /ลิตร     จากการตรวจสอบปริมาณแอนทราซีนในแหลงน้ําทิ้ง 
ที่มีครีโอโสทปนเปอนในเมือง Conrone พบวามีปริมาณแอนทราซีนสูงกวา 168.6 ไมโครกรัม /ลิตร      
มีรายงานการปนเปอนสารแอนทราซีนในน้ําดื่มจากหลายประเทศทั่วโลก   รายงานจากประเทศ 
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สหรัฐอเมริกาในการตรวจสอบคุณภาพน้ําดื่มจาก 13 แหลง      พบวามีแอนทราซีนและฟแนนทรีน 
ในน้ําดื่มมีความเขมขนสูงสุดรวมกันถึง 1,269 นาโนกรัม/ลิตร 
           มีรายงานเกี่ยวกับปริมาณแอนทราซีนในน้ําที่ไหลออกจากโรงงานบําบัดน้ําทิ้ง   ประเทศ 
นอรเวย   โดยมีความเขมขนนอยกวา 13 – 105 ไมโครกรัม/ลิตร   น้ํามันดําจากถานหินซึ่งมีสาร 
ผสมของแอนทราซีนและฟแนนทรีน  ที่ความเขมขนเฉลี่ย 25 มิลลิกรัม/กรัม   มักนํามาใชเปนวัตถุ 
เคลือบผิวนอกถังในระบบกระจายน้ําของรัฐนิวยอรกเพื่อปองกันการเปนสนิมของถัง   ในการตรวจ 
สอบน้ําที่เขาออกจากถังจํานวน 125 ถังของระบบดังกลาว   พบปริมาณแอนทราซีนและฟ 
แนนทรีนเขมขน 0.019 และ 0.210 ไมโครกรัม/ลิตร ตามลําดับ    มีรายงานการปนเปอนของสาร 
แอนทราซีนในตะกอนถานหินโดยมีความเขมขน 2,571 – 16,231 นาโนกรัม/กรัม   และมีความ 
เขมขนเฉลี่ย 8,169 นาโนกรัม/กรัม 
           ในป 1976 สํานักงานคุมครองสิ่งแวดลอมแหงสหรัฐอเมริกา  จํากัดปริมาณความเขมขนสูง 
สุดของแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่นรวมทั้งหมด 16 ชนิด ในน้ําทิ้งที่ออกจากแหลงอุตสาห-กรรม 
ภายในประเทศ      โดยกําหนดใหมีปริมาณแอนทราซีนไมเกิน 8.8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
(U.S.EPA,1996 อางถึงโดย Boonyatumanond, 1999) 
           ในป 1996 ประเทศแคนาดา กําหนดคาความเขมขนวิกฤตของแอนทราซีน และ PAHs  
ชนิดอื่นรวมทั้งหมด 9 ชนิด ที่กอใหเกิดพิษตอสัตวน้ํา   โดยความเขมขนวิกฤตของแอนทราซีนมีคา 
เทากับ 1 ไมโครกรัม/ลิตร (Ministry of Environment, Canada, 1996 อางถึงโดย Boonyatuma- 
nond, 1999) 
 
การแพรกระจายของแอนทราซีนในอากาศ  (ASTDR, 1996) 
           แอนทราซีนและสารพิษชนิดอื่นที่แพรกระจายอยูในอากาศ  สวนใหญเกิดจากการเผา- 
ผลาญของเชื้อเพลิงตาง ๆ ทั้งจากยานยนตที่ใชในการคมนาคมขนสง    เตาเผาเชื้อเพลิงในโรงงาน 
อุตสาหกรรม  โรงไฟฟา และเตาเผาขยะ   แอนทราซีนและสาร PAHs ในชั้นบรรยากาศสามารถอยู 
ในสถานะที่เปนไอ หรืออาจพบเกาะติดอยูกับอนุภาคแขวนลอยที่มีขนาดของอนุภาคเล็กกวา 1  
ไมครอน   จากการตรวจสอบสภาพอากาศที่กรุง Antwerp ประเทศเบลเยียม โดย Baeker และ 
คณะ ในป 1991 ไดรายงานอัตราสวนของสารแอนทราซีนที่เกาะติดอยูกับอนภุาคแขวนลอยตอ 
สารแอนทราซีนที่อยูในสถานะกาซมีคาเทากับ 0.03    สารแอนทราซีนและ PAHs ชนิดตาง ๆ เมื่อ 
แพรกระจายอยูในบรรยากาศอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีเมื่อถูกแสง (direct photolysis)  
หรืออาจเกิดปฏิกิริยากับสารออกซิไดซ  เปลี่ยนไปอยูในรูปไอระเหยโดยมีคร่ึงชีวิตประมาณ 1.67  
วัน   การถูกดูดซับโดยอนุภาคแขวนลอยในชั้นบรรยากาศ   จะทําใหการเปลี่ยนแปลงทางเคมีเนื่อง 
จากแสงและการทําปฏิกิริยากับสารออกซิไดซของแอนทราซีนเกิดไดนอยลง 
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           โดยทั่วไปแอนทราซีนที่แพรกระจายอยูในอากาศมักจะอยูในสถานะที่เปนไอ   ซึ่งมีอยูมาก 
กวา 78 %  การสลายตัวของสารเกิดขึ้นไดทั้งกระบวนการทางเคมี (ทําปฏิกิริยากับสารออกซิไดซ)   
และเกิดการสลายตัวโดยแสง     ซึ่งแอนทราซีนที่อยูในสถานะไอจะสลายตัวไดเร็วกวาสารที่เกาะ 
ติดอยูกับอนุภาคแขวนลอยในอากาศ    คร่ึงชีวิตตอการสลายตัวของแอนทราซีนมีคาตางกันตั้งแต 
หลายชั่วโมงจนถึงหลายวัน   การที่สารดังกลาวมีคร่ึงชีวิตในการสลายตัวเปนระยะเวลาหลายวัน 
แสดงวาเกาะติดอยูกับอนุภาคแขวนลอยในอากาศที่มีขนาดใหญกวา 1 ไมครอน และแพรกระจาย 
ไปไดเปนระยะทางไกล ๆ 
 
ตารางที่ 2.4 ปริมาณแอนทราซีนที่แพรกระจายอยูในอากาศ  (ASTDR , 1996) 
 
ตัวอยาง แหลงกําเนิดแอนทราซีน 
1 โรงงานผลิตเชื้อเพลิงจากถานหินปลอยสารแอนทราซีนออกสูบรรยากาศโดยมีความ

เขมขนในชวง 0.4 – 100 นาโนกรัม/ลบ.ม. 
2 สลัดจจากเตาเผาขยะปลอยสารแอนทราซีนออกสูบรรยากาศ โดยมีความเขมขนในชวง 

7.7 ไมโครกรัมตอตัวอยาง 
3 ขี้เถาจากเตาเผาขยะมีสารแอนทราซีนในชวงความเขมขน 10 – 500 นาโนกรัม/กรัม 

และคาเฉลี่ยจาก 5 ตัวอยางมีความเขมขนของสารดังกลาว 146 นาโนกรัม/กรัม 
4 กังหันน้ํามันที่ใชน้ํามันเบนซินเปนเชื้อเพลิงจะปลอยสารผสมของแอนทราซีนและฟ-

แนนทรีนในชวงความเขมขน 0.53 – 106 นาโนกรัม/ลบ.ม. คาเฉลี่ยความเขมขนของ
สารผสมทั้งสองชนิดดังกลาวจาก 8 ตัวอยางมีคาเทากับ 17.31 นาโนกรัม/ลบม. 

5 จากการตรวจสอบปริมาณแอนทราซีนในตัวอยางน้ํามันเบนซิน 4 ตัวอยาง พบวามี
ความเขมขนในระดับที่ไมสามารถตรวจวัดได 1 ตัวอยาง  สวนอีก 3 ตัวอยางมีความ
เขมขนสารเทากับ 0.33, 2.6 และ 2.7 มก./ลิตร ตามลําดับ  และถูกปลอยสูบรรยากาศ
ในสภาวะกาซจากรถยนตที่ใชน้ํามันเบนซิน  โดยมีความเขมขนเฉลี่ย 5.3, 12, 21 และ 
28 ไมโครกรัม/ลบ.ม.  

6 กระบวนการเผาไหมยางทําใหเกิดสารแอนทราซีนที่มีความเขมขน 85,000 ไมโครกรัม/
กก. ของยาง 
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กลไกการเกิดพิษของแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอ่ืน 
 
           มีรายงานวา 80 %  ของมะเร็งที่เกิดขึ้นในมนุษยมีสาเหตุมาจากปจจัยทางสิ่งแวดลอม    
โดยเฉพาะอยางยิ่งการสัมผัสกับสารเคมีตาง ๆ  ซึ่งแตกตางกันในแตละบุคคล  โดยขึ้นอยูกับอาชีพ 
และวิถีการดํารงชีวิต ถึงแมวายังไมมีรายงานเกี่ยวกับสมบัติในการเปนสารกอมะเร็งของแอนทรา- 
ซีน   แตสารนี้ก็ยังมีความสําคัญในแงที่เปนโครงสรางพื้นฐานของ PAHs ที่เปนสารกอมะเร็งหลาย 
ชนิด    เชนเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางเคมีของแอนทราซีนโดยเติมวงเบนซีน 1 วง จะเกิด 
เปนสารเบนซ[เอ]แอนทราซีนซึ่งเปนสารพื้นฐานที่กอใหเกิดโรคมะเร็ง   เมื่อทําการเพิ่มวงเบนซีนที่ 
โครงสรางของสารเบนซ[เอ]แอนทราซีน   จะไดสารใหมเปนไดเบนซ[เอ, เอช]แอนทราซีน และเบน- 
โซ[เอ]ไพรีน  ที่เปนพิษและกอใหเกิดโรคมะเร็งอยางรายแรง  นอกจากนี้สารกอมะเร็งที่เปนอนุพันธ 
ของสารแอนทราซีนยังประกอบดวย   3-เมทธิลโคแลนทรีน (3-methylcholanthrene),  7,12 – ได 
เมทธิลเบนซ[เอ]แอนทราซีน (7,12-dimethylbenz[a]anthracene)  (Vo-Dinh, 1989) ดังแสดง 
โครงสรางทางเคมีของสารตาง ๆ ดังกลาวในรูปที่ 2.3 

 
รูปที่ 2.3 โครงสรางทางเคมีของสารกอมะเร็งที่เปนอนุพันธของสารแอนทราซีน (Vo-Dinh, 1989) 
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           PAHs บางชนิดเมื่อเขาสูรางกายของสิ่งมีชีวิตจะถูกเมตาบอไลซ (metabolize) โดย 
เอนไซมไซโตโครมพี 450 (cytochrome P450) ทําใหเกิดการเติมหมูไฮดรอกซี (-OH) ที่วงเบนซีน   
ไดเปนสารอนุพันธอีปอกไซด (epoxide) ของ PAHs   ซึ่งเปนสารตัวกลางที่มีขั้วมากขึ้น   และเปน 
กลไกของการเกิดโรคมะเร็ง      อนุพันธอีปอกไซดของสาร PAHs เปนสารที่วองไวมาก    สามารถ 
สรางพันธะโควาเลนทไดดีกับสารพวกโปรตีนและกรดนิวคลีอิก     จากการศึกษาตําแหนงบนโครง- 
สรางของดีเอ็นเอ (DNA)   พบวาเบสและหมูฟอสเฟต (PO4

- ) เปนตําแหนงที่สรางพันธะโควาเลนท 
กับสารกอมะเร็ง   โดยเบสกัวนีนมีศักยภาพในการจับกับสารกอมะเร็งไดดีที่สุด   (Vo-Dinh, 1989)    
รูปที่ 2.4 แสดงการเปลี่ยนโครงสรางของสารเบนโซ[เอ]ไพรีนไปเปนสารอีปอกไซดและไดออล(diol)       
โดยการถูกออกซิไดซดวยเอนไซมในขบวนการทางชีวภาพ 
 
 
 

 
 
รูปที่ 2.4 แสดงการแปรสภาพของสารกอมะเร็งไปเปนสารอนุพันธ (Vo-Dinh, 1989) 
 
           เมื่อเกิดปฏิกิริยาระหวางอนุพันธของ PAHs กับดีเอ็นเอ มีผลทําใหบางสวนของดีเอ็นเอเสีย 
หาย   ภายในเซลจะมีระบบซอมแซมดีเอ็นเอโดยตดัสวนที่เสียหายทิ้งไป   และเสริมสรางสวนที่ดี 
เขามาแทนใหเหมือนเดิม   ถาการซอมแซมนี้เปนไปตามปกติเซลก็จะเจริญไดตามปกติเหมือนเซล 
เดิม   แตถาการซอมแซมผิดไปจากเดิมหรือไมมีการซอมแซมเกิดขึ้น    ดีเอ็นเอนั้นก็จะยังคงเสีย 
หายหรือมีลําดับเบสผิดไปจากเดิม   เมื่อเซลนั้นแบงตัวจะไดเซลใหมที่มีดีเอ็นเอตางไปจากเซลเดิม 
คือเปนเซลที่เกิดการกลายพันธุขึ้น   โดยการกลายพันธุที่เกิดขึ้นกับเซลของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมนั้น 
เกดิขึ้นไดกับทั้งเซลสืบพันธุและเซลรางกาย (Vo-Dinh, 1989) 
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การทดสอบการกลายพันธุ   (Ames et al . , 1975) 
ในการทดสอบการกลายพันธุกับส่ิงมีชีวิต   มีวิธีการทดสอบระยะสั้นภายนอกรางกายของ 

สิ่งมีชีวิต ( short term test in vitro)    ที่นิยมกันมากคือการทดสอบเอมส (Ames test)   โดยใช 
เชื้อกลายพันธุของ Salmonella typhimurium ชนิดที่ไมสามารถเจริญไดในอาหารที่ไมเติมฮิสทิดีน  
(his-)   และเมื่อสารคารซิโนเจนเขาไปจับที่ตําแหนงยีนดังกลาว   จะทําใหเกิดกลายพันธุซ้ํา  กลาว 
คือเชื้อซาลโมเนลลารุนตอมาจะสามารถสังเคราะหฮิสทิดีนไดเอง (his+)      จึงเจริญในอาหารที่ไม 
เติมฮิสทิดีนได 

สารพิษบางชนิดไมกอใหเกิดการกลายพันธุจนกวาจะเกิดการแปรสภาพทางชีวภาพโดย 
เอนไซมโมโนออกซีจีเนส (monooxygenase) เสียกอน      เอนไซมชนิดนี้พบเฉพาะในสิ่งมีชีวิตจํา- 
พวกยูคารีโอท (eukaryote) เทานั้น        ดังนั้นในการทดสอบการกลายพันธุแบบเอมสจึงมักเติม 
ไมโครโซมของสัตวทดลองชนิดยูคารีโอทลงในหลอดทดสอบที่มีเชื้อซาลโมเนลลาชนิดกลายพันธุ   
รวมทั้งสารที่ตองการทดสอบ   แลวมีการวิเคราะหประสิทธิภาพในการกลายพันธุของสารตาม 
จํานวนโคโลนีของเชื้อที่เจริญไดในอาหารที่ไมเติมฮิสทีดีน 

ประมาณ 90 % ของสารกอมะเร็งที่รูจักกันทั่วไปใชการทดสอบแบบเอมส   สารเคมีที่ถูก 
สังเคราะหข้ึนใหม   โดยเฉพาะอยางยิ่งสารที่จะนําไปใชในวงการคาและอุตสาหกรรมจะตองผาน 
การทดสอบโดยวิธีดังกลาวนี้   สารที่ใหผลบวกในการทดสอบจะตองมีการวิจัยในขั้นตอไปเพื่อ 
ประเมินถึงผลที่จะเกิดตอสุขภาพของมนุษย 

สารเคมีบางชนิดไมมีสมบัติในการเปนสารกอมะเร็งโดยตรง      แตถาสารดังกลาวเขาสู
รางกายของสิ่งมีชีวิตในกลุมยูคารีโอท   แลวถูกเมตาบอไลซโดยเอนไซมไซโตโครมพี 450 จะทําให
โครงสรางบางสวนของสารเปลี่ยนไป   กลายเปนสารกอมะเร็งได   ซึ่งการถูกกระตุนโดยเอนไซมนี้
ขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง  เชน ชนิดของสิ่งมีชีวิต ระดับพันธุกรรม อายุ และเพศ   จากรายงาน
วิจัยตาง ๆ ซึ่งทดสอบการเปนสารกอกลายพันธุภายในหลอดทดลองของสารเคมี   พบวามีสารเคมี
หลายชนิดในธรรมชาติที่มีสมบัติในการลดศักยภาพในการกอกลายพันธุของสารทดสอบ  แตอยาง
ไรก็ตามมีรายงานวิจัยนอยมากที่ทําการทดลองในระบบเซลของสิ่งมีชีวิตโดยตรง ในป 1994 Bu-
Abbas   และคณะไดรายงานถึงศักยภาพของแอนทราซีนในการตานการกลายพันธุของสารกอมะ-
เร็ง 2-อะมิโน-3-เมทธิลอิมิดาโซ[4,5-เอฟ]ควิโนลีน (2-amino-3-methylimidazo[4,5,f]quinoline)  
ซึ่งเรียกชื่อในงานวิจัยนี้วา สาร IQ  โดยจะพบการปะปนของสารดังกลาวในอาหาร   เหตุที่ผูวิจัย
เลือกใชแอนทราซีนในการศึกษาก็ดวยเหตุผล 3 ประการคือ 
           1. แอนทราซีนไมมีสมบัติเปนสารกอมะเร็ง         และใหผลลบในการทดสอบพิษในระดับ 
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พันธุกรรมในการทดสอบระยะสั้น 
           2. โครงสรางโมเลกุลของแอนทราซีนประกอบดวยเบนซีน 3 วงเรียงกันเปนเสนตรงในแนว 
ระนาบ   จะเขาไปทําปฏิกิริยากับโปรตีน CYP1 ซึ่งเปนแฟมิลีหนึ่งของไซโตโครมพี 450 โดยแฟมิลี  
CYP1 เกี่ยวของมากที่สุดกับกลไกการเกิดมะเร็งของสารเคมี  (Ioannides and Parke,1975 อาง 
ถึงโดย Bu-Abbas et al . , 1994) 
           3. จากการศึกษาในเบื้องตนพบวา  สารแอนทราซีนที่ฉีดเขาทางเสนเลือดของหนูทดลอง    
ไมมีผลไปชักนํากิจกรรมของเอนไซม CYP1 (Ayrton et al ., 1987 อางถึงโดย Bu-Abbas et al . ,  
1994) 
           ผลจากการทดลองเติมแอนทราซีนลงในหลอดทดลองของสาร IQ ที่ผานการกระตุนดวย 
เอนไซม CYP1 โดยตรง (in vitro)   กับการฉีดแอนทราซีนเขาไปทางเสนเลือดปริมาณ 20 มก./กก.  
ของน้ําหนักหนูทดลองแลวจึงกระตุนสาร IQ ดวยเอนไซมจากไมโครโซมของหนูดังกลาว   ติดตาม 
ศักยภาพในการกลายพันธุของสาร IQ โดยใชการทดสอบแบบเอมส      พบวาแอนทราซีนมีสมบัติ 
ในการตานการกลายพันธุของสาร IQ เฉพาะกรณีที่เติมแอนทราซีนลงในหลอดทดลองโดยตรง    
ซึ่งสารนี้จะไปมีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมไซโตโครมพี 450 แฟมิลี 1  และเขาไปทําปฏิกิริยากับ 
อนุพันธของสาร IQ    โดยอนุพันธดังกลาวเกิดจากสาร IQ ถูกแปรสภาพทางชีวภาพดวยเอนไซม 
ไซโต-โครม พี 450 แฟมิลี 1 ทําใหอนุพันธนี้ไมมีความไวในการเปนสารกอกลายพันธุ   ดวยผล 
ยับยั้งของแอนทราซีนทั้ง 2 ประการดังกลาว จึงมีผลในการลดการสมบัติในการเปนสารกอมะเร็ง 
ของสาร IQ 
           แตจากการทดสอบภายในเซลของสิ่งมีชีวิตโดยฉีดแอนทราซีนเขาไปทางเสนเลือดของหนู 
ทดลอง   พบวาสารนี้ไมมีผลตอระดับเอนไซมที่เกี่ยวของกับการแปรสภาพทางชีวภาพของสาร IQ   
ดังนั้นจากการเปรียบเทียบผลการทดลองสรุปไดวาแอนทราซีนมีศักยภาพตอตานการกลายพันธุ 
ของสาร IQ เฉพาะภายนอกเซลของสิ่งมีชีวิตเทานั้น (Bu-Abbas et al ., 1994) 
 
ความเปนพิษ (toxicity) ของสารอนุพันธของแอนทราซีน 
 
           จากรายงานวิจัยตาง ๆ มีการศึกษาถึงความสัมพันธระหวางโครงสรางโมเลกุลของสาร  
PAHs กับสมบัติในการเปนสารกอมะเร็ง     พบวาเฉพาะสาร PAHs ที่มีวงเบนซีนตั้งแต 4 วงขึ้นไป 
เทานั้นที่มีผลในการกอมะเร็ง  นอกจากนี้ยังพบวาการเติมหมูเมทธิลที่ตําแหนงจําเพาะในโครง- 
สรางโมเลกุลของ PAHs จะมีผลเพิ่มสมบัติในการกอมะเร็งของสารดังกลาว   โดยมีรายงานที่กลาว 
ถึงการเปนสารคารซิโนเจนของสารอนุพันธจากแอนทราซีนและฟแนนทรีน (LaVoie and Rice,  
1988) 
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พิษตอพืชและสัตวในน้ํา 
           พิษแบบเฉียบพลันของสารแอนทราซีนหมายถึงปริมาณสารที่ทําใหสัตวบก นก หรือปลา  
ตาย  และทําใหพืชมีอัตราการเจริญลดลงหรือตาย   การเกิดพิษดังกลาวจะเห็นไดจากการตายของ 
พืชหรือสัตวภายใน 2-4 วัน หลังจากสัมผัสกับสารพิษ   สวนความเปนพิษของแอนทราซีนตอพืช    
โดยทดสอบกับขาวโพด   พบวาสารนี้ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงขนาดของราก  หรือตออัตราการ 
หายใจของขาวโพด  ( The New Jersey Department of Health and Senior Services, 1998) 
           Campanella และ Perrin (1997) รายงานการทดลองเกี่ยวกับพิษของสารแอนทราซีนตอ 
พืชโดยอาศัยผลทดสอบทางชีวภาพ ใชวิธีวัดคาการดูดซับสารที่รากของพืช 2 ชนิด คือ Calystegia  
sepium  และ Medicago sativa   ใชสารแอนทราซีนที่ติดฉลากกัมมันตภาพรังสีของ 14C ผสม 
สารดังกลาวในอาหารเหลวและอาหารชนิดเจล   กําหนดความเขมขนสารในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
เทากับ  0, 5, 10 และ 100 ppb   และในอาหารชนิดเจลมีความเขมขนแอนทราซีนเปน  0, 10 และ  
100 ppb จากผลการทดลองพบวา     รากพืชที่ดูดซับสารแอนทราซีนจากอาหารเหลวมีความเขม- 
ขนของแอนทราซีนสูงกวาสารอาหารที่พืชใชในการเจริญ 50 – 60 เทา      และทุกความเขมขนของ 
แอนทราซีนที่ใชในการทดลองไมมีผลเปนพิษตอการเจริญของพืช (no phytotoxic)        ในกรณีที่ 
รากดูดซับสารแอนทราซีนจากอาหารชนิดเจล    ที่ทุกระดับความเขมขนของสารก็ไมมีผลเปนพิษ 
ตอพืชเชนเดียวกนั  
           นอกจากจะพบความเปนพิษแบบเฉียบพลันของแอนทราซีนตอสัตวน้ําและตอนกแลว   ยัง 
ไดมีการศึกษาถึงผลกระทบระยะยาวของสารดังกลาวตอส่ิงมีชีวิต   โดยแอนทราซีนและ PAHs  
ชนิดอื่นมีโอกาสเขาไปสะสมในเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต จากการกินอาหาร ดื่มน้ํา และหายใจเอา 
อากาศที่มีสารพิษปนเปอนเขาไป   ซึ่งสารพิษกลุมนี้จะสะสมในเนื้อเยื่อและอวัยวะภายในตาง ๆ  
ทั้งของคนและสัตว   นอกจากนี้ยังพบวาแอนทราซีนมีผลทําใหเกิดพิษเร้ือรังตอสัตวน้ํา โดยคาดวา 
ความเขมขนของสารดังกลาวในเนื้อเยื่อของปลาสูงกวาในน้ําที่ปลาอาศัยอยู    และพบการสะสม 
ทางชีวภาพ (bioaccumulation) ของสารแอนทราซีนใน  polychaete worms ชนิดที่เปนอาหาร 
ของสัตวในทะเลทรายทั้งชนิดที่มีกระดูกสันหลังและไมมีกระดูกสันหลัง (Venchueren,1996)  
มีการศึกษาความเปนพิษของแอนทราซีนตอจุลินทรีย    พบวาที่ระดับความเขมขนมากกวา 0.075  
มก./ลิตร จะมีผลตอจุลินทรียถึง 50 % จากทั้งหมด   และมีผลยับยั้งการสังเคราะหแสงของ  
Selenastrum capricornutum  (Venchueren,1996) 
           Krivobok และคณะ (1998) รายงานวา แอนทราซีนปริมาณ 0.1 กรัม/ลิตร  ไมมีผลเปนพิษ 
ตอราทั้ง 39 สายพันธุที่นํามาทดสอบ   แตพบวาที่ระดับความเขมขนต่ํากวา 100 มก./ลิตร สาร 
ทดสอบมีผลยับยั้งการเจริญของ Deratomyces stemonitis และ Cylindrocarpon destructans   
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นอกจากนี้แอนทราซีนปริมาณ 0.1 และ 1 กรัม/ลิตร จะมีผลอยางมากในการยับยั้งการสรางเสนใย 
ของ Sporormiella australis และ Sporothrix  cyanescens ตามลําดับ 
พิษตอสัตวทดลอง 
           คา LD50 เมื่อฉีดเขาเสนเลือดหนู (mice) มีคาเทากับ 430 มก./กก. 
 
ความสามารถในการเปนสารกอกลายพันธุ (mutagenicity) (LaVoie and Rice, 1988) 
           เมื่อทดสอบคุณสมบัติในการเปนสารกอกลายพันธุทั้งของแอนทราซีนและสารอนุพันธซึ่ง 
เกิดจากการแทนที่คารบอนในโครงสรางโมเลกุลของแอนทราซีน   ใชการทดสอบแบบเอมสโดย     
เติมสารปริมาณ 5 – 200 ไมโครกรัม/จานอาหารเลี้ยงเชื้อ      ติดตามการเพิ่มจํานวนของ    
Salmonella typhimurium สายพันธุ TA98 และ TA100 ที่เพิ่มข้ึนเปน 2 เทา     พบวาที่ความเขม- 
ขนที่กําหนดสารแอนทราซีนไมมีคุณสมบัติในการเปนสารกอกลายพันธุ     สวนอนุพันธของแอน- 
ทราซีนที่มีคุณสมบัติดังกลาวคือ 9,10-ไดเมทธิลแอนทราซีน (9,10-dimethylanthracene) และ  
2,3,9,10-ไตรเมทธิลแอนทราซีน (2,3,9,10-trimethylanthracene)  
           การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันเนื่องจากแสงของ 9,10-ไดเมทธิลแอนทราซีน ทําใหเกิดสาร 
เปอรออกไซด (peroxide) ซึ่งสารดังกลาวมีความเสถียรและมีสวนเกี่ยวของในการกระตุนให 9,10- 
ไดเมทธิลแอนทราซีนกลายเปนสารกอกลายพันธุ โดยพบวาทําใหเกิดการกลายพันธุใน  
Drosophila melanogaster   และชักนําใหเกิดความผิดปกติในการสังเคราะหดีเอ็นเอในเซลตับ 
ของหนู 
           2-เมทธลิแอนทราซีน (2-methylanthracene)  และ 9-เมทธิลแอนทราซีน (9-methyl- 
anthracene) เปนสารกอกลายพันธุในเซล lymphoblast ในคน 
           แอนทราลิน (anthralin) เปนสารเริ่มตนในการกอมะเร็งจากการทดสอบบนผิวหนังของหนู 
ทดลอง       รูปที่ 2.5  แสดงโครงสรางของแอนทราซีนเปรียบเทียบกับ  9,10-ไดเมทธิลแอนทราซีน  
และแอนทราลิน 

 anthracene    9,10-dimethylanthracene   anthralin 
รูปที่ 2.5 โครงสรางของแอนทราซีน , 9,10-ไดเมทธิลแอนทราซีน และแอนทราลิน (LaVoie and    
Rice, 1988) 
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ความสามารถในการเปนสารกอมะเร็ง (carcinogenicity) (LaVoie and Rice, 1988) 
           ยังไมมีรายงานเกี่ยวกับการเปนสารกอมะเร็งของแอนทราซีนในคน  แตที่ความเขมขนสูง ๆ  
แอนทราซีนกอใหเกิดมะเร็งในสัตวทดลองได    เชนเมื่อทดสอบที่ผิวหนังของหนูสายพันธุ Swiss  
Millerton ปริมาณแอนทราซีน 150 มก./กรัม มีความสามารถในการชักนําใหเกิดมะเร็งไดอยาง 
สมบูรณ 
           เมื่อทดสอบความสามารถในการเปนสารกอมะเร็งของอนุพันธของแอนทราซีนโดยทดสอบ 
ที่ผิวหนังของหนูสายพันธ CDI  พบวา 9,10-ไดเมทธิลแอนทราซีน, 2,9,10-ไตรเมทธิลแอนทราซีน  
และ 2,3,9,10-เตตระเมทธลิแอนทราซีน (2,3,9,10-tetramethylanthracene) ปริมาณ 1 มก./กก.  
เปนสารชักนําใหเกิดเนื้องอก (tumor initiator)  
           มีรายงานเกี่ยวกับการเปนสารกอมะเร็งของแอนทราลิน  และเมื่อทดสอบสารดังกลาวรวม 
กับเบนโซ[เอ]ไพรีน  มีผลทําใหเกิดมะเร็งที่ผิวหนังของหนูทดลอง 
           สํานักงานคุมครองสิ่งแวดลอมสหรัฐอเมริการะบุปริมาณสารแอนทราซีนและ PAHs บาง 
ชนิดที่ยอมรับได              ซึ่งถาพบสาร PAHs เกินกวาปริมาณที่กําหนดจะเปนอันตรายตอสุขภาพ    
ดังแสดงในตารางที่ 2.5 
ตารางที่ 2.5 ระดับปริมาณสูงสุดของแอนทราซีนและ PAHs บางชนิดที่พบในรางกายของมนุษย 
ซึ่งอยูในระดับที่ยอมรับได  (จินตนา  สายวรรณ, 2541) 
 

ชนิดของสาร PAHs ระดับที่ยอมรับ (มก./กก.ของน้ําหนักตัว) 
แอนทราซีน 0.3 
อะซีแนพธีน 0.06 
ฟลูออแรนธีน 0.04 
ฟลูออรีน 0.04 
ไพรีน 0.03 

 
วิธีการทําลายแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอ่ืน 
           แอนทราซีน และสารพิษตาง ๆ ที่อยูในดินอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงไดหลายลักษณะดังนี้ 
1. สลายตัวโดยปฏิกิริยาเคมี (chemical decomposition) 
2. สลายตัวโดยแสง (photooxidation) 
3. ระเหยจากดินสูบรรยากาศ (volatization) 
4. เคลื่อนยายไปสูแหลงน้ํา (movement by runoff and watertable) 
5. เขาสูสิ่งมีชีวิต (bioaccumulation) 
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6. ถูกจุลินทรียยอยสลาย (microbial degradation) 
 

           การเปลี่ยนแปลงในลักษณะดังกลาวทําใหสารพิษสวนหนึ่งลดปริมาณลง แตอยางไรก็ตาม 
ปริมาณการปนเปอนของสารเคมีอันตรายตาง ๆ ในสิ่งแวดลอมยังคงมีปริมาณสูง   โดยเฉพาะ 
อยางยิ่งสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงก็ยังคงตกคางในสิ่งแวดลอม   เนื่องจากละลายน้ําได 
นอยมาก   และถูกดูดซับโดยอนุภาคที่อยูในดิน  จึงยากตอการถูกทําลาย (Cerniglia, 1992) 
           ขั้นตนของการบําบัดสารพิษจะตองทราบถึงองคประกอบของสาร เพื่อใหสามารถคดัเลือก 
และกําหนดวิธีการที่เหมาะสมในการจัดการ   โดยอาจใชวิธีการทําลายฤทธิ์ดวยระบบเคมี-ฟสิกส  
(chemical-physical treatment)   การเผาที่อุณหภูมิสูง (incineration) และกําจัดกากที่เหลือโดย 
วิธีฝงกลบ (land disposal) ในที่สุด   แตอาจมีมลพิษบางตัวที่เกิดขึ้นจากการทําลายสารซึ่งตองมี 
การกําจัดในข้ันตอนตอไป     วิธีลดการปนเปอนของแอนทราซีนและสารพิษดังกลาวมีขอดีคือ  ใช 
ประโยชนในกรณีที่สารเคมีแพรกระจายไปสูบริเวณขางเคียงอยางรวดเร็ว   แตมีขอเสียคืออาจกอ 
ใหเกิดสารพิษชนิดใหมขึ้นได   และขั้นตอนการบําบัดยังเสียคาใชจายสูงอีกดวย (Lee,1995) 

การบําบัดโดยวิธีชีวภาพ (bioremediation)  
เปนทางเลือกหนึ่งในการชวยลดความเปนพิษของแอนทราซีน และ PAHs รวมทั้งกากของ 

เสียอันตรายชนิดอื่น ๆ    มีรายงานวิจัยพบวาการยอยสลายสารพิษโดยจุลินทรียเปนกระบวนการ 
หลักที่มีผลลดการปนเปอนของดินและตะกอนดิน      โดย PAHs บางชนิดจะถูกยอยสลายไดอยาง 
สมบูรณ (mineralization) ไดเปนคารบอนไดออกไซด น้ํา และพลังงานในการเจริญของเชื้อ หรือ  
PAHs บางชนดิอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางบางสวน (partially transformed)    กระบวน 
การทั้งสองชนิดดังกลาวอาจเกิดโดยเชื้อเพียงชนิดเดียว หรือโดยกลุมจุลินทรีย (Cerniglia, 1992) 
           ขอไดเปรียบของวิธีบําบัดการปนเปอนของแอนทราซีน และ PAHs อ่ืน ๆ โดยใชการยอย 
สลายดวยวิธีชีวภาพ คือ สามารถปฏิบัติไดในพื้นที่ที่เกิดการปนเปอนและทําใหพื้นที่ดังกลาวเกิด 
ความเสียหายนอยที่สุด   ชวยลดคาใชจายในการขนสงและคาแรงงาน   สามารถกําจัดสารพิษได 
อยางถาวร  และยังทาํการบําบัดควบคูไปกับวิธีทางเคมี  เพื่อใหสามารถทําลายสารพิษไดอยาง 
สมบูรณ 
           แตอยางไรก็ตามการยอยสลายโดยวิธีชีวภาพก็มีขอเสีย คือ สารที่มีคลอรีนหรือโลหะเปน 
องคประกอบในปริมาณสูงจะไมถูกทําลาย หรืออาจมีการผลิตสารตัวกลางที่มีความเปนพิษสูงกวา 
สารตั้งตน   และเสียคาใชจายสูงกวาวิธีอ่ืน ๆ สําหรับข้ันแรกของการปฏิบัติงาน รวมทั้งตองมีการ 
ควบคุมปจจัยตาง ๆ ทั้งทางชีวภาพและกายภาพ 
           การบําบัดทางชีวภาพสามารถปฏิบัติไดทั้งในพื้นที่ที่มีการปนเปอน (in situ)    หรือขนยาย 
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สารพิษไปบําบัดนอกพื้นที่ (ex situ)   โดย Marks และคณะ รายงานในป 1992 ถึงการพัฒนาวิธี 
บําบัด PAHs    ในขั้นแรกใชเชื้อยอยสลายสารพิษเพื่อใหโครงสรางบางสวนถูกทําลาย   ขั้นตอมาก็ 
นําวิธีการบําบัดดิน (land treatment) เขามาชวย   เพื่อใหสารตัวกลางที่เกิดขึ้นถูกกําจัดอยาง 
สมบูรณ  วิธีการดังกลาวชวยลดคาใชจายเมื่อเทียบกับการทําลาย PAHs โดยการเผาที่อุณหภูมิสูง 
ไดถึง 3 เทา 
           การยอยสลาย PAHs โดยเชื้อจุลินทรียบริสุทธิ์และกระบวนการโคเมตาบอลิสมรวมของ 
กลุมเชื้อจุลินทรียมีการศึกษามาประมาณ 80 ปแลว (Cerniglia, 1992) แตการจะนําวิธีดังกลาวมา 
ใชลดการปนเปอนของแอนทราซีน และ PAHs ไดอยางมีประสิทธิภาพนั้น   จําเปนจะตองทําความ 
เขาใจเกี่ยวกับเชื้อจุลินทรีย  ระบบเอนไซมและสภาพแวดลอมที่จําเปนตอการเจริญของจุลินทรีย    
เพื่อใหเกิดการยอยสลายไดมากที่สุด    โดย PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่าจะถูกยอยสลายไดเร็วกวา  
PAHs ชนิดที่มีมวลโมเลกุลสูงกวา   
  

ขอไดเปรียบของแบคทีเรียตอการนํามาใชในเทคนิคการยอยสลายทางชีวภาพ  
รายงานวิจัยตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายของสารเคมีอันตรายโดยใชวิธีบําบัดทาง 

ชีวภาพ   มักจะมุงเนนไปที่การใชแบคทีเรียเปนตัวยอยสลายมากกวารา     ทั้งนี้เนื่องมาจากการ 
เลี้ยงเชื้อทําไดงาย  เจริญเติบโตไดเร็วและเหมาะกับการศึกษาในระดับพันธุกรรม        รวมทั้งมี 
ความสามารถในการยอยสลายแอนทราซีนและสารเคมีปนเปอนอื่น ๆ เพื่อนํามาใชเปนแหลง 
คารบอนหรือแหลงพลังงานไดดีกวา (Bouwer and Zehnder, 1993) 
           สาร PAHs บางชนิดจะถูกยอยสลายบางสวนโดยระบบเอนไซมยอยสลายลิกนินของรา- 
ไวทรอท (white rot fungi)  ซึ่งประกอบดวยเอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (lignin peroxidase)   
และแมงกานีสเปอรออกซิเดส (manganese peroxidase)   แตตองใชสภาวะโคเมตาบอลิสม (co- 
metabolism) ในการยอยสลายรวมกับสารอินทรียชนิดอื่น (secondary substrate) ที่ยอยไดงาย 
กวา  เชน เซลลูโลส กลูโคส    ในกระบวนการโคเมตาบอลิสมรวมของสารเคมีอันตรายสารดังกลาว 
จะถูกเปลี่ยนรูปไปเพียงบางสวนเทานั้น    ซึ่งการเปลี่ยนแปลงนี้อาจไมมีผลในการลดความเปนพิษ 
ของสาร   ดังนั้นจึงมีควรมีการใชเชื้อผสมระหวางแบคทีเรียและราในการยอยสลายสารพิษเพื่อให 
กระบวนการดังกลาวเกิดขึ้นอยางสมบูรณ     ตัวอยางเชนรายงานวิจัยของ Boonchan, Britz และ  
Stanley (2000) ซึ่งกลาวถึงประสิทธิภาพของเชื้อผสมระหวางรา Penicillium janthinellum VUO  
10201 กับแบคทีเรีย Stenotrophomonas  maltophilia VUN 10010 หรือรากับกลุมแบคทีเรีย  
(consortium) VUN 10009    ในการยอยสลาย PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงซึ่งปนเปอนอยูในดิน    
มีผลทําให 53 % ของเบนโซ[เอ]ไพรีน   เกิดการยอยสลายอยางสมบูรณไดเปนคารบอนไดออกไซด      
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ซึ่งกลุมเชื้อผสมระหวางแบคทีเรียกับรานี้จะลดประสิทธิภาพในการเปนสารกอกลายพันธุของสาร  
PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงไดดีกวาการใชเชื้อจุลินทรียเพียงเชื้อเดียว 
           รายอยแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่นโดยเติมหมูไฮดรอกซี (-OH) ที่วงเบนซีน   ในขณะที่ 
แบคทีเรียออกซิไดซสารดังกลาวโดยการเติมออกซิเจนที่วงเบนซีน โดยอาศัยกลไกของระบบ 
เอนไซมไดออกซีจีเนส   ซึ่งออกซิเจนจะเขาไปทําปฏกิิริยากับสารโดยตรง        หรือไปทําหนาที่เปน 
ตัวรับอิเล็กตรอนในปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชันเพื่อสรางพลังงานและวัตถุดิบในการสังเคราะห 
เซลของจุลินทรีย     โดยไดแคทธีคอล (catechol) เปนผลิตภัณฑสุดทายกอนที่ PAHs จะถูกยอย 
สลายอยางสมบูรณไดเปนน้ําและคารบอนไดออกไซด (CO2)   สําหรับกรณีที่แบคทีเรียใช PAHs  
ชนิดนั้น ๆ เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดอยางสมบูรณ   ซึ่งแคทธีคอลจะเกิดการแตกวง 
ได 2 แบบขึ้นกับสายพันธุแบคทีเรีย  คือการแตกวงแบบออโธ (ortho clevage)  ที่เกิดระหวาง 
พันธะคารบอนของหมูไฮดรอกซี 2 หมู   สวนการแตกวงแบบเมตา (meta clevage) จะเกิดใน 
ตําแหนงพันธะคารบอนที่อยูใกลเคียงกับหมูไฮดรอกซีหมูใดหมูหนึ่ง      โดยอาศัยกิจกรรมของ 
เอนไซมไดออกซีจีเนสเชนเดียวกัน     แบคทีเรียที่สามารถออกซิไดซอินโดล (indole) เปนอินดิโก  
(indigo)      จะสังเกตไดจากโคโลนีของแบคทีเรียที่เปลี่ยนเปนสีน้ําเงินหลังจากไดรับไอระเหยของ 
อินโดล แสดงวามีการแตกวงแบบออโธเกิดขึ้น     สวนการแตกวงแบบเมตาสังเกตไดจากโคโลนี 
ของแบคทีเรียที่เปลี่ยนเปนสีเหลืองไขแดงภายหลังพนทับผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งดวย 2,3-ได- 
ไฮดรอกซีไบฟนีล (2,3-dihydroxy biphenyl) ที่ละลายในไดเอทธิลอีเทอร (diethylether) (Dagher  
et al ., 1997) 

 
 
รูปที่  2.6 การแตกวงแคทธีคอลแบบออโธ  (intradiol enzymes) และแบบเมตา  (extradiol  
enzymes) (Cerniglia, 1992) 



 

 

25

การยอยสลายแอนทราซีนโดยจุลินทรีย 
           จุลินทรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนไดมีทั้งแบคทีเรีย และราดังสรุปไวในตารางที่ 2.6,  
2.7 และ 2.8 ตามลําดับ 
ตารางที่ 2.6 ชนิดของแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนได 
 

สายพันธุแบคทีเรีย เอกสารอางอิง 
Alcaligenes  denitrificans WW1 Weissenfels et al . , 1991 
Alcaligenes  faecalis  AEK2 Kiyohara, Nagao and Yana, 1982 
Arthorbacter sp. Savino and Lollini, 1977 
Bacillus phenanthrenicus bakiensis  Evans et al . , 1965 
Bacillus phenanthrenicus guricus Evans et al . , 1965 
Bacillus phenanthreicum Evans et al . , 1965 
Bijerinckia sp. Evans et al . , 1965 
Bijerinckia sp. B – 836 Akhtar, Boyd and Thompson, 1975 
Comamonas  testosteroni Dagher et al . , 1997 
Coryneform  bacilllus SantMu 3 Bouchez, Blanchet and Vandecasteele, 

1995 
Flavobacterium sp. Mueller et al . , 1990 
Mycobacterium  sp.  Akhtar et al . , 1975 
Mycobacterium sp. Strain S1 Tongpim and Pickard, 1999 
Pseudomonas  aeruginosa  Evans et al . , 1965 
Pseudomonas  aeruginosa stain 57 Dagher et al . , 1997 
Pseudomonas  cepacia  Ellis, Harold and Klongerg, 1991 
Pseudomonas  cepacia strain F297 Grifoll et al . , 1995 
Pseudomonas  fluorescens strain 62 Dagher et al . , 1997 
Pseudomonas  fluorescens LP6a Tongpim and Pickard, 1999 
Pseudomonas  paucimobilis Evans et al . , 1965 
Pseudomonas paucimobilis  EPA505 Mueller et al . , 1990 
Pseudomonas  putida Jerina et al . , 1976 
Pseudomonas  putida strain GZ44 Goyal and Zylstra, 1996 
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ตารางที่ 2.6 (ตอ) 
 

สายพันธุแบคทีเรีย เอกสารอางอิง 
Pseudomonas putida strain 34 Dagher et al . , 1997 
Rhodococcus sp. Bouchez, Blanchet and Vandecasteele, 1996 
Rhodococcus sp. strain UW1 Walter et al . , 1991 
Sphingomonas sp. Strain P2 ณัฐพันธุ ศุภกา, 2542 
Sphingomonas sp. Strain 107 Dagher et al.,  1997 
Sphingomonas paucimobilis Kastner et al . , 1999 
Sphingomonas yanoikuyae B1  Kim et al . , 1997 

 
ตารางที่ 2.7 ชนิดของราที่สามารถยอยแอนทราซีนได 
 

สายพันธุรา เอกสารอางอิง 
Bjerkandera  sp. Cerniglia, 1992 
Bjerkandera  sp. strain BOS65 Field et al ., 1995 
Cunninghamella  elegans  Cerniglia , 1992 
Phanerochaete  chrysosporium Hammel,Green and Gai, 1991 
Ramaria  sp. Sutherland et al ., 1995 
Rhizoctonia  solani Field et al ., 1995 
Trametes  versicolor Collins et al ., 1996 
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ตารางที่ 2.8  ชนิดของราที่สามารถยอยแอนทราซีนปริมาณ 0.1 กรัม/ลิตร ไดมากกวา 50 % โดย 
จําแนกตามสกุล (Kribobok et al ., 1998) 
 

สายพันธุรา ปริมาณแอนทราซีน(%) 
Agonomycetes  
Rhizoctonia  solani 86 
Ascomycetes  
Cryphonectria  parasitica 96 
Basidiomycetes  
Ceriporiopsis  subrermispora 88 
Oxysporus  sp. 94 
Phanerochaete  chrysosporium 58 
Dematiaceae  
Cladosporium  herbarum 85 
Drechslera  spicifera 79 
Mucedinaceae  
Verticillium  lecanii 77 
Sphaeropsidales  
Coniothyrium  sporulosum 57 
Phoma  herbarum 60 
Stillbellales  
Doratomyces  stemonitis 71 
Tuberculariales  
Fusarium monilifrrme var. subglutinans 77 
Zygomycetes  
Cunninghamella blakesleeana 82 
Cunninghamella echinulate 87 
Cunninghamella elegans 79 
Mortierella ramanniana 67 
Rhizopus arrhzus 95 
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วิถีเมตาบอลิสมที่จุลินทรียแตละกลุมใชในกระบวนการยอยสลายแอนทราซีน 
 

กระบวนการยอยสลายแอนทราซีนของจุลินทรียแตละกลุมอาศัยกิจกรรมของเอนไซมที่ 
แตกตางกัน      และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นก็จะถูกยอยสลายตอไปโดยวิถีเมตาบอลิสมที่ตางกันตาม 
ชนิดของจุลินทรีย   โดยสามารถแยกออกเปนกลุมตาง ๆ กันคือ 
           กระบวนการยอยสลายแอนทราซนีโดยแบคทีเรีย 
           กระบวนการยอยสลายแอนทราซีนโดยราไวทรอท (white rot fungi) 
           กระบวนการยอยสลายแอนทราซีนโดยรา และสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
 
กระบวนการยอยสลายแอนทราซีนโดยแบคทีเรีย 

 
           Evans และคณะ (1965) รายงานวา    Pseudomonas sp.จะออกซิไดซ (oxidize) วงอะ- 
โรมาติกของแอนทราซีน โดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซม ไดออกซีจี เนส  (dioxygenase)            
เปลี่ยนแอนทราซีนไปเปนแอนทราซีน ซิส-1,2-ไดไฮโดรไดออล (anthracene cis-1,2-dihydrodiol)     
และผลิตภัณฑนี้จะถูกเปลี่ยนตอไปเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีแอนทราซีน (1,2-dihydroxyanthracene)  
โดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซมดีไฮโดรจีเนส (dehydrogenase)     และโดยกิจกรรมของเอนไซม 
ออกซีจีเนส (oxygenase) ผลิตภัณฑดังกลาวจะถูกเปล่ียนเปน กรดซิส-4-(2’-ไฮดรอกซีแนพธ-3- 
อิล)-2-ออกโซบัท-3-อิกโนอิก (cis-4-(2’-hydroxynaphth-3-yl)-2-oxobut-3-enoic acid)   ซึ่งกรด 
นี้จะแตกตัวตอไปทําใหวงอะโรมาติกแตกออกเปน 2-ไฮดรอกซี-3-แนพธาลดีไฮด (2-hydroxy-3- 
naphthaldehyde)     สารดังกลาวจะถูกเปลี่ยนตอไปเปน กรด2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก (2- 
hydroxy-3-naphthoic acid) โดยเอนไซมดีไฮโดรจีเนส      และเกิดปฏิกิริยาดึงหมูคารบอกซิล 
ออกจากกรดไดผลิตภัณฑเปน 2,3 - ไดไฮดรอกซีแนพธาลีน (2,3-dihydroxynaphthalene)   สวน 
วิถีในการยอยสลาย 2,3-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีนเปนกรดซาลิไลลิก (salicylic acid) และแคทธีคอล    
ใชวิถีเมตาบอลิสมดียวกับการยอยสลายแนพธาลีน (Evans et al .,1965 ; Jerina et al ., 1976) 
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รูปที่  2.7 วิถี เมตาบอลิสมที่  Pseudomonas aeruginosa ใชในการยอยสลายแอนทราซีน   
(Evans et al ., 1965 อางถึงโดย Sutherland et al ., 1995) 
 
           รูปที่ 2.8 แสดงตําแหนงที่มีความหนาแนนของอิเล็กตรอนสูงสุด        ซึ่งเรียกวาบริเวณเค (  
K regions) ในพันธะระหวางคารบอนในโครงสรางของแอนทราซีน  แนพธาลีน และฟแนนทรีน    
ตําแหนงดังกลาวจะแตกตางกันข้ึนอยูกับโครงสรางโมเลกุล   โดยแอนทราซีนและแนพธาลีนซึ่ง 
ประกอบดวยวงเบนซีนเรียงตัวกันเปนเสนตรง  จะมีบริเวณเคอยูที่คารบอนตําแหนงที่ 1 และ 2     
สวนฟแนนทรีนซึ่งมีโครงสรางโมเลกุลเปนมุมงอจะมีบริเวณเคอยูที่คารบอนตําแหนงที่ 9 และ 10     
เอนไซมที่ทําใหเกิดการยอยสลายจะเขาทําปฏิกิริยาที่บริเวณเคในโครงสรางโมเลกุลของสารดัง- 
กลาว   แตการแตกวงของเบนซีนอาจจะไมเกิดขึ้นที่บริเวณเค (Rogoff, 1962 อางถึงโดย Evans et  
al ., 1965) 
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รูปที่ 2.8 แสดงตําแหนงที่มีความหนาแนนอิเล็กตรอนสูงสุดในโครงสรางโมเลกุลของแอนทราซีน 
เปรียบเทียบกับแนพธาลีนและฟแนนทรีน  
 
           Sphingomonas yanoikuyae B1  ออกซิไดซแอนทราซีนโดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซม 
ไบฟนีลไดออกซีจีเนส (biphenyl dioxygenase) ไดเปน ซิส-ไดไฮดรอกซี-1,2-ไดไฮโดรแอนทราซีน  
(cis-dihydroxy-1,2-dihydroanthracene) และเอนไซม ซิส-ไบฟนีล ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดร-จีเนส  
(cis-biphenyl dihydrodiol dehydrogenase)            จะเปลี่ยนผลิตภัณฑดังกลาวไปเปน 1,2-ได 
ไฮดรอกซแีอนทราซีน   และโดยกิจกรรมของเอนไซม 2,3-ไดไฮดรอกซีไบฟนีล1,2-ไดออกซีจีเนส  
(2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase) จะเปลี่ยน 1,2-ไดไฮดรอกซีแอนทราซีนไปเปน ซิส- 
4-(2’-ไฮดรอกซีแนพ-3-อิล)2-ออกโซบัท-3-อีโนเอท (cis-4-(2’-hydroxynaph-3-yl)2-oxobut-3- 
enoate)     ผลิตภัณฑนี้สวนหนึ่งจะถูกเปลี่ยนเปน 6,7-เบนโซคูมาริน (6,7-benzocoumarin) ซึ่ง 
จะไมถูกยอยสลายตอไป (dead end metabolite)  และอีกสวนหนึ่งจะถูกเปลี่ยนเปน 2-ไฮดรอกซี 
เบนโซโครมีน-2-คารบอกซีเลท (2-hydroxybenzochromene-2-carboxylate)   และโดยกิจกรรม 
ของเอนไซม 2-ไฮดรอกซี-โครมีน-2-คารบอกซีเลท-ไอโซเมอเรส (2-hydroxy-chromene-2- 
carboxylate-isomerase) จะเปลี่ยน 2-ไฮดรอกซีเบนโซโครมีน-2-คารบอกซีเลท ไปเปน ทรานส 
(2’-ไฮดรอกซีแนพ-3-อิล)-2-ออกโซบัท-3-อีโนเอท (trans-4-(2’-hydroxynaph-3-yl)-2-oxobut-3- 
enoate) (Kim et al . , 1997) 
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รูปที่ 2.9 วิถีเมตาบอลิสมในการยอยสลายแอนทราซีนโดย Sphingomonas yanoikuyae B1  
และความสัมพันธกับวิถีเมตาบอลิสมในการยอยสลายแนพธาลีน (Kim et al ., 1997) A:แนพธา- 
ลี น ,B:ซิ ส -1,2-ไ ด ไ ฮ ด ร อ ก ซี -1,2-ไ ด ไ ฮ โ ด ร แ น พ ธ า ลี น  (cis-1,2-dihydroxy-1,2- 
dihydronaphthalene),C : 1,2-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีน (1,2-dihydroxynaphthalene), D:ซิส-โอ- 
ไฮดรอกซีเบนซิลไอดีนไพรูเวท (cis-o-hydroxybenzylidenepyruvate),E:2-ไฮดรอกซีโครมีน-2- 
คารบอกซีเลท (2-hydroxychromene-2-carboxylate),F:ทรานส-โอ-ไฮดรอกซีเบนซิลไอดีนไพรู- 
เวท (trans-o-hydroxybenzylidenepyruvate), G:แอนทราซีน , H:ซิส-ไดไฮดรอกซี-1,2-ไดไฮโดร 
แอนทราซีน, I:1,2-ไดไฮดรอกซีแอนทราซีน (1,2-dihydroxyanthracene), J:ซิส-4-(2’-ไฮดรอกซี 
แนพธ-3-อิล)-2-ออกโซบัท-3-อีโนเอท, K:2-ไฮดรอกซีเบนโซโครมีน-2-คารบอกซีเลท, L:ทรานส-4- 
(2’-ไฮดรอกซีแนพ-3-อิล)-2-ออกโซบัท-3-อีโนเอท, M:6,7-เบนโซคูมาริน 
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           Tongpim และ Pickard (1996) รายงานการแยกเชื้อจากดินที่มีครีโอโสทปนเปอนโดยใช 
แอนทราซีนเปนแหลงคารบอน      และจําแนกแบคทีเรียดังกลาวอยูในสกุล Rhodococcus  สาย- 
พันธุ S1 แตจากผลวิเคราะหลําดับเบสของ 16 เอสไรโบโซมัลอารเอ็นเอ  (16s rRNA) ของ  
Tongpim และ Pickard ในป 1999 สามารถยืนยันไดชัดเจนวาแบคทีเรียสายพันธุ S1 จัดอยูใน 
สกุล Mycobacterium โดยเพิ่มจํานวนไดนอยมากในอาหารเหลวที่มีแอนทราซีนเปนแหลง 
คารบอน    สวนใหญเชื้อจะเกาะอยูเฉพาะบริเวณผิวดานนอกของผลึกแอนทราซีน         เนื่องจาก 
สารนี้ละลายน้ําไดนอยมาก (0.07 มก./ลิตร)  จากการทดสอบความสามารถของเชื้อในการยอย 
สลาย PAHs ทั้งหมด 10 ชนิด  พบวาแบคทีเรียสายพันธุ S1 ไมสามารถใช สาร PAHs ชนิดอื่น ๆ  
เปนแหลงคารบอนไดนอกเหนือจากแอนทราซีน   แสดงวาระบบเอนไซมไดออกซีจีเนสที่เกี่ยวของ 
กับปฏิกิริยาแรกในการยอยสลายแอนทราซีนโดย Mycobacterium sp. สายพันธุ S1 มีความ 
จําเพาะสูง     เพราะโดยปกติระบบเอนไซมดังกลาวจะมีความจําเพาะต่ําตอชนิดของสารตั้งตนที่ 
เขาทาํปฏิกิริยา 
           Weissenfels และคณะ (1991) รายงานวา Alcaligenes denitrificans WW1 สามารถ 
ยอยสลายแอนทราซีนไปเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีแอนทราซีนซึ่งจะถูกเปลี่ยนตอไปเปนกรด2-ไฮดรอก 
ซี-3-แนพโธอิก  ตามลําดับ 
           Jerina และคณะ รายงานในป 1976 ถึงความสามารถของ Flavobacterium sp. ในการ 
ยอยสลายแอนทราซีนไปเปน แอนทราซีน 1,2-ไดไฮโดรไดออล 
           Beijerinckia  sp. B-836 ออกซิไดซแอนทราซีนไปเปน  1,2-ไดไฮโดรแอนทราซีน-ซิส- 
1,2-ไดออล (1,2-dihydroanthracene-cis-1,2-diol)  (Akhtar et al ., 1975) 
           มีรายงานเกี่ยวกับการยอยสลายแอนทราซีนโดย coryneform bacillus สายพันธุ  SantMu  
3 ไดผลิตภัณฑเปนมวลเซล 25 % สารมัธยันต 7 % และคารบอนไดออกไซด 65 % โดยที่ไมมีสาร 
ทดสอบเหลืออยู  จํานวนโมลออกซิเจนที่ใชในการยอยสลายแอนทราซีนและการสรางมวลเซลตอ 
จํานวนโมลตั้งตนของสารทดสอบ  มีคาเทากับ 10.9 และ 0.5 ตามลําดับ (Bouchez, Blanchet  
and Vandecasteele, 1996) 
 
กระบวนการยอยสลายแอนทราซีนโดยราไวทรอท 
           กลุมราไวทรอทสามารถยอยสลายลิกนิน (lignin) และสารตั้งตนอื่น ๆ อีกหลายชนิด รวม 
ทั้งแอนทราซีนและ PAHs    โดยอาศัยกิจกรรมของระบบเอนไซมเพอออกซิเดส (peroxidase)  ซึ่ง 
ประกอบดวยเอนไซมลิกนินเพอออกซิเดส แมงกานีสเพอออกซิเดส และเอนไซมแลคเคส  
(laccase) โดยระบบเอนไซมของราไวทรอทซึ่งถูกหลั่งออกมานอกเซลจะไมจําเพาะตอชนิดของ 
สารตั้งตน  กลไกการยอยสลายรวมทั้งระบบเอนไซมที่เกี่ยวของกับการเปลี่ยนโครงสรางของ 
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แอนทราซีน และ PAHs มีความซับซอน   เนื่องจากการสังเคราะหเอนไซมลิกนินเพอออกซิเดส   
และแมงกานีสเพอออกซิเดสจะขึ้นอยูกับปริมาณไนโตรเจนภายในเซล  ความเขมขนของออกซิเจน   
และความเขมขนของไอออนแมงกานีส (Mn2+) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ   Kotterman และคณะ (1994)  
รายงานวาระบบเอนไซมเพอออกซิเดสใน Phanerochaete chrysosporium จะถูกชักนําก็ตอเมื่อ 
เล้ียงเชื้อในอาหารที่จํากัดปริมาณคารบอน  ไนโตรเจน หรือ ซัลเฟอร   แตโดยทั่วไปมักจะใชการ 
จํากัดปริมาณไนโตรเจนเพื่อชักนําการสังเคราะหระบบเอนไซมดังกลาว   นอกจากนี้ยังพบวา 
ออกซิเจนในปริมาณสูงจะเพิ่มอัตราการสังเคราะหเอนไซมภายในเซล   และเพิ่มกิจกรรมการยอย 
สลาย PAHs อีกดวย     ราไวทรอทแตละสกุลจะใชวิถีเมตาบอลิสมในการยอยสลายแอนทราซีน 
แตกตางกัน 
           Hammel, Green และ Gai (1991)รายงานวาราไวทรอท Panerochaete chrysosporium 
ใชวิถีเมตาบอลิสมในการเปลี่ยนแอนทราซีนไปเปน 9,10-แอนทราควิโนน (9,10-anthraquinone)   
ซึ่งจะถูกยอยสลายตอไปเปนกรดพธาลิก (phthalic acid) และคารบอนไดออกไซด  ดังแสดงในรูป 
ที่ 2.10 

 
รูปที่ 2.10 กระบวนการยอยสลายแอนทราซีนโดย Phanerochaete chrysosporium (Hammel  
Green and Gai, 1991) 
           Collins และคณะ (1996)   รายงานวาการเปล่ียนโครงสรางของแอนทราซีนไปเปนแอน- 
ทราควิโนนเกิดขึ้นโดยกิจกรรมของเอนไซมลิกนินเพอออกซิเดส     หรือทั้งเอนไซมลิกนินเพอออกซ-ิ 
เดสรวมกับแมงกานีสเพอออกซิเดส      อัตราสวนโดยโมลของแอนทราควิโนนตอจํานวนโมลของ 
แอนทราซีนที่ถูกยอยสลาย     ซึ่งเกิดจากกิจกรรมของเอนไซมลิกนินเพอออกซิเดสและแมงกานีส- 
เพอออกซิเดส   มีคาเทากับ 0.35 และ 0.44 ตามลําดับ 
           Bezalels และคณะ (1996) รายงานวาราไวทรอท Pleurotus ostreatus  ใชวิถีเมตาบอลิ- 
สมในการเปลี่ยนแอนทราซีนไปเปน 9,10-แอนทราควิโนน  และแอนทราซีน ทรานส-1,2-ไดไฮโดร- 
ไดออล (anthracene trans-1,2-dihydrodiols) 
           Sack และ Gunther (1993) รายงานวาราไวทรอท Bjerkandera sp. และสกุลอ่ืน ๆ ใชวิถี 
เมตาบอลิสมในการเปลี่ยนแอนทราซีน  ไปเปน 9,10-แอนทราควิโนน  และสารตัวกลางดังกลาวจะ 
ไมถูกยอยสลายตอไป (dead end intermediate)  
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           Collins และคณะ รายงานในป 1996 ถึงความสามารถของราไวทรอท Trametes sp. ใน 
การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของแอนทราซีน เกิดเปน 9,10-แอนทราควิโนน   โดยอาศัยกิจกรรมของ 
เอนไซมแลคเคส  อัตราสวนโดยโมลของแอนทราควิโนนตอโมลของแอนทราซีนที่ถูกเปลี่ยนโครง- 
สรางมีคาเทากับ 1.0 
 
กระบวนการยอยสลายแอนทราซีนโดยราและสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
           จากขอมูลขางตนจะเห็นไดวาราที่ยอยแอนทราซีนไดมีทั้งชนิดที่ยอยลิกนินได  และชนิดที่ 
ไมสามารถยอยลิกนินได   Cerniglia และคณะ (1992) รายงานวารา Cunninghamella  elegans  
ซึ่งไมสามารถยอยลิกนินได จะอาศัยกิจกรรมของเอนไซมไซโตโครมพี – 450 โมโนออกซีจีเนส   
(cytochrome P-450 monooxygenase)   ในการเปลี่ยนแอนทราซีนไปเปนแอรีนออกไซด (arene  
oxide) และแอรีนออกไซดอาจจะถูกเปลี่ยนไปเปนแอนทราซีน ทรานส-1,2-ไดไฮโดรไดออล  
(anthracene trans-1,2-dihydrodiol)  และ 1-แอนธริลซัลเฟต (1-anthryl sulfate) โดยกิจกรรม 
ของเอนไซมอีพอกไซด ไฮโดรเลส (epoxide hydrolase)      หรืออีกวิถีหนึ่งแอรีนออกไซดอาจเกิด 
การเปลี่ยนแปลงโครงสรางโดยไมเกี่ยวของกับเอนไซมไดสารประกอบฟนอล   และสารดังกลาว 
อาจเกิดการรวมตัวกับซัลเฟตและไซโลไซด (xyloside)    โดยที่สารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการเปลี่ยน 
แปลงโครงสรางของแอนทราซีนโดย C. elegans    มีคุณสมบัติในการกอกลายพันธุนอยกวาแอน- 
ทราซีน   ดังนั้นราสกุลดังกลาวจึงมีความสามารถในการลดความเปนพิษของแอนทราซีนได  
(detoxification) 
           Sutherland และคณะ (1995) รายงานวา Rhizoctonia  solani ใชวิถีเมตาบอลิสมในการ 
เปลี่ยนแปลงโครงสรางของแอนทราซีนไปเปน   แอนทราซีน ทรานส –1,2-ไดไฮโดรไดออล   หรือ 
รวมตัวกับไซโลไซดไดสารประกอบใหมอีก 3 ชนิด    การเกิดสารประกอบของไซโลไซดแสดงวา    
R. solani  มีประสิทธิภาพในการลดความเปนพิษของแอนทราซีนไดเชนเดียวกัน 
           Sack และ Gunther (1993) รายงานวา Penicillium sp. ใชวิถีเมตาบอลิสมในการเปลี่ยน 
แอนทราซีนไปเปนผลิตภัณฑที่ยังไมทราบชนิด 
           สัตวเลี้ยงลูกดวยนมยอยสลายแอนทราซีนโดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซมโมโนออกซีจีเนส 
เชนเดียวกับรา  ไดผลิตภัณฑคือ แอนทราซีน ทรานส-1,2-ไดไฮโดรไดออล เกิดขึ้นเชนเดียวกัน   แต 
รูปแบบของสเตอริโอไอโซเมอร (stereoisomers) จากระบบเอนไซมของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมเกิด  
อาร,อาร-ไดไฮโดรไดออล (R,R-dihydrodiol)  สวนในระบบเอนไซมของราจะได เอส,เอส-ไดไฮโดร- 
ไดออล   (S,S-dihydrodiol)  (Akhtar, Boyd and Thompson, 1975) 
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           Akhtar, Boyd และ Thompson (1975) รายงานการตรวจพบไดไฮโดรแอนทราซีน ทรานส  
1,2-ไดออล (dihydroanthracene trans 1,2-diols)  ในปสสาวะของกระตายที่ไดรับสารแอนทรา- 
ซีน 
           Rosazza และ Smith (1979) รายงานวาการศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางเคมีของ 
สารพิษในสิ่งแวดลอมโดยจุลินทรียชนิดยูคารีโอท (eukaryote) สามารถนํามาใชประโยชนในการ 
เปนแบบจําลองและชวยเพิ่มขอมูลเกี่ยวกับกระบวนการเมตาบอลิสมของยาภายในรางกายของ 
สัตวเลี้ยงลูกดวยนมได 
 
กลไกที่ เกี่ยวเนื่องกับความเปนพิษของสารประกอบไฮโดรคารบอนตอรูปแบบ 
การเจริญของจุลินทรีย 
 
           เปนที่ทราบกันดีวาสารประกอบไฮโดรคารบอนโดยเฉพาะ PAHs จะเกิดการเปลี่ยนแปลง 
โครงสรางทางเคมีไดโดยจุลินทรีย  ซึ่งอาจนําไปสูการยอยสลายอยางสมบูรณของ PAHs บางชนิด    
ไดเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํา   แต PAHs บางชนิดจะถูกเปลี่ยนแปลงโครงสรางเพียงบางสวน    
นอกจากนี้ยังมีหลายรายงานวจิัยที่สังเกตพบความเปนพิษของสารดังกลาวตอจุลินทรีย (Gibsons  
et al ., 1970 ; Jenkins, Slephens and Dalton, 1987; Shirai, 1987 ; Sikkema and de Bont,  
1991 อางถึงโดย Sikkema,  de Bont and Poolman, 1995) โดยกลไกที่เกี่ยวเนื่องกับพิษของสาร 
มีรายงานนอยมาก   จากขอมูลที่มีอยูสามารถยืนยันไดวาความเปนพิษของสารประกอบ 
ไฮโดรคารบอนตอจุลินทรีย   เกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวางสารกับโครงสรางของเซลในสวนที่ไม 
ชอบน้ํา   สมบัติในการละลายไดดีในไขมัน (lipophilicity) ของสารประกอบไฮโดรคารบอนขึ้นอยู 
กับลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของสาร  เชน พื้นที่ผิวและปริมาตรของโมเลกุล   รวมทั้ง 
ความมีขั้วของสาร (polarity) 
 
รายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับความเปนพิษของสารประกอบไฮโดรคารบอนตอการเจริญของ 
จุลินทรียที่ยอยสลายสารนั้นๆ 
 
เบนซีน  (อางถึงโดย Sikkema,  de Bont and Poolman, 1995) 
           Gibsons และคณะ (1970) รายงานวาเบนซีนมีพิษตอ Pseudomonas  putida    โดย 
สังเกตพบวาเมื่อเติมเบนซีนในอาหารเหลวโดยตรงเชื้อจะไมสามารถเจริญได   แตถาแบคทีเรียได 
รับไอระเหยของเบนซีนจะเจริญไดตามปกติ 
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           Van den Tweel และคณะ (1988)  รายงานวาการเปลี่ยนเบนซีนไปเปน ซิส-3,5-ไซโคลเฮก 
ซะไดอีน-1,2-ไดออล (cis-3,5-cyclohexadiene-1,2-diol) มีอัตราลดลง         เมื่อเพิ่มปริมาณ 
เบนซีน     โดยสอดคลองกับรายงานของ Yarmoff และคณะ (1988) ที่พบวาเบนซีนมีผลทําใหเชื้อ 
ลดจํานวนลง   และ ซิส-3,5-ไซโคลเฮกซะไดอีน-1,2-ไดออล ซึ่งเปนสารตัวกลางที่เกิดขึ้นจากการ 
เปลี่ยนโครงสรางของเบนซีนก็มีปริมาณลดลงดวย 
           Shirai (1987) รายงานวาเบนซีนที่มีความเขมขนมากกวา 0.15 % โดยน้ําหนักตอปริมาตร    
จะมีผลยับยั้งการเจริญและการสรางแคทธีคอลของเชื้อ Pseudomonas ชนิดกลายพันธุ      ซึ่งมี 
ซัคซิเนท (succinate) เปนแหลงคารบอน 
 
โทลูอีน(toluene) (อางถึงโดย Sikkema,  de Bont and Poolman, 1995) 
           Jackson และ Demoss (1965) รายงานความเปนพิษของโทลูอีนตอการเจริญของ E.coli  
มีผลใหโมเลกุลตาง ๆ  เชน อารเอ็นเอและโปรตีนรั่วออกมาภายนอก       ทําใหโครงสรางของเซล 
เกิดการเปลี่ยนแปลง   ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแสดงใหเห็นวาการแตกของเซลไมได 
เกิดขึ้นอยางสมบูรณ 
           De Smet, Kingma และ Witholt (1978) รายงานวาโทลูอีนเพิ่มการซึมผานเขาออกของ 
สารผานเยื่อหุมเซลของ E. coli   และจากการศึกษาโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนจะพบการ 
ถูกทําลายของเยื่อหุมเซล 
 
สาร PAHs (อางถึงโดย Sikkema,  de Bont and Poolman, 1995) 
           Cerniglia และคณะ (1952)     ศึกษาความเปนพิษของแนพธาลีน,    1-เมทธิลแนพธาลีน  
(1-methylnaphthalene) และ 2-เมทธิลแนพธาลีน (2-methylnaphthalene) ตอไซยาโนแบคทีเรีย 
สกุล Agmenellum  quadruplicatum        พบวาสารตาง ๆ ดังกลาวไมมีผลยับยั้งการเจริญของ 
ไซยาโนแบคทีเรีย    ในขณะที่อนุพันธฟนอลิก (phenolic) และควิโนอิก (quinoic) ของแนพธาลีน 
มีผลยับยั้งการเจริญของเซล         โดยที่ฟนอลและควิโนนมีคาการละลายในน้ําสูงกวาอนุพันธของ 
แนพธาลีนที่ไมมีผลยับยั้งการเจริญของไซยาโนแบคทีเรีย 
           Sikkema, de Bont และ Poolman (1994) รายงานวา แนพธาลีน , ไบฟนีล (biphenyl),  
แอนทราซีน และฟแนนทรีนในรูปผลึกของแข็งมีความเปนพิษตอเซล   โดยมีผลตอระบบการสง 
ผานพลังงานในไลโพโซม (liposome) เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลานาน    แตถาใหเชื้อสัมผัสกับสาร 
ที่ละลายอยูในตัวทําละลายไดเมทธิลฟอมาไมด (dimethyl formamide)   PAHs  จะมีผลเปนพิษ 
ตอเซลทันที 
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           Cerniglia และ Lader (1976) รายงานวาการเพิ่มปริมาณแนพธาลีน, 2-เมทธิลแนพธาลีน  
และไพรีน   มีผลยืดระยะเวลาในการปรับตัวของเซลกอนที่จะเพิ่มจํานวน (lag phase) และลด 
อัตราการเจริญของแบคทีเรียที่ใชสารดังกลาวเปนแหลงคารบอน 
           Brodkorb และ Legge (1992) รายงานวาฟแนนทรีนมีผลยับยั้งการเจริญของราไวทรอท 
สกุล Phanerochaete  chrysosporium 
 
           Swoboda – colberg (1995) รายงานวาการยอยสลายของสารเคมีโดยเชื้อจุลินทรีย 
ประกอบดวยปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของสารตั้งตนหลายปฏกิิริยา   จนกวาจะเกิดการ 
เปลี่ยนแปลงอยางสมบูรณไดผลิตภัณฑสุดทายเปนน้ํา และคารบอนไดออกไซด   แตในบางกรณี 
การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นอาจไมสมบูรณ   โดยมีการสะสมของสารตัวกลางที่มีความเปนพิษสูง 
กวาสารตั้งตน เชน 7,8-ไดไฮโดรไดออล-9,10-เอปปอกไซด (7,8-dihydrodilo-9,10-epoxide)  ซึ่ง 
เปนสารกอมะเร็งชนิดรุนแรงจากการถูกยอยสลายของเบนโซ[เอ]ไพรีน (Marks et al.,1992 อางถึง 
โดย Swoboda-colberg, 1995)   และไดออกซินที่เกิดขึ้นจากการเผาไหมของสารประกอบอินทรีย  
(Choudhary et al . , 1983 อางถึงโดย Swoboda-colberg, 1995) 
           Heitzer และ Sayler (1993) รายงานวาการยอยสลายของสารเคมีอันตรายหลายชนิดที่ 
เกิดขึ้นไมสมบูรณอาจเกิดจากสภาวะแวดลอมหรือสายพันธุของจุลินทรีย     สารมัธยันตที่เกิดขึ้น 
เนื่องจากปฏิกิริยาการเติมหมูไฮดรอกซี (hydroxylation) จะมีขั้วเพิ่มข้ึน  และอาจมีความเปนพิษ 
สูงกวาสารตั้งตน เชน 1-แนพธอล (1-naphthol) ที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแนพธาลีนใน 
สภาวะccที่มีออกซิเจน  (Cerniglia, 1984 ; Sutherland, 1992 อางถึงโดย Heitzer and Sayler,  
1993) และไวนีลคลอไรด (vinylchloride) ที่เกิดจากการยอยสลายของไตรคลอโรเอทธิลีน  
(trichloro ethylene) ภายใตสภาวะไรอากาศ (Vogel and AmMcrty, 1985 อางถึงโดย Heitzer  
and Sayler,1993) 
           เปนที่ทราบกันดีวา PAHs มีความเปนพิษตอเซลของจุลินทรียในระดับตํ่าเมื่อเทียบกับ 
อนุพันธของสารดังกลาวที่อยูในสภาวะถูกออกซิไดซ     จากการศึกษาพิษของแนพธาลีน, ไบฟนีล,  
แอนทราซีน, ฟแนนทรีน และ PAHs ชนิดอื่น ๆ   พบวาในสภาวะที่ไมจํากัดการถายเทมวลเซล    
PAHs จะมีผลตอกลไกการถายเทพลังงานผานเยื่อหุมเซล 
 
ผลของการสะสมสารพิษตอการเปลี่ยนแปลงในเซลของจุลินทรีย 
           Sikkema และคณะ (1992)  รายงานวาการสะสมสารที่ชอบไขมัน   ซึ่งรวมถึงแอนทราซีน 
และ PAHs ชนิดอ่ืน   มีผลเปลี่ยนแปลงโครงสรางและหนาที่ของเยื่อหุมเซล   รวมทั้งกิจกรรมของ 
เอนไซม 
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           Sikkema, de Bont และ Poolman (1995)  พบวาสารประกอบไฮโดรคารบอนจะเขาไป 
สะสมที่ชั้นไขมันในโครงสรางของเยื่อหุมเซล   โดยจะทําปฏิกิริยากับทั้งไขมันและโปรตีนซึ่งเปน 
เอนไซมที่ฝงตัวอยูในชั้นไขมัน   ทําใหหนาที่และโครงสรางของเซลเปลี่ยนไป 
 
การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเยื่อหุมเซล (Sikkema,  de Bont and Poolman, 1995) 
           การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเยื่อหุมเซลมีความรุนแรงตางกัน       ขึ้นอยูกับระดับความมี 
ขั้วของสาร  และตําแหนงของชั้นไขมันที่สารเขาไปทําปฏิกิริยา   โดยการสะสมของ PAHs ในสวน 
ของเยื่อหุมเซลที่ ไมชอบน้ํา     PAHs จะไปรบกวนปฏิกิ ริยาระหวางโซเอซิล  (acyl chains)  
ของฟอสโฟลิปด (phospholipid) สงผลใหของเหลวที่อยูในเยื่อหุมเซลมีการปรับตัว    และในที่สุด 
จะเกิดการบวมพองของเนื้อเยื่อ   ทําใหเกิดรอยรั่วขึ้นที่เยื่อหุมเซล   ยิ่งไปกวานั้นยังเกิดผลกระทบ 
ตอโปรตีนที่ฝงตัวอยูในชั้นไขมัน   เนื่องจากเนื้อเยื่อไขมันโดยรอบเกิดการเปลี่ยนแปลง 
 
การเปลี่ยนแปลงหนาที่ของเยื่อหุมเซล (Sikkema,  de Bont and Poolman, 1995) 
           รอยรั่วที่เกิดขึ้นบนเยื่อหุมเซลจะทําใหสมดุลของไอออนเปลี่ยนแปลงไป (H+และ Na+)   จึง 
มีผลตอระบบการขนสงสารเขาและออกจากเซล โดยอาศัยแรงขับเคลื่อนจากผลตางของปริมาณ 
ไอออนระหวางภายนอกและภายใน (proton motive force, Na+motive force)  หนาที่ที่บกพรอง 
ของเยื่อหุมเซลในการควบคุมสารที่ผานเขาและออก         นอกจากจะมีผลตอระบบการสงผาน 
พลังงานแลว   ยังทําใหคาความเปนกรดดางภายในเซลเกิดการเปลี่ยนแปลง   เนื่องจากมีโปรตอน 
มากเกินไป   จึงสงผลตอกิจกรรมของเอนไซมดวยเชนเดียวกัน 
 
 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการวิจัย 
 
อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. กลองจุลทรรศน รุน CHK ของบริษัท Olympus, Japan. 
2. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 5,20,100,200,1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท  

Drummond Scientific, USA. 
3. กรวยแยก (separatory funnel) ขนาด 1000 มล. ของบริษัท Weteg Wehtheim, Germany. 
4. ปเปต (pipette) ขนาด 100, 1000, และ 5000 มล. ของบริษัท Gilson, France. 
5. ทีแอลซีแชมเบอร (TLC chamber) ของบริษัท Desaga Heidelberg, Germany. 
6. หลอดแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet lamp) รุน UVGL-15 ของบริษัท UVP, USA. 
7. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 มล. ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 
8. ชุดกรองสําเร็จรูป ชนิด PTFE ขนาดความกวางของรู 0.20 และ 0.45 ไมโครเมตร รุน  

DISCMIC-13JP ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
9. แผนอะลูมิเนียมทีแอลซี (TLC aluminium sheet) เคลือบดวย silica gel F254 ขนาด 20 × 20  

ซม. ของบริษัท E. Merck, Germany. 
10. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน Hereaus type B 5050 E ของบริษัท Hereaus, Germany. 
11. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS4000 ของบริษัท Decan  

Ultrasonics, England. 
12. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
13. ตูเขี่ยเชื้อแบบ “ISSCO” laminar flow รุน BVT-124 ของบริษัท International Scientific  

supply, USA. 
14. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) ของบริษัท Tokyo Rikakikai, Japan. 
15. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษัท Kakusan, Japan. 
16. เครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบปนเหวี่ยง (centrifuge evaporator) ของบริษัท EYELA,  

Japan. 
17. เครื่องระเหยแหงแบบสูญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N ของบริษัท Tokyo  

Rikakikai, Japan. 
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18. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge)  รุน JS-21 ของบริษัท  
Beckman Instrument Inc., USA. 

19. เครื่องชั่ง รุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA. 
20. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 
21. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 21 ของบริษัท Bausch  

& Lomb, USA. 
22. เครื่องเขยาชนิดควบคุมอุณหภูมิ (controlled environmentent incubators shaker) รุน G-27  

ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA. 
23. ชุดไฮเพอรฟอมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (high performance liquid chromatography,  

HPLC) สําหรับตรวจสอบปริมาณของ PAHs 
- ลิควิดโครมาโตกราฟ (liquid chromatography) รุน LC-3A ของบริษัท Shimadzu,  

Japan 
- คอลัมน (column) : Senshu Pak  Pegasil ODS ขนาด 4.6 × 150 มล. ของบริษัท  

Senshu Scientific, Japan. 
- เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุน SPD-2A ของบริษัท Shimadzu, Japan. 
- เครื่องบันทึก (recorder) Chromatopac รุน C-R5A ของบริษัท Shimadzu, Japan. 
- กระบอกฉีดยาขนาดเล็ก (microsyringe) รุน MS-R50 ของบริษัท Exmire, USA. 

24. ชุดเครื่องมือทําแกสโครมาโตกราฟ-แมสสเปกโตเมตรี (gas chromatography – mass  
spectrometry, GC-MS) สําหรับพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันต 
- เครื่องแกสโครมาโตกราฟ-แมสสเปกโตเมตรี รุน JMS-Automass 150 ของบริษัท JEOL,  

Japan. 
- คอลัมน (column) : DB-5 ขนาด 2.5 มม.×15 ม.; ชั้นฟลมหนา 0.25 ไมโครเมตร  ของ 

บริษัท J & W Scientific, Germany. 
- กระบอกฉีดยาขนาดเล็ก (microsyringe) รุน MS-10 ของบริษัท Ecmire, USA. 

25. เครื่องมือทําโปรตอนนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ (proton nuclear magnetic resonance,  
1H-NMR) สําหรับพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันต รุน JMN-A5000 ของบริษัท JEOL,  
Japan. 
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เคมีภัณฑ 
 
1. แอนทราซีน (anthracene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
2. แนพธาลีน (naphthalene) ของบริษัท Sigma, USA. 
3. ฟแนนทรีน (phenanthrene) ของบริษัท Sigma, USA. 
4. ฟลูออรีน (fluorene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
5. ไดเบนโซฟูแรน (dibenzofuran) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
6. อะซีแนพธีน (acenaphthene) ของบริษัท Sigma, USA. 
7. อะซีแนพธีลีน (acenaphthylene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
8. ไพรีน (pyrene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
9. ฟลูออแรนธีน (fluoranthene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan. 
10. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia. 
11. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคคะไฮเดรท (Na2HPO4.12H2O) 
12. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia. 
13. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรท (MgSO4.7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
14. เฟอริคคลอไรดเฮกซะไฮเดรท (FeCl3.6H2O) ของบริษัท May & Baker, England. 
15. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรท (CaCl2.2H2O) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia. 
16. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
17. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
18. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E. Merck, Germany. 
19. แบคโตอการ (bacto agar) ของบริษัท Difco, USA. 
20. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
21. นอรมัลเฮกเซน (C6H14) ของบริษัท J.T. Baker, USA. 
22. เอทธิลอะซีเตต (CH3COOC2H5) ของบริษัท E Merck, Germany. 
23. เมทธานอล (CH3OH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
24. ไซโคลเฮกซามีน (cyclohexamine) ของบริษัท Sigma Chemical, USA. 
25. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) ของบริษัท E Merck, Germany. 
26. ดิวเทอเรียม เมทธานอล (CD3OD) ของบริษัท E Merck, Germany. 
27. อะซีโตน (CH3COCH3) ของบริษัท E Merck, Germany. 
28. ไดเอทธิลอีเทอร ((C2H5)O) ของบริษัท E Merck, Germany. 
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29. ไดเมทธิลซัลฟอกไซด (CH3SOCH3) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
30. กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (conc. HCl) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia. 
31. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
32. 1,4 ไดออกเซน (OCH2CH3OCH2CH2) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
33. โทลูอีน (C6H5CH3) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
34. ไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) ของบริษัท Malinckrodt, France. 
 

3.1  การคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุที่สามารถยอยสลายแอนทราซีน 
 

3.1.1  การเก็บตัวอยางดิน 
 
           เก็บตัวอยางดินสําหรับการแยกเชื้อจุลินทรียจากแหลงดินตาง ๆ   ที่มีการสะสมของสาร 
ปโตรเลียมไฮโดรคารบอน เชน น้ํามันเครื่อง น้ํามันเบนซิน น้ํามันดีเซล   หรือแหลงดินที่มีการปน 
เปอนของสารเคมีอันตราย จําพวก ยาปราบศัตรูพืช   เลือกแหลงดินบริเวณที่มีความอุดมสมบรูณ    
โดยสังเกตจากความชื้น  รวมทั้งลักษณะการเจริญเติบโตของพืชในบริเวณดังกลาว   ซึ่งใชเปนขอ 
บงชี้เบื้องตนถึงความเปนไปไดที่จะมีจุลินทรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนและ PAHs ชนิด 
อ่ืน ๆ อยูในแหลงดินนั้น ๆ   เก็บดินที่ความลึกประมาณ 3-5 ซม.จากผิวหนาดิน   ติดฉลากระบุ 
แหลงดินใหชัดเจน    เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 ° ซ จนกวาจะทําการแยกเชื้อ 
ตารางที่ 3.1 แหลงที่มาของตัวอยางดินที่ใชในการคัดแยกแบคทีเรียที่ยอยสลายแอนทราซีนได 
ตัวอยางดิน สถานที่เก็บ 

1 ดินปนเปอนยาปราบศัตรูพืช จากสวนผลไม จ.จันทบุรี 
2 ดินปนเปอนยาปราบศัตรูพืช จากสวนผลไม จ.จันทบุรี 
3 ดินปนเปอนน้ํามันเครื่องขางโรงซอมรถยนต จุฬา ฯ กรุงเทพ ฯ 
4 ดินปนเปอนน้ํามันเครื่องขางโรงซอมรถยนต จุฬา ฯ กรุงเทพ ฯ 
5 ดินปนเปอนน้ํามันเครื่องขางโรงซอมรถยนต จุฬา ฯ กรุงเทพ ฯ 
6 ดินปนเปอนยาปราบศัตรูพืช จากสวนผัก จ.ราชบุรี 
7 ดินปนเปอนยาปราบศัตรูพืช จากสวนผัก จ.ราชบุรี 
8 ดินปนเปอนยาปราบศัตรูพืช จากสวนผัก จ.ราชบุรี 
9 ดินบริเวณใตตนกลวยขางโรงซอมหัวรถจักร จากสถานีรถไฟบางกอกนอย 
10 ดินที่ปนเปอนน้ํามันขางโรงซอม จากสถานีรถไฟบางกอกนอย กรุงเทพ ฯ 
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3.1.2  การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีน 
 

           นําตัวอยางดินที่ตองการแยกเชื้อจุลินทรียปริมาณ 1 กรัม     ใสลงในหลอดทดลองที่บรรจุ 
อาหารเหลว Carbon – Free Mineral Medium (CFMM) (ภาคผนวก ก หมายเลข 1) ที่ผานการ 
ฆาเชื้อแลวปริมาตร 5 มล.  นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 ° ซ   ความเร็ว 200 รอบตอ 
นาที  เปนเวลา 1 วัน  หลังจากนั้นนําสวนน้ําใสซึ่งใชเปนหัวเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตร  ใสลงใน 
หลอดทดลองที่บรรจุอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล.   ซึ่งมีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล. 
เปนแหลงคารบอน   โดยเติมสารดังกลาวในรูปของสารละลายแอนทราซีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด  
(dimethyl sulfoxide, DMSO) (ภาคผนวก ข หมายเลข 1)    เลี้ยงเชื้อที่สภาวะเดิม เปนเวลา 7 วัน 
ตรวจดูการเจริญของแบคทีเรียโดยสังเกตจากความขุนที่เกิดขึ้น   และการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว  
CFMM เทียบกับชุดควบคุมซ่ึงเติมเฉพาะแอนทราซีน   ถาพบวาหลอดใดมีการเจริญของเชื้อใน 
ลักษณะดังกลาวก็ถายเชื้อลงในอาหารใหม   ทําซ้ําในขั้นตอนนี้ทั้งหมด 5 คร้ัง  เพื่อเพิ่มจํานวน 
แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายแอนทราซีน 
 

3.1.3  การคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุที่สามารถยอยสลายแอนทราซีน 
 

           นําเชื้อจุลินทรียที่สามารถเจริญไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน    
มาทําการเจือจางดวยสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรด  เลือกความเขมขนที่เหมาะสมมาเกลี่ย 
บนผิวหนาอาหารแข็ง CFMM (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) โดยวางผลึกแอนทราซีนที่ฝาเพลท    
รวมทั้งเกลี่ยเชื้อบนผิวหนาอาหารแข็ง Luria Bertani (LB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 4)  บมเชื้อที่ 
อุณหภมูิ  30 ° ซ  จนกระทั่งพบการเจริญของแบคทีเรีย   นําโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียที่มีลักษณะ 
ตางกันมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.  สังเกตการเจริญของ 
แตละเชื้อในอาหารเหลว CFMM เทียบกับชุดควบคุม   นําเชื้อจากหลอดทดลองที่สังเกตพบการ 
เปลี่ยนสีของอาหารเหลว   มาทดสอบความบริสุทธิ์โดยการศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน (กําลัง 
ขยาย 1000 เทา) เทียบกับลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง LB  
           เมื่อไดแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนแลว    จึงทําการเก็บเชื้อ 
โดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว CFMM ที่มีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล. นําเชื้อที่เจริญอยู 
ในอาหารเหลวมาบรรจุในหลอดแชแข็ง (cryotube) และเติมกลีเซอรอลปลอดเชื้อ    ซึ่งผานการฆา 
เชื้อ 3 คร้ังที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว   อุณหภูมิ 121 ° ซ   เปนเวลา 20 นาที    สําหรับการ 
เก็บเชื้อที่อุณหภูมิ –20 ° ซ  และ –70 ° ซ  ใชอัตราสวนระหวางปรมิาตรเชื้อในอาหารเหลวตอ 
ปริมาตรกลีเซอรอล เปน 50 : 50 และ 70 : 30 ตามลําดับ 
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3.1.4  การจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียที่คัดแยกได 
 
           ก.   ทดสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียที่คัดแยกได         โดยดูจากลักษณะ 
โคโลนีของเชื้อบนอาหารแข็ง LB  และตรวจสอบลักษณะเซลภายใตกลองจุลทรรศน   รวมกับผล 
ทดสอบทางชีวเคมีตามที่รายงานไวใน Burgey’s Manual of Systematic Bacteriology  
(Palleroni, 1984) 
           ข.   จําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียที่คัดแยกไดโดยการวิเคราะหลําดับเบสของ  
16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ (16 s rDNA) (Amann, Ludwig and Schleifer , 1995) 
 
3.2 ทดสอบความจําเพาะในการใช PAHs ชนิดอ่ืนในการเจริญของ 

แบคทีเรียที่คัดแยกได 
 

เตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียโดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของแบคทเีรียที่คัดแยกได  ลงในอาหารเหลว 
CFMM ปริมาตร 50 มล. ที่มีเบนโซเอทเปนแหลงคารบอน (ภาคผนวก ก หมายเลข 5) ในขวดรูป 
ชมพูขนาด 250 มล.  เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 ° ซ  ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปน 
เวลา 24 ชั่วโมง   ทําการปนแยกเซลดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่ 
อุณหภูมิ  4 ° ซ  เปนเวลา 10 นาที  ลางเซลแบคทีเรียในสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรด    
และทําการปนเหวี่ยงที่สภาวะเดิม   ทําขั้นตอนนี้ซ้ํา 3 คร้ังเพื่อลางเซล    จากนั้นเติมสารละลาย  
0.85 % โซเดียมคลอไรด   จะไดสารละลายเซลนํามาวัดความขุน (turbidity)  ที่ความยาวคลื่น  
600 นาโนเมตร   เจือจางสารละลายเซลใหมีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 1.0  และนําไปเขยาที่ 
ความเร็ว 200 รอบตอนาที   อุณหภูมิ 30 ° ซ  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  เพื่อใหแบคทีเรียใชอาหาร 
สะสมที่เหลืออยูในเซลใหหมดไป 

ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียที่คัดแยกไดในการยอยสลาย PAHs ชนิดอื่นนอก
เหนือจากแอนทราซีน   ซึ่งไดแก   แนพธาลีน* ฟแนนทรีน ฟลูออรีน ไดเบนโซฟูแรน อะซีแนพธีน 
อะซีแนพธิลีน* ฟลูออแรนธีน และไพรีน  (ภาคผนวก ข หมายเลข 2)   โดยการเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลว CFMM ปริมาตร 5 มล.  ที่เติมสารทดสอบแตละชนิดเขมขน 0.1 มก.ตอมล.  ตามวิธีของ 
Grifoll และคณะ (1995)  เติมหัวเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตร  ใชสภาวะเดิมในการเลี้ยงเชื้อ  สังเกต
ความขุนและการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM ในหลอดทดลองที่เติมหัวเชื้อ เปรียบเทยีบกับ
ชุดควบคุม 
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           หมายเหตุ * เนื่องจากแนพธาลีนและอะซีแนพธิลีนมีคาความดันไอสูง   จึงระเหยไดงาย 
มาก    ดังนั้นในการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกไดในการยอยสลาย  
PAHs ทั้งสองชนิดดังกลาว   จึงจําเปนตองเพิ่มความเขมขนของสารทดสอบเปน 0.6 มก.ตอมล.   
และ 1.0 มก.ตอมล. สําหรับอะซีแนพธิลีน และแนพธาลีน  ตามลําดับ   และปดผนึกจุกสําลีดัวย 
เทปกาวเพื่อปองกันการระเหยของสาร 
 
3.3  ศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนและความสามารถในการยอยสลาย 
      แอนทราซีน และ PAHs ชนิดอ่ืนของแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกได 
 

3.3.1  ศึกษารูปแบบในการเพิ่มจํานวนโดยใชแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน 
และพลังงาน 

 
           เติมหัวเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตร  ซึ่งเตรียมโดยใชวิธีเดียวกับการทดลองในขอ 3.2 ลงใน 
หลอดทดลองที่มีอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล.  และมีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.   
เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 ° ซ  ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที     เก็บตัวอยางทุก 24  
ชั่วโมง  ทั้งหมด 7 คร้ัง   โดยที่แตละเวลาจะมีชุดควบคุม 2 ชุด  คือชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อเพื่อดูผล 
ทางกายภาพตอการลดลงของแอนทราซีน  และชุดควบคุมที่ไมเติมแอนทราซีนแตเติมเฉพาะหัว- 
เชื้อ  เพื่อศึกษารูปแบบการเจริญของเชื้อในภาวะที่ไมมีแหลงคารบอน    ชุดควบคุมทั้ง 2 ชุดดัง- 
กลาวจะทําการทดลองควบคูไปกับชุดทดลองซึ่งเติมหัวเชื้อและมีแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน    
ทําการทดลอง 3 ซ้ําสําหรับชุดทดลองและชุดควบคุม         ดูรูปแบบการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรีย 
ในชุดทดลองเทียบกับชุดควบคุมที่เติมเฉพาะหัวเชื้อ  โดยใชวิธี viable plate count   คือนําเชื้อที่ 
อยูในอาหารเหลวมาเจือจางดวยสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรด ใหมีความเขมขนที่เหมาะ- 
สม    และนํามาเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 ° ซ  เปนเวลา 3 วัน  นับ 
จํานวนเชื้อ ณ คาการเจือจางที่เหมาะสม    วิเคราะหปริมาณแอนทราซีนที่อยูในอาหารเหลวตาม 
วิธีของ Grifoll และคณะ (1992) ซึ่งมีวิธีทดลองดังนี้ 
 
           ปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเหลวใหอยูในชวง 2-3 ดวยสารละลายกรดไฮโดร-คลอ 
ริก 1 นอรมัล (Normal, N) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3) จากนั้นเติมเอทธิลอะซีเตตปริมาตร  5 มล.  
ลงไปในอาหารเหลว   ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม  โดยใชความเร็วสูงเปนเวลา 1 นาที    ตั้ง 
ทิ้งไวใหแยกชั้น   แยกสวนเอทธิลอะซีเตตเก็บไว   จากนั้นเติมเอทธิลอะซีเตตลงในอาหารเหลว 
หลอดเดิม   และทําการสกัดซ้ําอีก 1 คร้ัง   รวมเอทธิลอะซีเตตที่สกัดไดทั้งหมดเขาดวยกัน    เติม 
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โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสเพื่อกําจัดน้ําที่เหลืออยู         จากนั้นทําใหเอทธิลอะซีเตตระเหยหมดไป 
โดยใชเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุน          เติมเมทธานอลปริมาตร 6 มล. ลงไปละลาย 
แอนทราซีน    กรองสารละลายแอนทราซีนในเมทธานอลผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE  ที่มี 
ขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร   เก็บในขวดแกวขนาดเล็กที่หุมกระดาษฟอยดเพื่อปองกันสารถูก 
ทําลายโดยแสง   ที่อุณหภูมิ -20 ° ซ จนกวาจะทําการวิเคราะหปริมาณแอนทราซีนที่เหลือดวยวิธี  
HPLC 
 
           การวิเคราะหปริมาณแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่นโดยวิธี HPLC 
 
           เตรียมสรางกราฟมาตรฐานของแอนทราซีน  โดยเติมสารละลายแอนทราซีนในไดเมทธิล- 
ซัลฟอกไซด   ลงในอาหารเหลว CFMM  ใหมีความเขมขน 0, 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 มก.ตอ 
ลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ตามลําดับ   ทําการสกัดดวยเอทธิลอะซีเตตโดยใชวิธีการ 
เดียวกับการสกัดแอนทราซีนในชุดทดลอง   และนําไปวิเคราะหปริมาณสารโดยใชวิธี HPLC ซึ่งมี 
สวนประกอบตาง ๆ ดังนี้ 
 
           เครื่องลิควิดโครมาโตกราฟ  ใชคอลัมน  Senshu  Pak  Pegasil ขนาด 4.6 × 150 มม.  ตั้ง 
อุณหภูมิคอลัมนที่ 40 ° ซ  ใชสารละลาย 80 % เมทธานอล (ภาคผนวก ข หมายเลข 4)  เปนสาร 
ละลายตัวพา   และใชอัตราการไหลเทากับ 1.0 มล.ตอนาที   ตรวจสอบคาการดูดกลืนแสงของ 
แอนทราซีนและ PAHs ที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร 
 
           ฉีดสารละลายที่ตองการหาปริมาณสาร โดยใชกระบอกฉีดยาขนาดเล็กรุน MS-R50        
หาปริมาณแอนทราซีนที่เหลืออยูจากการยอยสลายของแบคทีเรียในชุดทดลอง โดยการเปรียบ 
เทียบพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหกับกราฟมาตรฐานของแอนทราซีน  (ภาคผนวก ค หมาย- 
เลข 1) 
 
           หมายเหต ุ กอนฉีดสารตัวอยางที่ตองการหาปริมาณแอนทราซีน   ตองฉีดสารมาตรฐาน 
ของแอนทราซีนที่ละลายในเมทธานอล (ภาคผนวก ค หมายเลข 5) จนกวาจะไดคา retention  
time ที่คงที่เสียกอน 
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3.3.2  ศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียที่คัดแยกได โดยใช PAHs  
ชนิดอ่ืนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน 

 
           ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.1  แตเปลี่ยนชนิดของ PAHs  จากแอนทราซีนเปน  
PAHs ชนิดอื่นที่แบคทีเรียสามารถใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดเชนเดียวกัน   จาก 
ผลการทดลองในขอ 3.2 พบวาแบคทีเรียสามารถยอยสลาย ฟแนนทรีน, ฟลูออรีน,ไดเบนโซฟูแรน   
และ แนพธาลีน ได 
           หาปริมาณ PAHs ที่เหลืออยูจากการยอยสลายของแบคทีเรียในชุดทดลองและในชุดควบ- 
คุมที่ไมเติมเชื้อ   โดยการเปรียบเทียบพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหกับกราฟมาตรฐานของ 
ของฟแนนทรีนและฟลูออรีน (ภาคผนวก ค หมายเลข 3 และ 4) 
 
           หมายเหต ุ 
           เนื่องจากฟแนนทรีน ฟลูออรีน และ แนพธาลีน ละลายไดดีในเมทธานอล    ดังนั้นหลังจาก 
ระเหยเอทธิลอะซีเตตดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุน   ใชเมทธานอลปริมาตร 0.5 มล.  
ในการละลาย PAHs  
           จากการศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียโดยใชไดเบนโซฟูแรนเขมขน 0.1 มก. 
ตอมล.ของอาหารเหลว CFMM  และวิเคราะหปริมาณสารที่เหลืออยูดวย HPLC พบวามีการลดลง 
ของไดเบนโซฟูแรนในชุดควบคุมใกลเคียงกับชุดทดลอง  ดังนั้นจึงเพิ่มความเขมขนของสารดัง- 
กลาวเปน 0.3 มก.ตอมล.  และใชสภาวะเดิมในการเลี้ยงเชื้อ    สรางกราฟมาตรฐานของไดเบนโซ- 
ฟูแรนโดยเติมสารละลายของสารดังกลาวในไดเมทธิลซัลฟอกไซด  ลงในอาหารเหลว CFMM  ใหมี 
ความเขมขนสุดทายเปน 0, 50, 100, 150, 200, 250 และ 300  มก.ตอลิตรของอาหารเหลว  
CFMM (ภาคผนวก ค หมายเลข 2 )  และใชเมทธานอลปริมาตร 1.0 มล.ในการละลายสาร  หลัง 
จากการระเหยของเอทธิลอะซีเตต 
           เนื่องจากแนพธาลีนระเหยไดงายมาก   จึงทําการทดลองโดยใชสภาวะในการบมเชื้อแตก- 
ตางจากการเลี้ยงเชื้อเมื่อใชแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน   ดังการทดลองในขอ 3.3.3 
 

3.3.3  การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียที่คัดแยกไดในการยอยสลาย 
แนพธาลีน 

 
           เนื่องจากแนพธาลีนมีคาความดันไอสูง   จึงระเหยไดงาย     ดังนั้นในการศึกษาประสิทธิ- 
ภาพของแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกไดในการยอยสลายแนพธาลีน   จึงจําเปนตองเพิ่มความเขม- 
ขนของสารทดสอบเปน 1.0 มก.ตอมล.ของอาหารเหลว CFMM   และปดผนึกจุกสําลีดวยเทปกาว 
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เพื่อปองกันการระเหยของสาร   จึงทําใหสภาวะในการเลี้ยงเชื้อมีการจํากัดปริมาณออกซิเจน    
นอกจากนี้การเติมสารตั้งตนที่มากเกินไปจะมีผลเปนพิษตอเซลตามรายงานของ Sikkema, de  
Bont และ Poolman (1995)    ดังนั้นในการทดลองนี้จึงศึกษาเฉพาะประสิทธิภาพของเชื้อในการ 
ยอยสลายแนพธาลีนในวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 ของการทดลอง เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
           เตรียมสรางกราฟมาตรฐานของแนพธาลีน          โดยเติมสารละลายของแนพธาลีนในได- 
เมทธิลซัลฟอกไซดลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM  ปริมาตร 5 มล.  กําหนด 
ความเขมขนของแนพธาลีนเปน 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 มก.ตอลิตร   ทาํการสกัดดวย 
เอทธิลอะซีเตต   และใชเมทธานอลปริมาตร 0.5 มล. เพื่อละลายแนพธาลีน  ลังจากการระเหย 
เอทธิลอะซีเตต 
           หาปริมาณสารที่เหลืออยูจาการยอยสลายของแนพธาลีนในชุดทดลอง  และในชุดควบคุม    
โดยเปรียบเทียบพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหกับกราฟมาตรฐานของแนพธาลีน (ภาคผนวก  
ค หมายเลข 5) 
 

3.3.4  ศึกษารูปแบบในการเพิ่มจํานวนรวมทั้งความสามารถในการยอยสลาย 
แอนทราซีนผสมกับฟแนนทรีนของแบคทีเรียที่คัดแยกได 

 
           จากผลการทดลองในขอ 3.3.2 พบวาเมื่อใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอน      จะทําใหเชื้อ 
มีอัตราการเจริญสูงสุด    ในขณะที่การยอยสลายแอนทราซีนกลับมีผลลดจํานวนของแบคทีเรีย    
ภายหลังที่เพิ่มจํานวนไดสูงสุด   ดังนั้นจึงทําการทดลองเพื่อศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวน  และ 
ความสามารถในการยอยสลาย PAHs ทั้งสองชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได   เมื่อเติมแอนทราซีน 
และฟแนนทรีนเขมขนสารละ 0.1 มก.ตอมล.  ลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM  
ปริมาตร 5 มล.   โดยใชวิธีการเตรียมหัวเชื้อเชนเดียวกับการทดลองในขอ 3.2  เลี้ยงเชื้อบนเครื่อง- 
เขยาที่อุณหภูมิ   30 ° ซ   ความเร็ว 200 รอบตอนาที   เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง   นํามาวัดการ 
เจริญของแบคทีเรียเทียบกับชุดควบคุมที่ไมเติมแหลงคารบอน   โดยใชวิธี viable plate count    
และวิเคราะหปริมาณสารทดสอบแตละชนิดดวยวิธี HPLC ใชวิธีการสกัดเชนเดียวกับการทดลอง 
ในขอ 3.3.1  โดยคิดเทียบปริมาณ PAHs ทั้งสองชนิดในวันที่ 0 ของการทดลองเปน 100 % 
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3.4  การวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีน 

 
3.4.1   การเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการสกัดสารมัธยันต 

 
           นําสารละลายของแอนทราซีนในเมทธานอล    ซึ่งสกัดไดจากการเลี้ยงเชื้อที่ระยะเวลาตาง  
ๆ กันในการทดลองขอ 3.3.1 มาหาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการศึกษาสารมัธยันตที่เกิดจาก 
การยอยสลายแอนทราซีนโดยแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกได   โดยการจุด (spot)สารบนแผนที 
แอลซี ( TLC sheet) ขนาดกวาง 8  × 8 ซม. ระบบตัวทําละลาย (solvent system) ประกอบดวย  
โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน    ในอัตราสวน 90 : 25 : 4 (ปริมาตรตอปริมาตร)      
ดูสเปกตรัมของแอนทราซีนและสารมัธยันตภายใตแสงอุลตราไวโอเลต    เปรียบ-เทียบการลดลง 
ของแอนทราซีนและสารมัธยันตที่เกิดขึ้นกับสเปกตรัมของสารมาตรฐานแอนทรา-ซีน แถบ (band)  
ของสารมัธยันตที่มีความกวางมากที่สุด ณ เวลาใด (สารที่นํามาทดลอง สกัดไดจากการเลี้ยงเชื้อ 
ทุกระยะเวลา 24 ชั่วโมง  เปนเวลา 7 วัน) จะเปนระยะเวลาที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเลี้ยงเชื้อใน 
ระดับขยายสวน   เพื่อทําใหสารตัวกลางที่สกัดไดมีปริมาณมากที่สุด 
 

3.4.2  การแยกสารมัธยันตใหบริสุทธิ์ 
 

เติมหัวเชื้อแบคทีเรียซึ่งเตรียมโดยใชวิธีการเชนเดียวกับการทดลองในขอ 3.2 ลงในอาหาร 
เหลว CFMM ปริมาตร 250 มล. ที่มีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล. ในขวดรูปชมพูขนาด 500  
มล.  จํานวน 4 ขวด   เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 ° ซ  ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที   
ใชระยะเวลาที่เหมาะสมจากการทดลองในขอ 3.4.1  เมื่อครบกําหนดเวลา   แยกเซลแบคทีเรีย 
ออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวโดยใชเครื่องปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ  
4° ซ   เปนเวลา 10 นาที   นําสวนน้ําใสที่ไดมาทําการสกัดสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลาย 
ของแอนทราซีนดวยเอทธิลอะซีเตต      ซึ่งแสดงแผนผังการสกัดในภาคผนวก ค หมาย-เลข  7  
           นําสวนสกัดที่เปนกลางและสวนสกัดที่เปนกรดมาเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสเพื่อกําจัด 
น้ํา   แลวจึงนําไปลดปริมาตรโดยใชเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุนใหเหลือปริมาตรสวน- 
สกัดละประมาณ 1 มล.   จากนั้นนําแตละสวนมาจุดลงบนแผน TLC (analytical TLC) ขนาด 
กวาง 8 × 8 ซม. โดยใชระบบตัวทําละลายซึ่งประกอบดวย โทลูอีน : 1,4 ไดออกเซน : กรดอะซีติก 
เขมขน  ในอัตราสวน 90 : 25 : 4  (ปริมาตรตอปริมาตร)     ตรวจหาสารมัธยันตในแตละสวน    
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ภายใตแสงอุลตราไวโอเลต       คัดเลือกสวนสกัดที่มีสารมัธยันตสะสมอยูมากที่สุดมาทําให 
บริสุทธิ์โดยใช preparative TLC 
 
  3.4.3  การทําสารมัธยันตใหบริสุทธิ์ดวยวิธี preparative TLC 
 
           นําสวนสกัดที่พบการสะสมของสารมัธยันตอยูมากที่สุด   มาจุดใหเปนแนวตรงบนแผน 
อลูมิเนียมทีแอลซีที่เคลือบดวยซิลิกาเจล  ขนาด 20 × 20 ซม. หนา 1 มม.  โดยใชกระบอกฉีดยา 
ขนาดเล็ก รุน MS-200  ใชระบบตัวทําละลายซึ่งประกอบดวย เฮกเซน : เอทธิลอะซีเตต :กรดอะซี- 
ติกเขมขน ในอัตราสวน 10: 10 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร)       ตรวจหาแถบของสารมัธยันตภายใต 
แสงอุลตราไวโอเลต   และขูดซิลิกาเจลจากแถบดังกลาวมาทําการสกัดดวยเอทธิลอะซีเตตทิ่อ่ิมตัว 
ดวยน้ํา (ภาคผนวก ข หมายเลข 7) ปริมาตร 200 มล. เขยาเปนเวลา 10 นาที   นําสวนสกัดดัง 
กลาวมาผานคอลัมนของโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสเพื่อดึงน้ํา   จากนั้นนําไปลดปริมาตรโดยใช 
เครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุน   จนกระทั่งเหลือผลึกของสารเกาะติดอยู   ชั่งหาน้ําหนัก- 
แหงของสารดังกลาว   และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารซ้ําอีกครั้งหนึ่งโดยการนําสารละลายใน 
เมทธานอลของสารมัธยันตที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มาฉีด HPLC และตรวจสอบโครมาโตแกรมที่ 
เกิดขึ้น 
 

3.4.5  การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันต 
 

           ทําการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตโดยวิธีแกสโครมาโตกราฟ-แมสสเปกโตเมตรี (gas 
 chromatography- mass spectrometry, GC-MS)  ซึ่งใหขอมูลเกี่ยวกับโครงสรางและมวล- 
โมเลกุลของสาร      และวิธีโปรตอนนิวเคลียร แมกเนติกเรโซแนนซ (proton nuclear magnetic  
resonances, 1H-NMR) ซึ่งเปนการวัดระดับพลังงานที่แตกตางกันของนิวเคลียส         ที่อยูภายใต 
อิทธิพลของสนามแมเหล็ก   และใหขอมูลเกี่ยวกับสูตรโครงสรางของสาร 
 

3.4.6 แกสโครมาโตกราฟ-แมสสเปกโตเมตรี (gas chromatography- mass 
spectrometry, GC-MS) 

 
           ละลายสารมัธยันตที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวดวยเอทธิลอะซีเตต (10 ไมโครกรัม/100  
ไมโครลิตร)  และนําไปทําปฏิกิริยากับสารละลายไดอะโซมีเทน (diazomethane) (ภาคผนวก ข  
หมายเลข 8) ปริมาณ 1-2 หยด ในหลอดแกวขนาดเล็ก ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที   จากน้ัน 
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ทําใหแหงโดยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 20 ° ซ   ขั้นตอนดังกลาวเปน 
การนําสารมัธยันตมาทําเปนอนุพันธเมทธิล (methylation) ละลายสารนี้ดวยเอทธิลอะซีเตตใหได 
ความเขมขน 10 ไมโครกรัม/50 ไมโครลิตร   วิเคราะหหามวลโมเลกุลและรูปแบบการแตกตัว  
(fragmentation pattern) ของอนุพันธแบบเมทธิลของสารมัธยันตโดย GC-MS ดังนี้ 
 
           ใชคอลัมนชนิด DB-5 ขนาด 2.5 มม. × 15 ม.  มีชั้นฟลมหนา 0.25 ไมโครเมตร   ใชกาซ 
ฮีเลียมเปนตัวพา   ตั้งโปรแกรมของอุณหภูมิไวดังนี้ 
 
  อุณหภูมิขณะฉีด (injection temperature)              230 ° ซ. 
  อุณหภูมิคอลัมน (column temperature) 
   เร่ิมตน (initial)      80 ° ซ.  (2 นาที) 
   อัตราการเพิ่ม (flow rate)                           16 ° ซ. ตอนาที 
   สุดทาย (final)                                          280 ° ซ. (5 นาที) 
 
           เปรียบเทียบมวลโมเลกุลและรูปแบบในการแตกตัวของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอย 
สลายแอนทราซีนของแบคทีเรียที่คัดแยกได   กับสารมัธยันตมาตรฐานชนิดตาง ๆ 
 

3.4.7 โปรตอนนิวเคลียร แมกเนติกเรโซแนนซ (proton nuclear magnetic 
resonances, 1H-  NMR) 

 
           นําสารมัธยันต 1 มก. มาละลายใน 10% ดิวเทอเรียมเมทธานอล (CD3OD) ในดิวเทอเรียม 
คลอโรฟอรม (CD3Cl) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร  กรองผานใยแกวกอนบรรจุในหลอดตัว-อยาง 
สําหรับวิเคราะห NMR ขนาดความสูง 8 นิ้ว รุน 50Z-PP  หลังจากนั้นปรับปริมาตรของสารละลาย 
ดวยดิวเทอเรียมคลอโรฟอรม  ใหสารละลายในหลอดตัวอยางมีความสูงประมาณ 4 ซม.  ผนึกฝา 
หลอดใหสนิทและปดทับดวยเทปพาราฟลม   นําไปพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตดวยเครื่อง  
NMR  โดยใชเตตระเมทธิลไซเลน (tetramethyl silane) เปน internal standard 
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3.5  การทดสอบพิษ (toxicity) ของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลาย 
      แอนทราซีนโดยแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกได 
 
           เตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียโดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียที่คัดแยกได   ลงในอาหารเลี้ยง- 
เชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 25 มล. ที่มีเบนโซเอทเปนแหลงคารบอน (ภาคผนวก ก หมายเลข 5)   
เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 24 ชม.   หลังจาก 
ปนแยกเซลแลว   ทําการเจือจางเซลดวยสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรดใหไดคาการดูดกลืน- 
แสงที่ 600 นาโนเมตรเทากับ 0.02 นําไปเขยาที่สภาวะเดิมในการเลี้ยงเชื้อ  เปนเวลา 24 ชม.   เพื่อ 
ใหแบคทีเรียใชอาหารสะสมที่เหลืออยูในเซลใหหมดไป 
 
           เติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) ปริมาตร 0.5 มล.ลงในหลอด 
ทดลองขนาดเล็ก   จากนั้นเติมสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายของแอนทราซีน (ภาคผนวก ข  
หมายเลข 9) ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัม ตอ มล.  
(ทําการทดลอง 3 ซ้ํา)  แลวจึงเติมหัวเชื้อปริมาตร 0.5 มล.   เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว  
200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 °ซ  เปนเวลา 24 ชม.    วัดความขุนของเซลที่ความยาวคลื่น 600  
นาโนเมตร    ใชอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ที่เติมสารมัธยันต ณ ความเขมขนตาง ๆ ที่ใชในการ 
ทดลองเปน blank 
 
           เปรียบเทียบความเปนพิษของสารมัธยันตมาตรฐานกับสารมัธยันตที่สกัดไดจากการยอย- 
สลายของแอนทราซีนโดยแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกได   ท้ังตอการเจริญของตัวเชื้อเอง   รวมทั้ง 
ตอ Sphingomonas sp. สายพันธุ P2 (ณัฐพันธุ ศุภกา, 2542)  และ Rhizobium sp. สายพันธุ   
CU-A1 (ศรัลยา แพงไตร, 2543)    โดยวิธีการเตรียมหัวเชื้อสําหรับ Rhizobium sp. สายพันธุ   
CU-A1 ใชซัคซิเนท (succinate) เปนแหลงคารบอน (ภาคผนวก ก หมายเลข 6)   สวน  
Sphingomonas sp.สายพันธุ P2 ใชสภาวะและวิธีการเชนเดียวกับแบคทีเรียสายพันธุที่คัดแยกได 
 
           เนื่องจากสารมัธยันตที่สกัดไดจากการยอยสลายแอนทราซนี  ไมสามารถกําจัดน้ําไดหมด 
ดังนั้นในการรายงานปริมาณสารที่ไดจากการสกัดซึ่งมีผลเปนพิษตอการเจริญของแบคทีเรีย    จึง 
ใชปริมาณที่เทียบจากกราฟมาตรฐานของสารมัธยันตมาตรฐาน (ภาคผนวก ค หมายเลข 6)   เพื่อ 
ใหผลทดสอบความเปนพิษที่ไดมีคาใกลเคียงกับผลที่เกิดจากความเปนพิษของสารมัธยันตมาตร- 
ฐานมากที่สุด   เมื่อทําการทดสอบสารทั้งสองประเภทในปริมาณเทากัน 
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3.6  การวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรีย 
      สายพันธุที่คัดแยกได 
 
           คัดเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมและสกัดแยกสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีน 
โดยใชวิธีการเชนเดียวกับการทดลองในขอ 3.4.1 และ 3.4.2    จากนั้นนําสารมาทําใหบริสุทธิ์โดย 
วิธี preparative TLC   รวมทั้งทดสอบพิษของสารมัธยันตดังกลาวตอการเจริญของแบคทีเรียสาย 
พันธุที่คัดแยกได   โดยใชวิธีการทดลองในขอ 3.5 



 
บทที่ 4 

 
ผลการทดลอง 

 
4.1  การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนในตัวอยางดิน 
      แตละชนิด 
 
           จากการนําตัวอยางดิน 10 ตัวอยาง   มาทําการเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย 
แอนทราซีนได โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว CFMM ที่มีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล. และ 
ถายเชื้อเมื่อพบการเจริญของแบคทีเรีย ซึ่งสังเกตจากความขุนที่เกิดข้ึนและการเปลี่ยนสีของ 
อาหารเหลว CFMM  เทียบกับชุดควบคุม เมื่อทําการถายเชื้อ 5 คร้ังติดตอกัน ไดผลการทดลองดัง 
แสดงในตารางที่ 4.1  
 
ตารางที่ 4.1   การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนในแตละตัวอยางดิน 
                      หลังการถายเชื้อ 5 คร้ังติดตอกัน 
 

ตัวอยางดิน มีความขุนเกิดขึ้น การเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1 - - 
2 - - 
3 - - 
4 + เปลี่ยนเปนสีน้ําตาล 
5 - - 
6 - - 
7 - - 
8 - - 
9 + เปลี่ยนเปนสีเหลืองออน 
10 - - 

 
หมายเหตุ     +    หมายถึง   มีการเจริญในอาหารเหลวโดยมีความขุนเกิดขึ้น 
                    -    หมายถึง   ไมมีการเจริญในอาหารเหลว 
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           จากการเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีน  พบวาอาหารเหลว  
CFMM ที่เติมตัวอยางดินที่ 4 และ 9  ซึ่งมีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.     เกิดการเปลี่ยนสี 
จากไมมีสีเปนสีน้ําตาลและสีเหลืองออนตามลําดับ   รวมทั้งมีความขุนเพิ่มข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับ 
ชุดควบคุมดังนั้นจึงอาจเปนไปไดวาเชื้อแบคทีเรียในตัวอยางดินที่ 4 และ 9 สามารถยอยสลาย 
แอนทราซีนไดจึงนําเชื้อในตัวอยางดินทั้ง 2 แหลงไปทําการศึกษาในขั้นตอนตอไป 
 
           ในระหวางการเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่ยอยสลายแอนทราซีนในตัวอยางดินที่ 4 และ 9    
สังเกตพบระยะเวลาที่ลดลงในการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM     แสดงวาแบคทีเรียสายพันธุ 
ที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนในตัวอยางดินทั้ง 2 แหลงมีการเพิ่มจํานวนขึ้น  โดยในการถายเชื้อ 
คร้ังที่ 5    แบคทีเรียในตัวอยางดินที่ 4 สามารถเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวจากไมมีสีเปนสี 
น้ําตาลไดภายใน 48 ชั่วโมงหลังการถายเชื้อ     ในขณะที่พบการเจริญของเชื้อจากตัวอยาง 
ดินที่ 9 ภายในวันที่ 4 ของการถายเชื้อ   โดยมีการเปลี่ยนสีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเปนสีเหลืองออน 
แสดงวาเชื้อแบคทีเรียในตัวอยางดินที่ 4 สามารถเพิ่มจํานวนโดยการยอยสลายแอนทราซีนไปเปน 
แหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดดีกวาเชื้อในตัวอยางดินที่ 9 ดังนั้นจึงนําเชื้อในตัวอยางดิน 
ที่ 4 มาทําใหแบคทีเรียที่ยอยสลายแอนทราซีนไดเปนเชื้อบริสุทธิ์ในขั้นตอนตอไป 
 
4.2  การคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายแอนทราซีน 
 
           จากการนําตัวอยางดินที่  4     มาทําการแยกเชื้อแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ที่สามารถยอย 
สลายแอนทราซีนบนผิวหนาอาหารแข็ง CFMM และอาหารแข็ง LB    พบลักษณะโคโลนีที่ตางกัน 
ของแบคทีเรีย 3 ชนิดซึ่งเจริญบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อภายในวันที่ 3 และ 5 ของการบมเชื้อบน 
อาหารแข็ง LB และอาหารแข็ง CFMM ตามลําดับ      โดยเชื้อดังกลาวมีลักษณะโคโลนีที่แตกตาง 
กันชัดเจนเมื่อเจริญบนผิวหนาอาหารแข็ง LB จึงใหชื่อเชื้อทั้งสามชนิดวา ANT1 ANT2 และ ANT3 
ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2   ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย 3 สายพันธุซึ่งคัดแยกไดจากตัวอยางดินที่ 4 
 

สายพันธุแบคทีเรีย ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง LB 
ANT 1 โคโลนีกลม ขอบเรียบ ทึบแสง มีสีเหลือง 
ANT 2 โคโลนีกลม ขอบเรียบ ทึบแสง มีสีขาว 
ANT 3 รูปรางโคโลนีไมแนนอน ขอบไมเรียบ สีเหลือง มีลักษณะเปน

ฝาบาง ๆ  
 
           นําแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก. 
ตอมล.   พบวาแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 สามารถเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM จาก 
ไมมีสีไปเปนสีน้ําตาลไดภายใน 48 ชั่วโมง     แบคทีเรียสายพันธุ ANT2 ไมสามารถเพิ่มจํานวนได 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน โดยไมพบทั้งความขุนที่เพิ่มข้ึนหรือการ 
เปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อเทียบกับชุดควบคุมภายในระยะเวลา 7 วัน ในขณะที่แบคทีเรีย 
สายพนัธุ ANT3 สามารถเพิ่มจํานวนไดเล็กนอย   โดยพบการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  
CFMM จากไมมีสีไปเปนสีเหลืองออนภายใน 4 วันของการบมเชื้อ จากผลการทดลองนี้จึงเลือก  
แบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ที่มีความสามารถสูงสุดในการยอยสลายแอนทราซีนและนําไปจําแนก 
ชนิดทางอนุกรมวิธานในขั้นตอไป 
 
4.3   การจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 
 
           จากการสังเกตลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1   ที่เจริญบนอาหารแข็ง LB มี 
ลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง ขอบเรียบ ทึบแสง   ดังแสดงในรูปที่ 4.1     และเมื่อศึกษาภายใต 
กลองจุลทรรศนพบวาเซลของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 มีลักษณะเปนแทง ติดสีกรัมลบ   ดังแสดง 
ในรูปที่ 4.2    และเซลบางสวนมักจะตอกันเปนสายยาวดังแสดงในรูปที่ 4.3     สวนลักษณะทาง 
สัณฐานวิทยาและผลทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียไดแสดงไวในตารางที่ 4.3 และ 4.4 ตาม 
ลําดับ 
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รูปที่ 4.1   ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 บนอาหารแข็ง LB 
 

ตารางที่ 4.3   ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 
 

ลักษณะที่ศึกษา ลักษณะที่สังเกตเห็น 
ลักษณะของเซล  
     การติดสีกรัม กรัมลบ 
     รูปรางของเซล แทง 
     การติดสี acid - fast ไมติดสี 
ลักษณะของโคโลน ี  
     รูปราง กลม 
     สี เหลือง 
     การผานของแสง ทึบแสง 
     ลักษณะขอบ ขอบเรียบ 
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รูปที่ 4.2   ลักษณะรูปรางของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ภายใตกลองจุลทรรศน   (กําลังขยาย   
                  1000 เทา)          
  

 
 
รูปที่ 4.3 ลักษณะเซลของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ที่ตอกันเปนสายยาว (กําลังขยาย 1000 เทา) 
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ตารางที่ 4.4   ลักษณะทางสรีรวิทยาของแบคทีเรียสายพันธุ ANT 1 
 

ลักษณะที่ศึกษา ลักษณะทางสรีรวิทยา 
1. การทดสอบเอนไซมออกซิเดส (oxidase test) - 
2. การทดสอบเอนไซมคาตาเลส (catalase test) + 
3. การรีดิวซไนเตรต (nitrate reduction) + 
4. การไฮโดรไลซเอสคูลิน (esculin hydrolysis) - 
5. การทดสอบเอนไซมยูรีเอส (urease) + 
6. การเกิดปฏิกิริยาบนอาหารแข็งทริปเปลไอออน (triple   
    sugar iron agar reaction) 

K/- 

7. การเจริญบนอาหารแมคคองกี้ (MacConkey medium) + 
8. การไฮโดรไลซเจลาติน (gelatin hydrolysis) - 
9. การสรางไฮโดรเจนซัลไฟด (H2S production) - 
10.ปฏิกิริยาออกซิเดทีฟ/เฟอรเมนเตชั่น (oxidative/fermentation) - 
11.การสรางอินโดล (indole production) - 
12.การทดสอบเมทธิลเรด (methyl red test) - 
13.การทดสอบ Vogas-Proskauer (Vogas-Proskauer reaction) - 
14.การเคลื่อนที่ (motility) - 
15.การใชแหลงคารบอน  
          ดี - กลูโคส (D - glucose) - 
          ดี – มอลโตส (D – maltose) - 
          ดี – กาแลคโตส (D – galactose) - 
          ดี – ฟรุกโตส (D – fructose) - 
          ดี – แมนนิทอล ( D – mannitol) - 
         ซิมมอน ซิเตรต (Simmon citrate) + 
  
หมายเหต ุ   +   :  เชื้อมีเอนไซมชนิดที่ทดสอบ หรือเจริญไดในแหลงคารบอนนั้น 
                   -    :  เชื้อไมมีเอนไซมชนิดที่ทดสอบ หรือไมมีการเจริญในสารตั้งตนนั้น 
                   K   :  อาหารแข็ง TSI ที่อยูกนหลอด (butt) มีสมบัติเปนเบสหรือเปนกลาง 
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           ทําการเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและผลทดสอบทางชีวเคมี       ที่แสดงไวใน 
ตารางที่  4.3 และ 4.4  กับขอมูลที่รายงานโดย Palleroni (1984) ใน Burgey’s Manual of  
Systematic Bacteriology พบวาตรงกับลักษณะของแบคทีเรียในสกุล Sphingomonas และจาก 
ผลการวิเคราะหหาลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ไดผล 
การทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.4 

 

 
รูปที่ 4.4 ลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 
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           จากการนําลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 มา 
เปรียบเทียบกับลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของจุลินทรียชนิดตาง ๆ ในฐานขอมูล  
GenBank โดยใชโปรแกรม BLAST (Altschul et al., 1197) พบวาลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซ- 
มัลดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 คลายกับลําดับเบส 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของ  
Sphingomonas sp.โดยมีความคลายคลึง (% homology) เทากับ 99 %      ดังนั้นจากผลการ 
ทดสอบทางสรีรวิทยาและทางสัณฐานวิทยารวมกับการวิเคราะหลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัล 
ดีเอ็นเอ สามารถยืนยันไดชัดเจนวาแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 เปนแบคทีเรียในสกุล  
Sphingomonas  

 
           นอกจากนี้พบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ใหผลบวกในการทดสอบกิจกรรม 
ของเอนไซมไดออกซีจีเนส   โดยสังเกตจากโคโลนีของแบคทีเรียเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินหลังจากไดรับ 
ไอระเหยของอินโดล   ซึ่งแสดงวามีการแตกวงแบบออโธเกิดขึ้น       สวนแคทธีคอลที่แตกวงแบบ 
เมตาสังเกตจากโคโลนีของแบคทีเรียที่เปลี่ยนเปนสีเหลืองไขแดงภายหลังพนทับผิวหนาอาหารแข็ง  
CFMM ดวย 2,3-ไดไฮดรอกซีไบฟนีลที่ละลายในไดเอทธิลอีเทอร 
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4.4   ความจําเพาะในการใช PAHs ชนิดอ่ืนในการเจริญของ Sphingomonas sp.  
  สายพันธุ ANT1 

 
           จากการทดสอบความสามารถในการยอยสลาย PAHs ชนิดอื่น นอกเหนือจากแอนทราซีน    
ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1         เพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานใน 
การเจริญ       โดยชนิดของ PAHs ที่นํามาทดสอบคือ ไดเบนโซฟูแรน, ฟลูออรีน, ฟลูออแรนธีน,  
แนพธาลีน, ฟแนนทรีน, อะซีแนพธิลีน, อะซีแนพธีน และไพรีน    ผลการทดสอบในเบื้องตนพบวา  
Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  สามารถเพิ่มจํานวนในอาหารเหลว CFMM ที่มี PAHs เปน 
แหลงคารบอนไดหลายชนิด     โดยสังเกตจากการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM เนื่องจากการ 
ยอยสลาย PAHs ไปเปนสีตาง ๆ กันขึ้นกับชนิดของ PAHs และสารมัธยันตที่เกิดขึ้น   ดังแสดงผล 
การทดลองในรูปที่ 4.5, 4.6 และ 4.7    รวมทั้งสรุปผลการทดสอบไวในตารางที่ 4.5 
 
 
 

รูปที่ 4.5 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่มีไดเบนโซฟูแรน, แอนทราซีน และ ฟลูออรีนเปน  
                แหลงคารบอน   ในการเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เปนเวลา 3 วัน   
                มีสีตาง ๆ เกิดขึ้นเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  
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รูปที่ 4.6 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ในการเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  
              เปนเวลา 7 วัน  เมื่อมีฟลูออแรนธีนเปนแหลงคารบอน   และ 3 วันในอาหารเลี้ยง  
              เชื้อที่เติมแนพธาลีน และฟแนนทรีน  เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

 
 
รูปที่ 4.7  ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีน, อะซีแนพธีน และไพรีนเปนแหลง 
                 คารบอน   ในการเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เปนเวลา 7 วัน 
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ตารางที่ 4.5 ผลการเปลี่ยนสีอาหารเหลว CFMM ที่เติม PAHs แตละชนิดในการเลี้ยงเชื้อ 
                       Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 
 

ชนิดของ PAHs การเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM 
ไดเบนโซฟูแรน เหลืองเขมออกสม 
แอนทราซีน น้ําตาล 
ฟลูออรีน เหลืองเขมออกน้ําตาล 

ฟลูออแรนธีน* ขาวขุนออกสม 
แนพธาลีน น้ําตาลเขม 
ฟแนนทรีน เหลืองออน 

อะซีแนพธิลีน* ไมเปลี่ยนสี 
อะซีแนพธีน* ไมเปลี่ยนสี 

ไพรีน* ขาวขุน 
 
           หมายเหต ุ * กรณีที่มีฟลูออแรนธีน, อะซีแนพธีน, อะซีแนพธิลีน และ ไพรีน เปนแหลง 
คารบอน   ใชระยะเวลา 7 วันในการเลี้ยงเชื้อ   สวนไดเบนโซฟูแรน, แอนทราซีน, ฟลูออรีน, แนพ- 
ธาลีน และฟแนนทรีน  ใชเวลาในการเลี้ยงเชื้อ 3 วัน 
 
           ผลการทดลองในเบื้องตนพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 สามารถเพิ่มจํานวน 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมสารทดสอบไดหลายชนิด   โดยเริ่มสังเกตพบการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยง 
เชื้อเหลว CFMM ที่มีไดเบนโซฟูแรน,  แอนทราซีน,  ฟลูออรีน,  แนพธาลีน  และฟแนน-ทรีนเปน 
แหลงคารบอนเพียง 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ     แสดงวา PAHs ชนิดตาง ๆ ดังกลาวมีแนวโนม 
ที่จะเปนแหลงพลังงานและแหลงคารบอนที่ดีสําหรบัการเจริญของเชื้อ Sphingomonas sp. สาย 
พันธุ ANT1      ดังนั้นงานวิจัยในขั้นตอไปจึงทดลองหารูปแบบการเพิ่มจํานวนของเชื้อในอาหาร 
เหลว CFMM ที่เติม PAHs แตละชนิดและติดตามประสิทธิภาพของเชื้อในการยอยสลายสาร 
ทดสอบโดยการวิเคราะหปริมาณที่เหลือของสารดังกลาวทุก 24 ชั่วโมง 
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           สวนใน CFMM ที่เติมไพรีนและฟลูออแรนธีนพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   
สามารถเพิ่มจํานวนไดเล็กนอย โดยเริ่มสังเกตพบการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวภายหลัง 
การเลี้ยงเชื้อเปนเวลานานถึง 7 วัน     แสดงวาเชื้อมีประสิทธิภาพต่ําในการยอยสลาย PAHs ทั้ง 
สองชนิดดังกลาว   ดังนั้นจึงไมศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนของเชื้อในอาหารเหลวที่มีไพรีนและ 
ฟลูออแรนธีนเปนแหลงคารบอน 
 
           จากการทดสอบดวยวิธีการเดียวกันพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ยัง 
สามารถเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CFMM ที่มีสารทดสอบชนิดอื่นอีกหลายชนิด  ไดแก  กรดโปรโต- 
คาทีคูอิก (protocatechuic acid), ฟลูออรีนอล (fluorenol),  ฟลูออรีโนน (fluorenone)  และแคท- 
ธีคอล ไปเปนสีตาง ๆ กันตามชนิดของเมตาบอไลตที่เกิดขึ้นจากสารทดสอบ   ดังแสดงในรูปที่ 4.8 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.8 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่มีสารทดสอบแตละชนิดหลังการเลี้ยงเชื้อ  
              Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  เปนเวลา 7 วัน 
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4.5   รูปแบบการเจริญของ ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เมื่อใช  
   แอนทราซีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน 
 

           ผลการศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ในการ 
ยอยสลายแอนทราซีน          โดยนําหัวเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ที่มี   
แอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.   ติดตามการเจริญของแบคทีเรียในชุดทดลอง   รวมทั้งศึกษา 
ประสิทธิภาพของเชื้อในการยอยสลายแอนทราซีน   โดยการวิเคราะหปริมาณที่เหลือของสารดัง- 
กลาวทุก 24 ชั่วโมง ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.9, 4.10 และ 4.11 ตามลําดับ 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 4.9   ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ในการเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp. สายพันธุ 
                     ANT1 ที่ระยะเวลา 1-7 วัน โดยมีแอนทราซีนเปนสารทดสอบ 
 
 
 
 



 67

 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 4.10  รูปแบบการเพิ่มจํานวน  และปริมาณแอนทราซีนที่เหลืออยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
                         CFMM ของ  Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ในระยะเวลา 1-7  วัน 
                         เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
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รูปที่ 4.11   ความสัมพันธระหวางปริมาณแอนทราซีนและจํานวนเซล Sphingomonas    
                sp. สายพันธุ ANT1  กับปริมาณของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลาย 
                  แอนทราซีน โดยการเปรียบเทียบกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะห  
                   HPLC 
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           จากผลการทดลองพบวาใน 48 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยงเชื้อ  Sphingomonas sp. สาย- 
พันธุ ANT1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายแอนทราซีน    โดยสังเกตไดจากการเพิ่มจํานวน 
ขึ้นอยางมากของแบคทีเรียควบคูไปกับการลดลงอยางรวดเร็วของแอนทราซีนเมื่อเปรียบเทียบกับ 
ชุดควบคุม   โดยปริมาณแบคทีเรียเพิ่มจํานวนจาก 2.04 ×10 6 CFU ตอมล. ในตอนเริ่มตน  
ไปเปน   9.1 × 108 CFU ตอมล. ในวันที่ 2 ของการเลี้ยงเชื้อโดยไมมี lag phase เกิดขึ้น   หลังจาก 
นั้นการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 จะมีอัตราลดลงอยางรวดเร็ว   โดยในวันที่ 3 ของการ 
เลี้ยงเชื้อพบวาสารมัธยันตชนิดแรกซึ่งมี retention time เทากับ 2.1 มีพื้นที่ใตกราฟจากการ 
วิเคราะหโครมาโตแกรมของ HPLC เทากับ 48456   และสารมัธยันตชนิดที่สองซ่ึงมี retention  
time 3 นาที มีพื้นที่ใตกราฟ 10326  (รูปที่ 4.11) 
 
           จากการวิเคราะหปริมาณแอนทราซีนที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM (รูปที่ 4.10)      
พบวาหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง   จะมีปริมาณแอนทราซีนเหลืออยูนอยมากประมาณ  
9.15 มก.ตอลิตร  และไมมีแอนทราซีนเหลืออยูในอาหารเหลวหลังการเลี้ยงเชื้อที่เวลา 120 ชั่วโมง       
ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมเติม Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1    มีแอนทราซีนเหลืออยูใน 
อาหารเหลวประมาณ 83.63 มก.ตอลิตร   หลังจากการทดลองเปนเวลา 7 วัน     โดยปริมาณแอน- 
ทราซีนที่หายไปเกิดจากปจจัยทางกายภาพ   
 
           ผลการติดตามโครมาโตแกรมจากการวิเคราะหปริมาณแอนทราซีนและสารมัธยันตที่เกิด 
ขึ้นจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ดวย HPLC   หลัง 
การเลี้ยงเชื้อที่เวลาตาง ๆ ดังแสดงในรูปที่ 4.12    พบวาแอนทราซีนมีปริมาณลดลงอยางรวดเร็ว  
และเมื่อเลี้ยงเชื้อตอไปเปนเวลา 5 วัน    พบวาไมมีแอนทราซีนเหลืออยูในอาหารเหลว     ในขณะที่ 
สารมัธยันตชนิดแรกซึ่งมี retention time เทากับ 2.1 นาที   มีปริมาณคอนขางคงที่ตลอดการ 
ทดลอง    สวนสารชนิดที่สองที่มี retention time 3.0 นาที   มีปริมาณนอยลงหลังการเลี้ยงเชื้อ 7  
วัน 
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รูปที่ 4.12   โครมาโตแกรมการวิเคราะห HPLC เพื่อหาปริมาณแอนทราซีนและสารมัธยันตที่ 
                 เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 
                  หลังการเลี้ยงเชื้อที่เวลาตาง ๆ 
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4.6  รูปแบบการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เมื่อใชฟลูออรีน 
 เปนแหลงคารบอน 

 
           จากการศึกษาในเบื้องตนพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 สามารถเปลี่ยนสี 
ของอาหารเหลวที่เติมฟลูออรีน จากไมมีสีเปนสีเหลืองเขมไดหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง      
และการศึกษารูปแบบในการเจริญโดยใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน    โดยนํา 
หัวเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ที่มีฟลูออรีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.ติดตาม 
การเจริญและวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลือทุก 24 ชั่วโมง  ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่  
4.13, 4.14 และ 4.15 
 

 
 
 
รูปที่ 4.13   ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่มีฟลูออรีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล. ในการเลี้ยงเชื้อ 
                  Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ที่ระยะเวลา 1-7 วัน 
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รูปที่ 4.14   รูปแบบการเพิ่มจํานวนและปริมาณฟลูออรีนที่เหลือจากการยอยสลายของ 
                                 Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 หลังการเลี้ยงเชื้อที่เวลาตาง ๆ  
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รูปที่ 4.15   โครมาโตแกรมการวิเคราะห HPLC เพื่อหาปริมาณฟลูออรีนและสารมัธยันตที่เกิด 
                      จากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 หลังการ 
                      เลี้ยงเชื้อที่เวลาตาง ๆ 
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จากการทดลองพบวาใน 48 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp. สายพันธุ 
ANT1  สามารถยอยสลายฟลูออรีนไปเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานสําหรับการเจริญไดดีที่
สุด     โดยเชื้อเพิ่มจํานวนจาก 2.88 × 106 CFU ตอมล.  ในตอนเริ่มตนไปเปน  2.51 × 109 CFU 
ตอมล. ในวันที่ 2 ของการทดลอง      ในขณะเดียวกันปริมาณฟลูออรีนก็ลดลงจาก 100 มก.ตอ
ลิตร มาเปน 8 มก.ตอลิตร   และไมมีฟลูออรีนเหลืออยูในอาหารเหลวหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 
72 ชั่วโมง ในขณะที่หลังจากการทดลองเปนเวลา 7 วัน    ชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อมีฟลูออรีน
เหลืออยูในอาหารเหลวประมาณ 87 มก.ตอลิตร  
 
           ผลการทดลองในรูปที่ 4.15 แสดงใหเห็นวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   จะยอย
สลายฟลูออรีนไปเปนสารมัธยันต 3 ชนิดที่มี retention time ตางกันเปน 2.3, 3.8 และ 5.3 นาที 
ตามลําดับ    โดยเริ่มพบการสะสมของสารตัวกลางทั้งสามชนิดหลังการเลี้ยงเชื้อที่เวลา 24 ชั่วโมง   
และในวันที่ 3 ของการทดลอง   สารทั้ง 3 ชนิดมีปริมาณเพิ่มข้ึน   ในขณะที่ไมมีฟลูออรีนเหลืออยู
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ     การเพิ่มปริมาณของสารในลักษณะดังกลาวยังคงเกิดขึ้นอยางตอเนื่องจนถึง
วันที่ 7 ของการทดลอง   โดยสารมัธยันตที่มี retention time 2.3 นาที มีปริมาณมากที่สุด     จาก
ผลการทดลองจะเห็นไดวาแบคทีเรียสายพันธุ  ANT1 ไมสามารถยอยสลายสารมัธยันตทั้งสาม
ชนิดได     การทดลองในขั้นตอไปจึงทําการสกัดสารดังกลาว    เพื่อนํามาทดสอบพิษตอการเจริญ
ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 
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4.7 รูปแบบการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เมื่อใชฟแนนทรีนเปน
แหลงคารบอน 

    
           จากการศึกษาในเบื้องตนพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  สามารถเปลี่ยนสี 
ของอาหารเหลว CFMM ที่เติมฟแนนทรีน  จากไมมีสีไปเปนสีเหลืองไดภายในเวลา 24 ชั่วโมงแรก 
ของการเลี้ยงเชื้อ  และผลการศึกษารูปแบบในการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรีย สายพันธุ ANT1   โดย 
การยอยสลายฟแนนทรีนไปเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน     ติดตามการเจริญของ 
แบคทีเรียในชุดทดลอง    เทียบกับชุดควบคุมที่ไมเติมฟแนนทรีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.     และ 
วิเคราะหปริมาณสารดังกลาวทุก 24 ชั่วโมง   ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.16, 4.17 และ  
4.18 ตามลําดับ 

 
 

 
 

รูปที่ 4.16   ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายฟแนนทรีนเขมขน 0.1  
                    มก.ตอมล. ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ในการเลี้ยงเชื้อที่ระยะ 
                    เวลา 1 - 7 วัน 
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รูปที่ 4.17   รูปแบบการเพิ่มจํานวนและปริมาณฟแนนทรีนที่เหลือจากการยอยสลายของ  
                  Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมฟแนนทรีน



 77

 
 

 
 
รูปที่ 4.18   โครมาโตแกรมการวิเคราะห HPLC เพื่อหาปริมาณฟแนนทรีน และสารมัธยันตที่ 
                       เกิดจากการยอยสลายฟแนนทรีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1    
                       หลังการเลี้ยงเชื้อที่เวลาตาง ๆ 
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           จากการทดลองพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   สามารถยอยสลายฟแนน- 
ทรีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดโดยสมบูรณ   โดยสังเกตไดจากการเพิ่มจํานวน 
ของแบคทีเรียอยางรวดเร็ว ควบคูไปกับการลดลงอยางรวดเร็วของฟแนนทรีนในอาหารเหลว  
CFMM   เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม   โดยแบคทีเรียเพิ่มจํานวนจาก 2.13 × 106 CFU ตอมล.    
ในตอนเริ่มตนไปเปน 1.55 × 1010 CFU ตอมล. ในวันที่ 2 ของการเลี้ยงเชื้อโดยไมมี lag phase  
เกิดขึ้น   แบคทีเรียสายพันธุ ANT1 จะหยุดการเจริญและมีจํานวนคงที่หลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา  
2 วัน          โดยที่ปริมาณฟแนนทรีนในอาหารเหลวหมดไปหลังการเลี้ยงเชื้อเพียง 24 ชั่วโมง 

 
           ผลการติดตามโครมาโตแกรมจากการวิเคราะหปริมาณฟแนนทรีนที่เหลือในอาหารเหลว 
ดวยวิธี HPLC ดังแสดงในรูปที่ 4.18     พบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 จะยอยสลาย 
ฟแนนทรีนไปเปนสารมัธยันตที่มี retention time  1.7 นาที  และ 5.2 นาที     ไดอยางรวดเร็วภาย 
ในเวลา 24 ชั่วโมงหลังการเลี้ยงเชื้อ   โดยพบการสะสมของสารมัธยันตชนิดที่มี retention time  
เทากับ 1.7 นาทีในปริมาณสูงกวา  ในขณะที่ไมมีฟแนนทรีนเหลืออยูในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว      
และเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง   พบวาสารมัธยันตทั้งสองชนิดดังกลาวมีปริมาณลด 
ลงอยางรวดเร็ว   ที่เวลา 72 ชั่วโมง  สารมัธยันตที่มี retention time 5.2 นาทีจะถูกยอยสลายหมด 
ไป     สวนสารมัธยันตที่มี retention time 1.7 นาทีเหลืออยูปริมาณนอยมาก       จากผลการ 
ทดลองจะเห็นไดวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  สามารถยอยสลายฟแนนทรีนไปเปน 
สารมัธยันตไดอยางรวดเร็ว   โดยฟแนนทรีนถูกใชหมดไปภายในระยะเวลาเพียง 24 ชั่วโมงของ 
การเลี้ยงเชื้อ   และสารมัธยันตที่เกิดขึ้นก็จะถูกยอยสลายจนหมดไปหลังสิ้นสุดการทดลองเปน 
เวลา 7 วัน 
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4.8 รูปแบบการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เมื่อใช 
          ไดเบนโซฟูแรนเปนแหลงคารบอน 

   
           จากการศึกษาในเบื้องตนพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 สามารถเปลี่ยนสี 
ของอาหารเหลวที่เติมไดเบนโซฟูแรน    จากไมมีสีไปเปนสีเหลืองเขมออกสมไดภายใน 48 ชั่วโมง 
แรกของการทดลอง และผลการศึกษารูปแบบในการเพิ่มจํานวนโดยใชไดเบนโซ-ฟูแรนเปนแหลง 
คารบอนและแหลงพลังงานสําหรับการเจริญของ  Sphingomonas sp. สาย-พันธุ ANT1    โดยนํา 
หัวเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล.ที่มีไดเบนโซฟูแรนเขมขน 0.3 มก.ตอมล.    
และติดตามการเจริญของเชื้อ      รวมทั้งวิเคราะหปริมาณที่เหลือของสารทดสอบทุก 24 ชั่วโมง    
ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.19, 4.20 และ 4.21 ตามลําดับ 

 
 

 
 
รูปที่ 4.19  ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนของเชื้อ    
                      Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ในการเลี้ยงเชื้อที่ระยะเวลา 1 -  7 วัน 
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รูปที่ 4.20  รูปแบบการเพิ่มจํานวน   และปริมาณไดเบนโซฟูแรนที่เหลือจากการยอยสลายโดย 
                   Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1    ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีไมเติมไดเบนโซฟูแรน

จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองท่ีเติมไดเบนโซฟูแรน
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รูปที่ 4.21   โครมาโตแกรมจากการวิเคราะห HPLC เพื่อหาปริมาณไดเบนโซฟูแรนและสาร 
                   มัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ  
                  ANT1 หลังการเลี้ยงเชื้อที่เวลาตาง ๆ 
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           จากผลการทดลองในรูปที่ 4.20 พบวา   ภายใน 24 ชั่วโมงแรก  รูปแบบการเพิ่มจํานวนของ  
Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 มี lag phase เกิดขึ้น        โดยเชื้อเพิ่มจํานวนจาก 2.51 ×  
106 CFU ตอมล. ไปเปน 5.8 × 106 CFU ตอมล.  หลังจากนั้นเชื้อจะเพิ่มจํานวนขึ้นอยางรวดเร็ว 
จนถึงจํานวนสูงสุดเทากับ 1.0 × 109 CFU ตอมล. ในวันที่ 3 ของการทดลอง   ซึ่งสอด-คลองกับ 
ปริมาณไดเบนโซฟูแรนที่ลดลงจาก 283.63 มก.ตอลิตร ในตอนเริ่มตนไปเปน 86.86 มก.ตอลิตร  
ในวันที่ 3    และปริมาณสารทดสอบที่เหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อจะลดลงเพียงเล็กนอย   โดยในวันที่  
7 ของการทดลองมีปริมาณเทากับ 45.16 มก.ตอลิตร   สาเหตุดังกลาวอาจเกิดจากแบคทีเรียสาย 
พันธุ ANT1 หยุดการเจริญ   โดยเริ่มมีจํานวนคงที่หลังจากวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ 
 
           ผลการติดตามโครมาโตแกรมจากการวิเคราะหปริมาณไดเบนโซฟูแรนที่เหลือในอาหาร 
เลี้ยงเชื้อดวย HPLC    ดังแสดงในรูปที่ 4.21   พบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   จะ 
ยอยสลายไดเบนโซฟูแรนไปเปนสารมัธยันต 2 ชนิด  ที่มี retention time เทากับ 1.9 นาที และ 2.9  
นาที    โดยที่เร่ิมพบการสะสมของสารมัธยันตทั้งสองชนิดใน 24 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยงเชื้อ     ใน 
วันที่ 3  พบวาสารมัธยันตชนิดที่มี retention time 1.9 นาทีมีปริมาณสูงขึ้น   และคอนขางคงที่จน 
ถึงวันที่ 7 ของการเลี้ยงเชื้อ     สวนสารมัธยันตชนิดที่มี retention time 2.9 นาที มีปริมาณลดลง 
ในวันที่ 3    และไมพบการสะสมของสารชนิดนี้ในวันที่ 5 ของการทดลอง    ในขณะที่ไดเบนโซฟู- 
แรนมีปริมาณลดลงอยางมากในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ     และยังตรวจพบสารดังกลาวไดในวันที่  
7 แตมีปริมาณต่ํา     จากผลการทดลองจะเห็นไดวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1    
สามารถยอยสลายไดเบนโซฟูแรนเขมขน 0.3 มก.ตอมล.   เกิดเปนสารมัธยันต 2 ชนิด    โดยสาร 
หนึ่งถูกยอยสลายไป     สวนอีกสารหนึ่งยังคงพบสะสมอยูในอาหารเหลว   แตไมมีผลลดอัตราการ 
เจริญของเชื้อ     โดยที่ไดเบนโซฟูแรนไมถูกยอยสลายจนหมดไปเนื่องจากมีปริมาณเริ่มตนสูงถึง  
0.3 มก.ตอมล.   และสารทดสอบปริมาณหนึ่งจะสูญเสียไปจากการระเหยของสารในระหวางการ 
ทดลอง 
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4.9 ความสามารถของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ในการยอยสลาย 
       แนพธาลีน 

 
           จากการทดลองในเบื้องตนพบวาแนพธาลีนมีคาความดันไอสูง      จึงระเหยไดงายมาก      
ดังนั้นในการศึกษาประสิทธิภาพของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ในการยอยสลาย  
PAHs ชนิดดังกลาว   จึงเพิ่มความเขมขนของสารทดสอบเปน 1,000 มก.ตอลิตร   และปดผนึกจุก 
สําลีดวยเทปกาวเพื่อปองกันการระเหยของสาร           วิเคราะหปริมาณที่เหลือของแนพธาลีนใน 
วันที่ 0, 1, 3, 5 และ  7 ของการทดลอง  เปรียบเทียบกับชุดควบคุม   ไดผลการทดลองดังแสดงใน 
รูปที่ 4.22, 4.23, 4.24 และ 4.25 ตามลําดับ 
 
 

 
 
 
รูปที่ 4.22  ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายแนพธาลีน โดย 
                 Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ 
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รูปที่ 4.23   ปริมาณแนพธาลีนที่ถูกยอยสลายโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  
                   เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
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รูปที่ 4.24   โครมาโตแกรมจากการวิเคราะห HPLC เพื่อหาปริมาณแนพธาลีนและสารมัธยันต 
                   ที่เกิดจากการยอยสลายแนพธาลีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  หลัง   
                   การเลี้ยงเชื้อที่เวลาตาง ๆ  
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รูปที่ 4.25   โครมาโตแกรมจากการวิเคราะหปริมาณแนพธาลีนดวย HPLC ในชุดควบคุมที่ระยะ 
                   เวลาตาง ๆ ของการทดลอง 
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           จากผลการทดลองพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1           สามารถยอยสลาย 
แนพธาลีนปริมาณ  1,000 มก.ตอลิตร    เหลือเพียง 149.92 มก.ตอลิตร   ในวันที่ 3 ของการเลี้ยง 
เชื้อ     ในขณะที่มีปริมาณแนพธาลีนในชุดควบคุมเหลือเทากับ 462 มก.ตอลิตร   แสดงวาแนพธา- 
ลีนที่สูญหายไปเนื่องจากการยอยสลายของเชื้อมีปริมาณเทากับ 312 มก.ตอลิตร     โดยสาร 
ทดสอบที่ระเหยไปมีปริมาณสูงถึง 537 มก.ตอลิตร    ในวันที่ 5 และ 7 ไมมีแนพธาลีนเหลืออยูใน 
ชุดทดลอง     สวนในชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อมีปริมาณสารดังกลาวเหลืออยู 139 และ 80 มก.ตอ 
ลิตร ตามลําดับ      
 
           แตอยางไรก็ตามสามารถยืนยันไดอยางชัดเจนวาแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ทําใหเกิดการ 
ยอยสลายของแนพธาลีนไปเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานได     โดยดูจากการเปลี่ยนสีของ 
อาหารเหลว CFMM  ไปเปนสีน้ําตาลเขม  ในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ     ดังแสดงในรูปที่ 4.22    
รวมกับผลการติดตามโครมาโตแกรมจากการวิเคราะหปริมาณแนพธาลีนที่เหลือในอาหารเลีย้งเชือ้ 
ดวย HPLC ดังแสดงในรูปที่ 4.24   เทียบกับชุดควบคุมในรูปที่ 4.25      พบวา Sphingomonas  
sp. สายพันธุ ANT1   ทําใหเกิดการเปลี่ยนโครงสรางของแนพธาลีนไปเปนสารมัธยันต 2 ชนิดที่มี  
retention time เทากับ 2.3 และ 2.7 นาที          โดยเริ่มมีการสะสมของสารทั้งสองชนิดภายใน 24  
ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ และมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้นในวันที่ 3     สารมัธยันตชนิดที่มี retention time  
2.3 นาทียังคงมีปริมาณเพิ่มข้ึนตลอดระยะเวลาการทดลอง    ในขณะที่สารมัธยันตชนิดที่มี  
retention time  2.7 นาทีเร่ิมมีปริมาณลดลงหลังวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ   สวนการตรวจวัด 
ปริมาณแนพธาลีนในชุดควบคุมยังสามารถพบไดในวันที่ 5 และ 7 ของการทดลอง     แตไมพบ 
สารดังกลาวในชุดทดลองที่เติมเชื้อ 
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4.10 รูปแบบการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 และความ 
         สามารถในการยอยสลายแอนทราซีนรวมกับฟแนนทรีน 

 
           จากการทดลองในขอ 4.7   พบวาฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดในการเจริญของ 
Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  โดยทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนของเชื้อถึง 7.2 × 103 CFU  
ตอมล.   ในวันที่ 2 ของการเลี้ยงเชื้อ  ในขณะที่การทดลองในขอ 4.5 ทําใหทราบวาสารมัธยันตที่ 
เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทราซีนมีผลลดจํานวนแบคทีเรียสายพันธุ ANT1  ถึง 3.1 ×  
103  CFU ตอมล. ดังนั้นจึงทําการทดสอบเพื่อหารูปแบบการเพิ่มจํานวนของเชื้อในภาวะที่ 
มีทั้งแอนทราซีนและฟแนนทรีนอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ   ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.26,  
4.27 และ 4.28 ตามลําดับ 
 
 

 
 
 
รูปที่ 4.26  ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนและฟแนนทรีน 
                   เขมขนชนิดละ 0.1 มก.ตอมล.   โดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  
                  ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.27 รูปแบบการเพิ่มจํานวน  รวมทั้งปริมาณแอนทราซีนและฟแนนทรีนที่เหลือจากการยอย 
                สลายของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ในการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.28 โครมาโตแกรมจากการวิเคราะห HPLC เพื่อหาปริมาณแอนทราซีนและฟแนนทรีน     
               รวมทั้งสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายสารทดสอบทั้งสองชนิดดังกลาวโดย  
                   Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 หลังการเลี้ยงเชื้อเวลาตาง ๆ  
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           จากการทดลองพบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   เพิ่มจํานวนขึ้นอยางรวดเร็ว 
จาก 2.79 × 106 CFU ตอมล.  ไปเปน 3.8 × 108 CFUตอมล. ภายในเวลา 24 ชม.     โดยที่ 
ปริมาณของแอนทราซีนเหลือเพียง 17.2 % ในขณะที่มีปริมาณฟแนนทรีนเหลืออยูในอาหารเลี้ยง 
เชื้อเหลว CFMM 10.54 %     และไมพบสารทดสอบทั้งสองชนิดดังกลาวเหลืออยูในอาหารเหลว 
ในวันที่ 6 ของการเลี้ยงเชื้อ     เมื่อเปรียบเทียบรูปแบบการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียในชุดทดลองที่ 
มีสารทดสอบแตละชนิดเพียงสารเดียวเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน       เทียบกับสภาวะที่ 
ใช PAHs ทั้งสองชนิดรวมกัน  พบวารูปแบบการเพิ่มจํานวนของเชื้อในอาหารเหลวที่มีทั้งแอนทรา- 
ซีนและฟแนนทรีน     จะมีลักษณะคลายกับชุดทดลองที่เติมแอนทราซีนเพียงสารเดียว   แตระยะ 
เวลาที่ใชในการเพิ่มจํานวนไดสูงสุดของเชื้อลดลงจาก 48 ช่ัวโมง มาเปน 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้น 
แบคทีเรียจะมีจํานวนลดลง    จนถึงวันที่ 7 ของการเลี้ยงเชื้อเหลือเพียง  3.3 × 105 CFU ตอมล.  
หรือมีจํานวนแบคทีเรียลดลง  1.14 × 103 CFU ตอมล. ในขณะที่เมื่อใชแอนทราซีนเปนแหลง 
คารบอนเพียงชนิดเดียวจะมีผลลดจํานวนแบคทีเรีย 3.1 × 103 CFU ตอมล.   โดยที่การลดลงของ 
แอนทราซีนในชุดทดลองก็เกิดไดเร็วขึ้น    สอดคลองกับอัตราการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียสาย- 
พันธุ ANT1   สวนการถูกยอยสลายของฟแนนทรีนเกิดไดชาลงเมื่อเทียบกับการเติมฟแนนทรีน 
เพียงชนิดเดียวในชุดทดลอง    ซ่ึงฟแนนทรีนจะถูกยอยสลายหมดไปภายใน 24 ช่ัวโมง 
 
           ผลการติดตามโครมาโตแกรมจากการวิเคราะหปริมาณแอนทราซีนและฟแนนทรีนที่เหลือ 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวดวย HPLC   ดังแสดงในรูปที่ 4.28 พบวาระหวางการยอยสลาย PAHs ทั้ง 
สองชนิดของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   จะเกิดสารมัธยันตที่มี retention time 2.1  
และ 3.0 นาที   ซ่ึงมีคา retention time เทากับสารที่พบจากการยอยสลายแอนทราซีนเพียงชนิด 
เดียว   และมีรูปแบบการสะสมของสารในลักษณะเดียวกันอีกดวย ดังนั้นจึงอาจเปนไปไดวาสาร 
มัธยันตดังกลาวมีผลในการลดจํานวนของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1      ถึงแมวาจะทําการทดสอบ 
ในสภาวะที่เติมฟแนนทรีนรวมกับแอนทราซีนก็ตาม 
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4.11  การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลาย 
        แอนทราซีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 

 
4.11.1  การคัดเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการสกัดสารมัธยันต 

 
           ในการคัดเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการสกัดสารมัธยันต     ทําโดยนําสารละลาย 
ของแอนทราซีนในเมทธานอล  ซ่ึงไดจากการสกัดแอนทราซีนที่เหลือจากการยอยสลายของเชื้อ    
ในการเก็บตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง       มาทดสอบหาระยะเวลาที่มีการสะสมของสารตัวกลาง 
ปริมาณมากที่สุด   ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.29 
 

 
 
 
           ระบบตัวทําละลาย : โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน 
                                                     :   90 : 25 : 4 (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 
รูปที่ 4.29 โครมาโตแกรม TLC ของการวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีน 
                 โดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  
  0  = สารมาตรฐานแอนทราซีน 
  1-7 = สารสกัดแอนทราซีนจากน้ําเลี้ยงเชื้อที่เวลา 1 – 7 วันตามลําดับ 
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           ผลการทดลองพบวาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการเลี้ยงเชื้อในระดับขยายสวน  เพื่อนํา 
มาสกัดสารตัวกลางที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ  
ANT1  คือในวันที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อ  ซ่ึงมีความกวางของแถบ (band) สารมัธยันตบนโครมาโต- 
แกรมจากการวิเคราะหดวย TLC มากที่สุด   และใหผลสอดคลองกับผลการทดลองในรูปที่ 4.11    
ซ่ึงตรวจพบการสะสมของสารมัธยันตชนิดที่มี retention time 2.1 นาที  มีปริมาณมากที่สุดในวันที่  
3 ของการเลี้ยงเชื้อ   โดยมีพื้นที่ใตกราฟจากการวิเคราะห HPLC เทากับ 48456 
 
4.11.2    การสกัดสารมัธยันตและความบริสุทธิ์ของสารที่ไดจากการสกัด 
 
           ในการเตรียมสารมัธยันตใหบริสุทธิ์เพื่อพิสูจนเอกลักษณ   โดยเลี้ยง Sphingomonas sp. 
สายพันธุ ANT1 ในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 1,000 มล. ที่เติมแอนทราซีนเขมขน 0.1 มก.ตอ 
มล.   เปนเวลา 3 วัน (รูปที่ 4.30)           จากนั้นนําอาหารเหลวที่ปนแยกเซลแบคทีเรียออกแลวมา 
สกัดสารมัธยันตตามวิธีการสกัดที่แสดงไวในภาคผนวก ค หมายเลข 7   จะไดสารสกัด 2 สวน  คือ 
สวนที่มีสมบัติเปนกลางและสวนที่มีสมบัติเปนกรด     จากการวิเคราะหในเบื้องตนเพื่อตรวจสอบ 
การสะสมของสารมัธยันตในสวนสกัดทั้งสองสวนโดยวิธี TLC ดังแสดงในรูปที่ 4.31   โดยใชระบบ 
ตัวทําละลายที่ประกอบดวย โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน  นอัตราสวน 90 : 25 :4  
(ปริมาตรตอปริมาตร)  จะพบวาสารมัธยันตสวนมากสะสมอยูในสวนสกัดที่เปนกรดมากกวาใน 
สวนสกัดที่เปนกลาง     โดยยังมีแอนทราซีนเหลืออยูปริมาณมากในสวนสกัดที่เปนกลาง  ดังนั้นจึง 
นําแตสวนสกัดที่เปนกรดมาทําการแยกสารมัธยันตเพื่อพิสูจนเอกลักษณในขั้นตอนตอไป 
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รูปที่ 4.30 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เติมแอนทราซีน 0.1 มก.ตอมล. หลังการเลี้ยงเชื้อ 
                Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เปนเวลา 3 วัน กอนที่จะนํามาสกัดสารมัธยันต 
 

 
 
รูปที่ 4.31 โครมาโตแกรมจากการวิเคราะห TLC แสดงการเปรียบเทียบปริมาณของสารมัธยันตที่ 
                 เกิดข้ึนจากการยอยสลายแอนทราซีนซึ่งสะสมอยูใน (2) สวนสกัดที่เปนกลาง  และ (3)   
                 สวนสกัดที่เปนกรด  เทียบกับ (1) สารมาตรฐานแอนทราซีน  
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           จากการนําสารมัธยันตในสวนสกัดที่เปนกรดมาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC ซ่ึง 
ใชระบบตัวทําละลายที่ประกอบดวย เฮกเซน : เอทธิลอะซีเตต : กรดอะซีติกเขมขน ในอัตราสวน  
10 : 10 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร)  พบวาไดสารซึ่งมีคุณสมบัติที่บริสุทธิ์      จากการตรวจสอบ  
โครมาโตแกรม TLC และ โครมาโตแกรมจากการวิเคราะห HPLC ดังแสดงในรูปที่ 4.32 และ    
สารมัธยันตชนิดนี้มาพิสูจนเอกลักษณโดย  1H NMR  และ GC-MS ในขั้นตอไป 
 

 
 
ระบบตัวทําละลายสําหรับ analytical TLC  : โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน 
                                                              90 : 25 : 4 (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 
รูปที่ 4.32  (ก) โครมาโตแกรม  TLC และ (ข) โครมาโตแกรม  HPLC ของสารมัธยันตที่ผานการ 
                  ทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC 
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4.11.3  การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตดวยวิธี 1H NMR 
 
           จากการวิเคราะหสเปกตรัม  1H NMR  ของสารมัธยันตพบวามีความคลายคลึงกับ 
สเปกตรัม 1H NMR ของสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก (2-hydroxy-3-naphthoic  
acid)  ดังแสดงในรูปที่ 4.33 ก. และ 4.33 ข. ตามลําดับ 
           และจากการตรวจสอบคาเคมีคัลชิฟต (chemical shift) โดยใชเตตระเมทธิลไซเลนซึ่งมีคา 
เคมีคัลชิฟตเทากับ 0 เปนสารมาตรฐาน      พบวาสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีน 
มีคาเคมีคัลชิฟตใกลเคียงกับสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก    ดังนั้นจึงอาจเปนไปได 
วา สารมัธยันตดังกลาวคือ กรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก  ซ่ึงเปนสารมัธยันตที่เกิดจากการยอย 
สลายแอนทราซีนของแบคทีเรียหลายชนิด (Evans et al., 1965 ; Rogoff and Wender, 1957;  
Menn et al., 1993; Weissenfels et al., 1991; Grifoll et al., 1995) 
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รูปที่ 4.33  1H NMR  สเปกตรัมของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย  
                  (ก) Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เปรียบเทียบกับ (ข) สารมาตรฐานกรด- 
                    2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก  
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4.11.4  ผลการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตดวยวิธี GC-MS 

 
           จากการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายของแอนทราซีนโดย 
Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  ดวยวิธี GC-MS พบวาแมสสเปกตรัมของสารมัธยันตดัง- 
กลาวมีรูปแบบในการแตกตัว (fragmentation patterns)  ของ fragments ที่มีคา m/z ดังแสดงไว 
ในรูปที่ 4.34 ดังนี้ 
 
  parent อิออน   = 202 (M+) 
  fragment อิออน  = 170 (M+ -  CH3OH) 
     = 142 (M+ -  CH3COOH) 
     = 114 (M+ -  CH3COCOOH) 
 
           ซ่ึงจากการพิสูจนเอกลักษณที่ไดพบวาคา m/z (M+)  และรูปแบบในการแตกตัวของสารมัธ 
ยันตเปนลักษณะเฉพาะตัวของสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก       ดังแสดงในรูปที่  
4.35     ดังนั้นจึงสามารถยืนยันไดวาสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนของ   
Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 คือ กรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก 
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รูปที่ 4.34  (ก) โครมาโตแกรมของไอออนทั้งหมดที่เกิดการแตกตัว   (Total Ion Chromatogram, 
                 TIC) และ (ข) แมสสเปกตรัมของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย 
               Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 
 



 100

 

 
 
รูปที่ 4.35 (ก) โครมาโตแกรมของไอออนทั้งหมดที่เกิดการแตกตัว (TIC) และ (ข) แมสสเปกตรัม 
                 ของสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก 
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           นอกจากนี้จากการตรวจสอบคา retention time ของสารมัธยันตและสารมาตรฐานกรด 2- 
ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิกดวยวิธีตาง ๆ     ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.6 
 
ตารางที่ 4.6 คา retention time ของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนเทียบกับ 
                      สารมาตรฐานกรด  2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก 
 

                    Retention time (Rt) (นาที)            
         วิธีทดลอง 

   สารมัธยันต สารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก 

Reversed phase HPLC 2.137 2.175 
Reversed phase HPLC 16.78 17.08 
GC-MS 9.0 8.59 
 
           จากการทดสอบพบวาคา retetntion time ของสารมัธยันตมีคาใกลเคียงกับสารมาตรฐาน 
กรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก สําหรับทุกวิธีที่ทําการทดลอง       จึงเปนขอสนับสนุนผลการพิสูจน 
เอกลักษณของสารมัธยันตดวยวิธี 1H NMR  และ GC-MS  ที่วาสารมัธยันตที่เกิดจากการยอย 
สลายแอนทราซีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 คือ กรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก  
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4.11.5  ความเปนพิษ (toxicity) ของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิกที่เกิดจากการยอย 
          สลาย แอนทราซีนของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เทียบกับสารมาตร 
          ฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ตอการเจริญของตัวเชื้อเอง , Sphingomonas  
            sp. สายพันธุ P2 และ Rhizobium sp. สายพันธุ  CU-A1 

 
จากการสกัดกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย

แบคทีเรียสายพันธุ  ANT1 ดวยวิธี preparative TLC   ไดปริมาณสารเทากับ 53.2 มก.ตอน้ําเลี้ยง
เชื้อ (culture broth) 1,000 มล. นํามาทดสอบความเปนพิษตอการเจริญของตัวเชื้อเอง 
Sphingomonas sp. สายพันธุ P2  และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1     โดยแปรความเขม-
ขนของสารเปน 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมล.     แตเนื่องจากไมสามารถ
กําจัดน้ําไดหมดในสารมัธยันตที่สกัดได  เมื่อเทียบปริมาณจากกราฟมาตรฐานของกรด 2-ไฮดรอก
ซี-3-แนพโธอิก   ปริมาณสารมัธยันตดังกลาวจะมีเนื้อสารจริง 68.83 % (ภาคผนวก ค หมายเลข 
6) ดังนั้นการรายงานความเปนพิษของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิกที่ไดจากการสกัด      จึงเปน
คาที่คิดเทียบจากกราฟมาตรฐานแลว   โดยมีปริมาณเปน 0, 137.66, 275.32, 412.98, 550.64 
และ 688.3 ไมโครกรัมตอมล. ตามลําดับ       เปรียบเทียบความเปนพิษของสารสกัดกับกรด 2-
ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก มาตรฐาน   โดยแปรปริมาณของสารมาตรฐานเปน 0, 200, 400, 600, 
800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมล.  ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.36, 4.37 และ 4.38 ตาม
ลําดับ 
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รูปที่ 4.36 ผลของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ที่สกัดไดจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย  
                Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เทียบกับสารมาตรฐานของกรด 2-ไฮดรอกซี -3- 
                แนพโธอิก  ตอการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ที่เลี้ยงในอาหารเหลว LB 
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รูปที่ 4.37 ผลของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ที่สกัดไดจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย  
                Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เทียบกับสารมาตรฐานของกรด 2-ไฮดรอกซี -3- 
                แนพโธอิก  ตอการเจริญของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่เลี้ยงในอาหาร 
                เหลว  LB 
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รูปที่ 4.38 ผลของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ที่สกัดไดจากการยอยสลายแอนทราซีนโดย  
                Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 เทียบกับสารมาตรฐานของกรด 2-ไฮดรอกซี-3- 
                 แนพโธอิก  ตอการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ  P2 ที่เลี้ยงในอาหาร 
                 เหลว LB 
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           จากผลการทดลองจะเห็นไดวา  กรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ที่สกัดไดจากการยอยสลาย 
แอนทราซีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  มีผลยับยั้งการเจริญของตัวเชื้อเองและตอ  
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB   ซ่ึงสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอก 
ซี-3-แนพโธอิกก็ใหผลในลักษณะเดียวกัน    โดยสารทดสอบที่มีผลยับยั้งการเจริญของ  
Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 มีปริมาณเทากับ  
1,000 และ 800 ไมโครกรัมตอมล.ตามลําดับ   โดยวัดความขุนของเชื้อในรูปของคาการดูดกลืน 
แสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  ซ่ึงมีคา OD600 เทากับ 0 
 
           จากผลการทดลองในรูปที่ 4.38   พบวาสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิกไมมี 
ผลยับยั้ง  หรือมีผลนอยมากตอการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ P2   ในหลอด 
ทดลองที่ไมเติมสารทดสอบมีความขุนของเซลซึ่งวัดในรูปของคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  
600 นาโนเมตรเทากับ 1.417    เมื่อเพิ่มปริมาณกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก  มีผลทําใหรูปแบบ 
การเจริญของเชื้อเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอย      โดยความขุนของเซลเมื่อใชปริมาณสารทดสอบ  
1,000 ไมโครกรัม ตอมล. มีคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตรเปน 1.197     ซ่ึงกรด 2-ไฮดรอก 
ซี-3-แนพโธอิกที่สกัดไดจากการยอยสลายแอนทราซีนของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1  
ก็ใหผลทดสอบในลักษณะเดียวกัน 
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4.12  ความเปนพิษของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
        Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ตอการเจริญของตัวเชื้อเอง 

 
           ในการเตรียมสารมัธยันตชนิดตาง ๆ ที่เกิดจากการยอยสลายของฟลูออรีน  ใหมีปริมาณ 
มากเพื่อที่จะสกัดมาทดสอบความเปนพิษของสาร    โดยการเลี้ยง Sphingomonas sp. สายพันธุ  
ANT1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 1,000 มล. ที่เติมฟลูออรีนเขมขน 0.1 มก.ตอมล.       
เปรียบเทียบลักษณะการเปลี่ยนแปลงในอาหารเหลวที่ใชระยะเวลาเลี้ยงเชื้อ 2 วัน และ 5 วัน   พบ 
วาในวันที่ 2  อาหารเหลวมีความขุนและมีสีเหลืองเขมมากกวาในวันที่ 5  ซ่ึงเปลี่ยนเปนสีเหลืองซีด  
(รูปที่ 4.40)     แสดงวาแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 มีจํานวนลดลง    ซ่ึงอาจเปนผลยับยั้งการเจริญ 
ของแบคทีเรียโดยสารมัธยันตที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของฟลูออรีน 
           ในการคัดเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการสกัดสารมัธยันต     โดยวิเคราะหปริมาณ 
ฟลูออรีนและสารมัธยันตที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1   จากการเก็บ 
ตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง   นําสารละลายของฟลูออรีนในเมทธานอลมาจุด (spot) บนแผน TLC  ซ่ึง 
ใชระบบตัวทําละลายที่ประกอบดวย โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน ในอัตราสวน  
90 : 25 : 4 (ปริมาตรตอปริมาตร)  เพื่อหาระยะเวลาที่มีการสะสมของสารตัวกลางในปริมาณมาก 
ที่สุด   ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.39 
 

 
รูปที่4.39 โครมาโตแกรมของ TLC จากการวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีน 
                 0     :  สารมาตรฐานฟลูออรีน 
              1-7  :  สารสกัดฟลูออรีนจากน้ําเลี้ยงเชื้อที่เวลา 1- 7 วันตามลําดับ 
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รูปที่ 4.40 ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรีย 
                     สายพันธุ ANT1 ใน (ก) วันที่ 2 และ (ข) วันที่ 5 ของการเลี้ยงเชื้อ  
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           ผลการทดลองในรูปที่ 4.39 พบวาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการเลี้ยงเชื้อในระดับขยาย 
สวน      เพื่อนํามาสกัดสารมัธยันตที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายฟลูออรีน   คือในวันที่ 5 ของการ 
เลี้ยงเชื้อ      โดยพิจารณาจากพื้นที่แถบ (band) ที่มากที่สุดของสารมัธยันตบนโครมาโตแกรมการ 
วิเคราะหดวย TLC รวมกับพื้นที่ใตกราฟของโครมาโตแกรม HPLC จากการทดลองในขอ 4.6  ซ่ึงมี 
ปริมาณสารมัธยันตชนิดตาง ๆ สะสมอยูมากที่สุดในวันที่ 5 ของการเลี้ยงเชื้อเชนเดียวกัน 
 
           ในการสกัดสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีน   ตามวิธีการสกัดในภาคผนวก ค  
หมายเลข 7   จะไดสารสกัด  2 สวนที่มีสมบัติเปนกลางและเปนกรด   นํามาวิเคราะหโดยวิธี TLC  
เพื่อตรวจสอบการสะสมของสารมัธยันตในสวนสกัดทั้ง 2 สวน  ดังแสดงในรูปที่ 4.41    พบวามี 
สารมัธยันตเพียงชนิดเดียวสะสมอยูในสวนสกัดที่เปนกรด   สวนในสวนสกัดที่เปนกลางพบการ 
สะสมของสารมัธยันต 3 ชนิด     โดยสารหลักที่พบปริมาณมากเปนชนิดเดียวกับในสวนสกัดที่เปน 
กรด     ซ่ึงสารนี้มีสมบัติเรืองแสงฟลูออเรสเซนสสีฟา     ดังนั้นจึงเลือกสวนสกัดที่เปนกรดมาทํา 
การแยกสารมัธยันตชนิดดังกลาวใหบริสุทธิ์ 

 
ระบบตัวทําละลาย   ;    โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน (90 : 25 : 4) 
 
รูปที่ 4.41  โครมาโตแกรมการวิเคราะห TLC แสดงการเปรียบเทียบปริมาณของสารมัธยันตที่ 
                  เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ที่สะสมอยู 
                  ใน (ข) สวนสกัดที่เปนกลาง และ (ค) สวนสกัดที่เปนกรด   เปรียบเทียบกับ (ก) 
                  สารมาตรฐานของฟลูออรีน 
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           จากการนําสารมัธยันตในสวนสกัดที่เปนกรดมาทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี preparative TLC   
โดยใชระบบตัวทําละลายที่ประกอบดวย เฮกเซน : เอทธิลอะซีเตต : กรดอะซีติกเขมขน ในอัตรา- 
สวน  10 : 10 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร)       จะไดสารมัธยันตปริมาณ 30.1 มก.ตอ 1,000 มล.ของ 
น้ําเลี้ยงเชื้อที่ใชสกัด      จากการตรวจสอบโครมาโตแกรมของ HPLC พบวาสารนี้มีความบริสุทธิ์ 
ในระดับหนึ่ง    ดังแสดงในรูปที่ 4.42  
 

 
รูปที่ 4.42   โครมาโตแกรม HPLC ของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีน   โดยสาร 
                    ดังกลาวผานการทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC 
 
           ในการทดสอบความเปนพิษของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีน   ตอการ 
เจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   โดยแปรปริมาณของสารมัธยันตในอาหารเหลว 
เปน 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมล.     ไดผลการทดลองดังแสดงใน รูปที่  
4.43 
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รูปที่ 4.43   ผลของสารมัธยันตที่สกัดไดจากการยอยสลายฟลูออรีน    ตอการเจริญของ 
                   Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ที่เลี้ยงในอาหารเหลว LB 
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           จากผลการทดลองในรูปที่ 4.43    พบวาสารมัธยันตที่สกัดไดจากการยอยสลายฟลูออรีน 
โดย Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1   มีผลยับยั้งการเจริญของตัวเชื้อเอง     โดยในหลอด 
ทดลองที่ไมเติมสารทดสอบมีความขุนของเซล 0.829 ซ่ึงวัดในรูปคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโน- 
เมตร   เมื่อเพิ่มปริมาณสารความขุนของเชื้อจะลดลง     โดยความขุนของเชื้อเมื่อใชปริมาณสาร- 
มัธยันต 1,000 ไมโครกรัมตอมล.  จะมีคาเทากับ 0.231    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ บทที่ 55  
  

สรุปและอภิปรายผลการทดลองสรุปและอภิปรายผลการทดลอง  
  

ในการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนและพอลิไซคลิกอะโรมาติกในการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนและพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอนชนิดอื่น   ควรใชแหลงดินที่มีการปนเปอนของสารประกอบอินทรียในกลุมนี้มากอน ไฮโดรคารบอนชนิดอื่น   ควรใชแหลงดินที่มีการปนเปอนของสารประกอบอินทรียในกลุมน้ีมากอน 
เพื่อเปนการคัดเลือกและเพิ่มจํานวนเชื้อที่สามารถใชสารดังกลาวเปเพื่อเปนการคัดเลือกและเพิ่มจํานวนเชื้อที่สามารถใชสารดังกลาวเปนแหลงคารบอนและแหลงพลงันแหลงคารบอนและแหลงพลงั
งานได งานได ((HHeeiittkkaammpp  aanndd  CCeerrnniigglliiaa,,  11998888  ))                ซึ่งผลการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายซึ่งผลการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย
แอนทราซีนโดยใชดินที่มีน้ํามันเครื่องปนเปอนจากแหลงดินบริเวณหนวยยานยนต จุฬาลงกรณแอนทราซีนโดยใชดินที่มีน้ํามันเครื่องปนเปอนจากแหลงดินบริเวณหนวยยานยนต จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย   ไดแบคทีเรีย มหาวิทยาลัย   ไดแบคทีเรีย 22 สายพันธุที่สามารถใชแอนทราซีน สายพันธุที่สามารถใชแอนทราซีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังเปนแหลงคารบอนและแหลงพลัง--
งาน     ระหวางการถายเชื้อ งาน     ระหวางการถายเชื้อ 55 คร้ังติดตอกันเพื่อเพิ่มจํานวนเซลของแบคทีเรียพบวาระยะเวลาที่ คร้ังติดตอกันเพื่อเพิ่มจํานวนเซลของแบคทีเรียพบวาระยะเวลาที่
สังเกตเห็นการเจริญของแบคทีเรียและการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว สังเกตเห็นการเจริญของแบคทีเรียและการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว CCFFMMMM  ในการถายเชื้อแตละในการถายเชื้อแตละ
คร้ังจะใชเวลาสั้นลงตามลําดับคร้ังของการถายเชื้อ แสดงวคร้ังจะใชเวลาสั้นลงตามลําดับคร้ังของการถายเชื้อ แสดงวาแบคทีเรียมีการปรับตัวโดยสรางความาแบคทีเรียมีการปรับตัวโดยสรางความ
คุนเคย คุนเคย ((aacccclliimmaattiissaattiioonn))  ในการยอยสลายแอนทราซีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังในการยอยสลายแอนทราซีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลัง
งานในการเจริญไดมากขึ้น  ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ งานในการเจริญไดมากขึ้น  ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ SSuutthheerrllaanndd  และคณะ และคณะ ((11999955))  ที่พบวา ที่พบวา 
อัตราการยอยสลาย อัตราการยอยสลาย PPAAHHss  ในดินหรือในตะกอนที่ปนเปอนดวยสในดินหรือในตะกอนที่ปนเปอนดวยสารประกอบอินทรียในกลุมนี้จะารประกอบอินทรียในกลุมนี้จะ
เพิ่มขึ้นเมื่อจุลินทรียในดินถูกทําใหคุนเคยกับสาร เพิ่มข้ึนเมื่อจุลินทรียในดินถูกทําใหคุนเคยกับสาร PPAAHHss        จากการเปรียบเทียบความสามารถในจากการเปรียบเทียบความสามารถใน
การยอยสลายแอนทราซีนของเชื้อที่คัดแยกได   พบวาแบคทีเรียสายพันธุ การยอยสลายแอนทราซีนของเชื้อที่คัดแยกได   พบวาแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11 เทานั้นที่มีประ เทานั้นที่มีประ--
สิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายสารทดสอบโดยสังเกตจากการใสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายสารทดสอบโดยสังเกตจากการใชระยะเวลานอยที่สุดในการชระยะเวลานอยที่สุดในการ
เปลี่ยนสีของอาหารเหลว เปลี่ยนสีของอาหารเหลว CCFFMMMM  ที่เติมแอนทราซีนเขมขน ที่เติมแอนทราซีนเขมขน 00..11 มก มก ..ตอมลตอมล ..      กลาวคือแบคทีเรียกลาวคือแบคทีเรีย
สามารถเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อจากไมมีสีไปเปนสีน้ําตาลภายใน สามารถเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเช้ือจากไมมีสีไปเปนสีน้ําตาลภายใน 4488 ชั่วโมงแรกของการเลี้ยง ชั่วโมงแรกของการเลี้ยง  
เชื้อเชื้อ  

จากการจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียสายพันธุ จากการจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11 โดยใชลักษณะทาง โดยใชลักษณะทาง
สัณฐาณวิทยาและผลทดสอบทางชีวเคมี   เปรียบเทียบกับขอมูลที่รายงานใน สัณฐาณวิทยาและผลทดสอบทางชีวเคมี   เปรียบเทียบกับขอมูลที่รายงานใน BBuurrggeeyy’’ss  MMaannnnuuaall  
ooff  SSyysstteemmaattiicc  BBaacctteerriioollooggyy  ((PPaalllleerroonnii,,  11998844))  รวมกับผลการวิเคราะหลําดับเบสของ รวมกับผลการวิเคราะหลําดับเบสของ 1166 เอส    เอส   --
ไรโบโซมัลดีเอ็นเอสามารถยืนยันไดอยางชัดเจนวาแบคทีเรียสายพันธุดัไรโบโซมัลดีเอ็นเอสามารถยืนยันไดอยางชัดเจนวาแบคทีเรียสายพันธุดังกลาวจัดอยูในสกุล งกลาวจัดอยูในสกุล 
SSpphhiinnggoommoonnaass  รายงานวิจัยที่กลาวถึงการยอยสลายสารพิษอันตรายโดย รายงานวิจัยที่กลาวถึงการยอยสลายสารพิษอันตรายโดย SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  
สรุปไวในตารางที่ สรุปไวในตารางที่ 55..11  
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ตารางที่ ตารางที่ 55..11 รายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกของแบคทีเรียใน รายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกของแบคทีเรียใน  
สกุลสกุล  SSpphhiinnggoommoonnaass  

  
สายพันธุแบคทีเรียและเอกสารสายพันธุแบคทีเรียและเอกสารอางอิงอางอิง  สารประกอบอะโรมาติกสารประกอบอะโรมาติก  

BB11  ((EEaattoonn,,  RReessnniicckk  aanndd  GGiibbssoonn,,  11999966))  ไบฟนีล แนพธาลีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน เบนซไบฟนีล แนพธาลีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน เบนซ--
[[เอเอ]]แอนทราซีน  เบนซแอนทราซีน  เบนซ[[เอเอ]]ไพรีน อะซีแนพธิลีน ไดไพรีน อะซีแนพธิลีน ได--
เบนโซไธโอฟน ไดเบนโซฟูแรนเบนโซไธโอฟน ไดเบนโซฟูแรน  

HHHH1199  ((HHaarrmmss  eett  aall..  ,,  11999955))  ไดเบนโซฟูแรน  และสารอนุพันธุของไดเบนโซฟูแรนไดเบนโซฟูแรน  และสารอนุพันธุของไดเบนโซฟูแรน  
110077  ((DDaagghheerr  eett  aall..  ,,  11999977))  แอนทราซีน  แนพธาลีน  ไดเบนโซไธโอฟน ฟลูออรีนแอนทราซีน  แนพธาลีน  ไดเบนโซไธโอฟน ฟลูออรีน  

ฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน เบนซฟแนนทรีน  ฟลูออแรนธีน เบนซ[[เอเอ]]แอนทราซีน  แอนทราซีน    
ไพรีน  ไบฟนีล  อะซีแนพธีน  อะซีแนพธิลีน ไพรีน  ไบฟนีล  อะซีแนพธีน  อะซีแนพธิลีน   
ไดเบนโซฟูแรนไดเบนโซฟูแรน  

FF119999  ((SSttiillllwweellll  eett  aall..  ,,  11999955))  โทลูอีน  ไอโซเมอรของไซลีน โทลูอีน  ไอโซเมอรของไซลีน ((xxyylleennee))  พาราพารา--ครีซอลครีซอล  
((pp--ccrreessooll))  แนพธาลีน  ซาลิไซเลท เบนโซเอทแนพธาลีน  ซาลิไซเลท เบนโซเอท  

LLeepp11  ((FFrreeddrriicckk  eett  aall..  ,,  11999955))  44--เมทธิลควิโนลีน เมทธิลควิโนลีน ((44--mmeetthhyyllqquuiinnoolliinnee))  
PP22  ((ณัฐพันธุ ศุภกาณัฐพันธุ ศุภกา,,  22554422))  ฟแนนทรีน  แนพธาลีน  อะซีแนพธีน  อะซีแนพธีลีน  ฟแนนทรีน  แนพธาลีน  อะซีแนพธีน  อะซีแนพธีลีน  

ฟลูออรีน  แอนทราซีน  ไดเบนโซฟูแรนฟลูออรีน  แอนทราซีน  ไดเบนโซฟูแรน  
RRWW11  ((BBuunnzz  eett  aall..  ,,  11999922))  ไดเบนโซฟูแรน ไดเบนโซไดเบนโซฟูแรน ไดเบนโซ--พาราพารา--ไดออกซินไดออกซิน  
  
  
           จากงานวิจัยตางๆขางตนสามารถยืนยันไดถึงศักยภาพและบทบาทของแบคทีเรียสกุล            จากงานวิจัยตางๆขางตนสามารถยืนยันไดถึงศักยภาพและบทบาทของแบคทีเรียสกุล   
SSpphhiinnggoommoonnaass  ในการยอยสลายสารพิษในส่ิงแวดลอม     การมีสฟงโกลิปด ในการยอยสลายสารพิษในส่ิงแวดลอม     การมีสฟงโกลิปด ((sspphhiinnggoolliippiidd))  ซึ่งซึ่ง  
โครงสรางประกอบดวยน้ําตาลกรดกลูคูโรนิก โครงสรางประกอบดวยน้ําตาลกรดกลูคูโรนิก ((gglluuccuurroonniicc  aaiiccdd))  และกรดไขมัและกรดไขมัน น 22--ไฮดรอกซีมัยริสไฮดรอกซีมัยริส  
ติก ติก ((22--hhyyddrrooxxyymmyyrriissttiicc))  อยูในสวนไขมันของชั้นเยื่อหุมเซลของแบคทีเรียสกุล อยูในสวนไขมันของชั้นเยื่อหุมเซลของแบคทีเรียสกุล SSpphhiinnggoommoonnaass      
อาจเกี่ยวของกับการดูดซบัสารพิษที่ไมละลายน้ําเขาสูเซลไดดีกวาแบคทีเรียชนิดอื่น    เพราะโดยอาจเกี่ยวของกับการดูดซับสารพิษที่ไมละลายน้ําเขาสูเซลไดดีกวาแบคทีเรียชนิดอื่น    เพราะโดย  
ปกติจะพบสฟงโกลิปดในส่ิงมีชีวิตจําพวกยูคารีโอทเทานั้ปกติจะพบสฟงโกลิปดในส่ิงมีชีวิตจําพวกยูคารีโอทเทานั้น   ดังนั้นแบคทีเรียในสกุลนี้จึงสามารถใชน   ดังนั้นแบคทีเรียในสกุลนี้จึงสามารถใช  
วิถีเมตาบอลิสมในการยอยสลายสารพิษไดดีกวาแบคทเีรียชนิดอื่น วิถีเมตาบอลิสมในการยอยสลายสารพิษไดดีกวาแบคทีเรียชนิดอื่น ((YYaabbuucchhii  eett  aall..  ,,  11999900))  
           นอกจากใชแอนทราซีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญไดแลว              นอกจากใชแอนทราซีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญไดแลว     
SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11 ยังสามารถยอยสลา ยังสามารถยอยสลาย ย PPAAHHss  และสารอินทรียที่มีวงเบนซีนและสารอินทรียที่มีวงเบนซีน  
ชนิดอื่นไดอีกหลายชนิด   ซึ่งประกอบไปดวย ไดเบนโซฟูแรน  ฟลูออรีน  ฟลูออแรนธนี  แนพธาลีน  ชนิดอื่นไดอีกหลายชนิด   ซึ่งประกอบไปดวย ไดเบนโซฟูแรน  ฟลูออรีน  ฟลูออแรนธีน  แนพธาลีน    
ฟแนนทรีน กรดโปรโตคาทีคูอิก  ฟลูออรีนอล  ฟลูออรีโนน  และแคทธีคอล     โดยเชื้อจะยอยสลายฟแนนทรีน กรดโปรโตคาทีคูอิก  ฟลูออรีนอล  ฟลูออรีโนน  และแคทธีคอล     โดยเชื้อจะยอยสลาย  
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สารทดสอบเหลานี้ไปเปนสารมัธยันตที่ใหสีน้ําสารทดสอบเหลานี้ไปเปนสารมัธยันตที่ใหสีน้ําตาล สม หรือสีเหลืองในอาหารเหลว ตาล สม หรือสีเหลืองในอาหารเหลว CCFFMMMM      ซึ่งซึ่ง  
สารตัวกลางดังกลาวอาจเปนสารที่มีโครงสรางคลายคลึงกับแคทธีคอล สารตัวกลางดังกลาวอาจเปนสารที่มีโครงสรางคลายคลึงกับแคทธีคอล ((ccaatteecchhooll  ––  lliikkee    
ccoommppoouunnddss))  และผลิตภัณฑที่เกิดจากแคทธีคอลแตกวงแบบเมตา และผลิตภัณฑที่เกิดจากแคทธีคอลแตกวงแบบเมตา ((MMuueelllleerr  eett  aall..  ,,  11998899  ;;    
GGrriiffoollll  eett  aall..  ,,  11999922  ;;  ))  หรือแบบออโธ  หรือแบบออโธ  ((CCiivviilliinnii,,  ddee  BBeerrttoollddii  aanndd  TTeellll,,  11999999))  ขึ้นอยูกับสายพันธุขึ้นอยูกับสายพันธุ  
แบคทีเรียที่ทําใหเกิดการยอยสลายและชนิดของสารอินทรีย    แตจากรายงานของ แบคทีเรียที่ทําใหเกิดการยอยสลายและชนิดของสารอินทรีย    แตจากรายงานของ MMaatttthheeww    
CCiinnddyy  และ และ LLoorriinngg  ((22000000))  พบวาเอนไซม แคทธีคอลพบวาเอนไซม แคทธีคอล--22,,33--ไดออกซีจีเนส ไดออกซีจีเนส ((ccaatteecchhooll--22,,33--  
ddiiooxxyyggeennaassee))  ซึ่งทําใหแคทธีคอลแตกวงแบบเมตามีประซึ่งทําใหแคทธีคอลแตกวงแบบเมตามีประสิทธิภาพสูงกวา  และพบไดบอยกวาสิทธิภาพสูงกวา  และพบไดบอยกวา  
เอนไซมแคทธีคอลเอนไซมแคทธีคอล--11,,22--ไดออกซีจีเนส ไดออกซีจีเนส ((ccaatteecchhooll--11,,22--ddiiooxxyyggeennaassee))  ในแบคทีเรียที่มีผลใหแคทธีในแบคทีเรียที่มีผลใหแคทธี--  
คอลแตกวงแบบออโธ  หลังจากนั้นสารมัธยันตเหลานี้จะถูกเปลี่ยนโครงสรางตอไปเปนสารตัวคอลแตกวงแบบออโธ  หลังจากนั้นสารมัธยันตเหลานี้จะถูกเปลี่ยนโครงสรางตอไปเปนสารตัว--  
กลางชนิดตาง ๆ ที่อยูในวิถีเมตาบอลิสมหลักเพื่อกากลางชนิดตาง ๆ ที่อยูในวิถีเมตาบอลิสมหลักเพื่อการสรางพลังงาน รสรางพลังงาน   
           การเลี้ยงเชื้อ            การเลี้ยงเชื้อ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11 ในอาหารเหลว  ในอาหารเหลว CCFFMMMM  ที่มีฟลูออแรนที่มีฟลูออแรน--  
ธีน และไพรีนเขมขน ธีน และไพรีนเขมขน 00..11 มก มก..ตอมลตอมล..      เปนเวลา เปนเวลา 77 วัน   พบวาเชื้อสามารถใชวิถีเมตาบอลิสมในการ วัน   พบวาเชื้อสามารถใชวิถีเมตาบอลิสมในการ  
ยอยสลายสารทดสอบทั้งสองชนิดได   โดยสังเกตจากความขุนที่เกิยอยสลายสารทดสอบทั้งสองชนิดได   โดยสังเกตจากความขุนที่เกิดขึ้นและลักษณะการเปลี่ยนสีดขึ้นและลักษณะการเปลี่ยนสี  
ของอาหารเหลวในชุดทดลองเทียบกับชุดควบคุม     แมวาการเปลี่ยนแปลงนี้จะใชเวลาถึง ของอาหารเหลวในชุดทดลองเทียบกับชุดควบคุม     แมวาการเปลี่ยนแปลงนี้จะใชเวลาถึง 77 วัน วัน  
และยังไมเดนชัดมากก็ตาม   แตก็มีความนาสนใจเนื่องจาก และยังไมเดนชัดมากก็ตาม   แตก็มีความนาสนใจเนื่องจาก PPAAHHss  ทั้งสองชนิดดังกลาวมีน้ําหนักทั้งสองชนิดดังกลาวมีน้ําหนัก  
โมเลกุลสูงจึงถูกยอยสลายไดยาก   เพราะโดยทั่วไปการเพิ่โมเลกุลสูงจึงถูกยอยสลายไดยาก   เพราะโดยทั่วไปการเพิ่มจํานวนเซลมักจะเกิดจากการยอยมจํานวนเซลมักจะเกิดจากการยอย  
สลายของ สลายของ PPAAHHss  ที่มีวงเบนซีนนอยกวาหรือเทากับ ที่มีวงเบนซีนนอยกวาหรือเทากับ 33 วงเทานั้น  วงเทานั้น ((WWiieesseell,,  WWiiiibbkkeerr  aanndd  RReehhmm,,    
11999933))      
           ประสิทธิภาพในการยอยสลาย            ประสิทธิภาพในการยอยสลาย PPAAHHss  ชนิดตาง ๆในงานวิจยันี้ ของ ชนิดตาง ๆในงานวิจัยนี้ ของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..    
สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  สรุปไวในตารางที่   สรุปไวในตารางที่ 55..22  
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ตารางที่ ตารางที่ 55..22 การยอยสลาย  การยอยสลาย PPAAHHss  แตละชนิดในชวงที่มีการเจริญสูงสุดของแบคทีเรียสายพันธุ แตละชนิดในชวงที่มีการเจริญสูงสุดของแบคทีเรียสายพันธุ   

AANNTT11  
  

PPAAHHSS  ระยะเวลาที่เลี้ยงเชื้อ ระยะเวลาที่เลี้ยงเชื้อ ((วันวัน))  %%  PPAAHHss  ที่ลดลงที่ลดลง  
แอนทราซีนแอนทราซีน  22  8844..6644  
ฟลูออรีนฟลูออรีน  22  9911..8811  
ฟแนนทรีนฟแนนทรีน  11  110000  
ไดเบนโซฟูแรนไดเบนโซฟูแรน**  77  6611..5511  
แนพธาลีนแนพธาลีน**  33  3311..22  
ฟแนนทรีน ฟแนนทรีน ((เมื่เมื่อผสมกับแอนทราซีนอผสมกับแอนทราซีน))  11  8899..3366  
แอนทราซีน แอนทราซีน ((เมื่อผสมกับฟแนนทรีนเมื่อผสมกับฟแนนทรีน))  11    8822..4433  

  
  
                      หมายเหตุหมายเหตุ  **  ปริมาณเริ่มตนของไดเบนโซฟูแรนและแนพธาลีนเทากับ ปริมาณเริ่มตนของไดเบนโซฟูแรนและแนพธาลีนเทากับ 330000 มก มก..ตอลิตร และ ตอลิตร และ   
11,,000000 มก มก..ตอลิตร ตามลําดับ  สวน ตอลิตร ตามลําดับ  สวน PPAAHHss  ชนิดอื่นมีปริมาณเริ่มตน ชนิดอื่นมีปริมาณเริ่มตน 110000 มก มก..ตอลิตร  และตอลิตร  และ  
เปอรเซ็นตเปอรเซ็นต  PPAAHHss  ที่แสดงในตารางเปนคาที่ไดลบเปอรเซ็นตการสูญเสียของสารทดสอบแตละชนิดที่แสดงในตารางเปนคาที่ไดลบเปอรเซ็นตการสูญเสียของสารทดสอบแตละชนิด  
เนื่องจากปจจัยทางกายภาพออกแลวเนื่องจากปจจัยทางกายภาพออกแลว  
  
                      FFrreeddrriicckkssoonn    และคณะ และคณะ ((11999955))  รายงานวาแบคทีเรียในสกุล รายงานวาแบคทีเรียในสกุล SSpphhiinnggoommoonnaass  ซึ่งมีอยูทั่วซึ่งมีอยูทั่ว  
ไปในสิ่งแวดลอม   สามารถผลิตเอนไซมที่ยอยสลายสารประกอไปในสิ่งแวดลอม   สามารถผลิตเอนไซมที่ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน บไฮโดรคารบอน PPAAHHss  และและ  
อนุพันธของสารทั้งสองกลุมไดเปนจํานวนมาก อนุพันธของสารทั้งสองกลุมไดเปนจํานวนมาก ((bbrrooaadd  ccaattaabboolliicc  ccaappaabbiilliittiieess))      ซึ่งอาจใชเปนขอซึ่งอาจใชเปนขอ  
บงชี้ถึงความคลายคลึงของวิถีเมตาบอลิสรวมทั้งระบบเอนไซมที่ทําใหเกิดการยอยสลาย  บงชี้ถึงความคลายคลึงของวิถีเมตาบอลิสรวมทั้งระบบเอนไซมที่ทําใหเกิดการยอยสลาย  ((EEvvaannss    
eett  aall..  ,,  11996655))    คุณสมบัตินี้เปนขอดีอยางมากตอการคุณสมบัตินี้เปนขอดีอยางมากตอการนําแบคทีเรียในสกุลดังกลาวมาใชบําบัดสิ่งนําแบคทีเรียในสกุลดังกลาวมาใชบําบัดสิ่ง  
แวดลอมที่ปนเปอนสารเคมีอันตรายในธรรมชาติซึ่งตามปกติมักจะมีสารผสมหลายชนิดรวมกันอยูแวดลอมที่ปนเปอนสารเคมีอันตรายในธรรมชาติซึ่งตามปกติมักจะมีสารผสมหลายชนิดรวมกนัอยู  
           เมื่อเลี้ยงเชื้อ            เมื่อเลี้ยงเชื้อ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11 ในอาหารเหลว  ในอาหารเหลว CCFFMMMM  ที่เติมแอนทราที่เติมแอนทรา--  
ซีนพบวาเชื้อมีจํานวนลดลงอยางรวดเร็วภายหซีนพบวาเชื้อมจีํานวนลดลงอยางรวดเร็วภายหลังการเพิ่มจํานวนภายใน ลังการเพิ่มจํานวนภายใน 4488 ชั่วโมงแรกของการ ชั่วโมงแรกของการ  
ทดลอง  ซึ่งอาจเกิดจากความเปนพิษของสารมัธยันตที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทราทดลอง  ซึ่งอาจเกิดจากความเปนพิษของสารมัธยันตที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทรา  
ซีน    โดยในรูปที่ ซีน    โดยในรูปที่ 44..1100  พบการสะสมของสารมัธยันต   พบการสะสมของสารมัธยันต 22 ชนิดที่เกิดขึ้นพรอมกับการลดลงของ ชนิดที่เกดิขึ้นพรอมกับการลดลงของ  
แอนทราซีนและจํานวนแบคทีเรีย   เมื่อพิจารณารูปแอนทราซีนและจํานวนแบคทีเรีย   เมื่อพิจารณารูปแบบการสะสมของสารทั้งสองชนิดดังกลาวแบบการสะสมของสารทั้งสองชนิดดังกลาว  
ตลอดระยะเวลา ตลอดระยะเวลา 77 วันของการเลี้ยงเชื้อ   พบวาสารมัธยันตชนิดแรก  วันของการเลี้ยงเชื้อ   พบวาสารมัธยันตชนิดแรก ((rreetteennttiioonn  ttiimmee  22..11 นาที นาที))  มีมี  
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ปริมาณคอนขางคงที่   แสดงวา ปริมาณคอนขางคงที่   แสดงวา SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11 ไมสามารถยอยสลายสาร ไมสามารถยอยสลายสาร  
ชนิดนี้ไดซึ่งอาจมีผลทําใหจํานวนเชื้อลดลง   โดยชนิดนี้ไดซึ่งอาจมีผลทําใหจํานวนเชื้อลดลง   โดยในวันที่ ในวันที่ 77 มีจํานวนเชื้อเพียง  มีจํานวนเชื้อเพียง 22..8888  ××  110055  CCFFUU    
ตอมลตอมล..  สอดคลองกับรายงานของ สอดคลองกับรายงานของ TTiimmmmiiss  และ และ PPiieeppeerr  ((11999999))  ซึ่งกลาววาในวิถีการยอยสลายซึ่งกลาววาในวิถีการยอยสลาย  
ของสารพิษอันตรายของจุลินทรียบางชนิดอาจไมเกิดการเปลี่ยนแปลงอยางสมบูรณ   กลาวคือของสารพิษอันตรายของจุลินทรียบางชนิดอาจไมเกิดการเปลี่ยนแปลงอยางสมบูรณ   กลาวคือ  
สารตั้งตนเกิดการเปลี่ยนโครงสรางเพียงบางสวสารตั้งตนเกิดการเปลี่ยนโครงสรางเพียงบางสวนเทานั้น   และในบางกรณีสารมัธยันตที่เกิดขึ้นนเทานั้น   และในบางกรณีสารมัธยันตที่เกิดขึ้น  
อาจมีความเปนพิษสูงกวาสารตั้งตน   โดยมีผลยับยั้งการเจริญทั้งตอจุลินทรียที่ยอยสลายสารพิษอาจมีความเปนพิษสูงกวาสารตั้งตน   โดยมีผลยับยั้งการเจริญทั้งตอจุลินทรียที่ยอยสลายสารพิษ  
นั้นหรือตอจุลินทรียชนิดอื่น นั้นหรือตอจุลินทรียชนิดอื่น ((ttooxxiicc  mmeettaabboolliittee))    เชนเชื้อที่ยอยสลายโพลีคลอริเนทไบฟนีล เชนเชื้อที่ยอยสลายโพลีคลอริเนทไบฟนีล   
((ppoollyycchhlloorriinnaatteeddbbiipphheennyyll,,PPCCBB))  ทําใหเกิดสารตัวกลางคือ ทําใหเกิดสารตัวกลางคือ 33--คลอโรเบนโซเอท คลอโรเบนโซเอท ((33--cchhlloorroobbeennzzoo--  
  aattee))  สะสมอยูในอาหารเหลว       เนื่องจากสารดังกลาวมีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม สะสมอยูในอาหารเหลว       เนื่องจากสารดังกลาวมีผลยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม 22,,33--ไดได  
ไฮดรอกซีไบฟนีล ไดออกซีจีเนส ไฮดรอกซีไบฟนีล ไดออกซีจีเนส ((22,,33--ddiihhyyddrrooxxyybbiipphheennyyll  ddiiooxxyyggeennaassee))      33--คลอโรเบนโซเอทจึงคลอโรเบนโซเอทจึง  
ไมถูกยอยสลายตอไปเปไมถูกยอยสลายตอไปเปน น 33--คลอโรแคทธีคอล คลอโรแคทธีคอล ((33--cchhlloorrooccaatteecchhooll))    หรืออีกวิถีหนึ่ง หรืออีกวิถีหนึ่ง 33--คลอโรเบนคลอโรเบน--  
โซเอทอาจใชวิถีเมตาบอลิสมของ โซเอทอาจใชวิถีเมตาบอลิสมของ 33--ออกโซอะดิเพท  ออกโซอะดิเพท  ((33--ooxxooaaddiippaattee))  เกิดเปนโพรโตอะนีโมนิน เกิดเปนโพรโตอะนีโมนิน   
((pprroottooaanneemmoonniinn))  ที่มีผลในการลดจํานวนเซลอยางรวดเร็ว   และมีสมบัติเปนยาปฏิชีวนะที่ยับยั้งที่มีผลในการลดจํานวนเซลอยางรวดเร็ว   และมีสมบัติเปนยาปฏิชีวนะที่ยับยั้ง  
การเจริญของจุลินการเจริญของจุลินทรียไดหลายชนิด ทรียไดหลายชนิด ((BBllaassccoo  eett  aall..  ,,  11999977))  
           นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยอีกจํานวนมากที่กลาวถึงการสะสมของสารมัธยันตที่คงทนตอ           นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยอีกจํานวนมากที่กลาวถึงการสะสมของสารมัธยันตที่คงทนตอ  
การถูกยอยสลายไปเปนสารอื่น การถูกยอยสลายไปเปนสารอื่น ((ddeeaadd  eenndd  mmeettaabboolliittee))  เชนเชน  
                      WWeeiisssseennffeellss,,  BBeehhyyeerr  และ และ KKlleeiinn  ((11999900))  พบวามีการสะสมของสารตัวพบวามีการสะสมของสารตัวกลางที่เกิดจากการกลางที่เกิดจากการ  
ยอยสลายฟลูออรีนโดย ยอยสลายฟลูออรีนโดย PPsseeuuddoommoonnaass  vveessiiccuullaarriiss      และการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทราและการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทรา--ซีนซีน  
โดย โดย PPsseeuuddoommoonnaass  ppaauucciimmoobbiilliiss      รวมทั้งในระหวางการยอยสลายฟลูออแรนธีนของ รวมทั้งในระหวางการยอยสลายฟลูออแรนธีนของ   
AAllccaalliiggeenneess  ddeenniittrriiffiiccaannss    
                      TToonnggppiimm  และ และ PPiicckkaarrdd  ((11999999))  รายงานการสะสมของฟรายงานการสะสมของฟแนนทรีนแนนทรีนทรานส ทรานส ––99,,1100--ไดไฮโดรไดไฮโดร  
ไดออล ไดออล ((pphheennaanntthhrreennee  ttrraannss--99,,1100--ddiihhyyddrrooddiiooll))  ซึ่งเกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของฟแนนทรีนซึ่งเกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของฟแนนทรีน  
ในภาวะโคเมตาบอลิสมกับแอนทราซีนโดยเชื้อ ในภาวะโคเมตาบอลิสมกับแอนทราซีนโดยเชื้อ MMyyccoobbaacctteerriiuumm  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ SS11    
                      RRaaoo  รายงานในป รายงานในป 11999966 วาสารพิษที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสราง วาสารพิษที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของเบนซีน คือ ไฮโดรควิของเบนซีน คือ ไฮโดรควิ  
โนน  โนน  11,,44--เบนโซควิโนน  และ กลูตาไธโอนีลไฮโดรควิโนน เบนโซควิโนน  และ กลูตาไธโอนีลไฮโดรควิโนน ((gglluuttaatthhiioonnyyllhhyyddrrooqquuiinnoonnee))  มีผลในมีผลใน  
การทําลายดีเอ็นเอการทําลายดีเอ็นเอ  
                      CCaallddeerr  และ และ LLaaddeerr  ((11997766))  รายงานวาไดไฮดรอกซีแนพธาลีน รายงานวาไดไฮดรอกซีแนพธาลีน ((ddiihhyyddrrooxxyynnaapphhtthhaalleennee))    
ที่เกิดจากการยอยสลายของแนพธาลีนโดย ที่เกิดจากการยอยสลายของแนพธาลีนโดย mmaarriinnee  bbaacctteerriiaa  มีผลลดอัตราการเจริญของเชื้อไดมีผลลดอัตราการเจริญของเชื้อได  
มากกวาแนพธาลีนเมื่อใชความเขมขนของสารทดสอบเทากัน     เนื่องจากสารมัธยันตดังกลาวมีมากกวาแนพธาลีนเมื่อใชความเขมขนของสารทดสอบเทากัน     เนื่องจากสารมธัยันตดังกลาวมี  
โครงสรางเปนสารประกอบไฮดรอกซีซึ่งมีข้ัวสูงกวาแนพธาลีน    จึงมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของโครงสรางเปนสารประกอบไฮดรอกซีซึ่งมีข้ัวสูงกวาแนพธาลีน    จึงมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ  
แบคทีเรียไดอยางสมบูรณแบคทีเรียไดอยางสมบูรณ  
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                      BBaarrtteellss,,KKnnaacckkmmuussss  และ  และ  RReeiinneekkee  ((11998844))  รายงานวาฮาโลแคทธีคอล รายงานวาฮาโลแคทธีคอล ((hhaallooccaatteecchhooll))    
เปนสารพิษสําคัญที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของสารประกอบฮาโลอะโรมาติก  โดยสารพิษดังเปนสารพิษสําคัญที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของสารประกอบฮาโลอะโรมาติก  โดยสารพิษดัง  
กลาวทําใหระบบเอนไซมที่เกี่ยวของกับการแตกวงอะโรมาติกเกิดการเสียสภาพ กลาวทําใหระบบเอนไซมที่เกี่ยวของกับการแตกวงอะโรมาติกเกิดการเสียสภาพ ((ssuuiicciiddee  eennzzyymmee    
iinnaaccttiivvaattiioonn))  
           จากรายงานวิจัยตาง ๆ ขางตนจะเห็นไดวาในระหวางการยอยสลายของสารประกอบอะโร           จากรายงานวิจัยตาง ๆ ขางตนจะเห็นไดวาในระหวางการยอยสลายของสารประกอบอะโร  
มาติกชนิดตาง ๆ โดยแบคทีเรีย   อาจพบการสะสมของสารมัธยันตบางชนิดที่มีผลยบัยั้งการเจริญมาติกชนิดตาง ๆ โดยแบคทีเรีย   อาจพบการสะสมของสารมัธยันตบางชนิดที่มีผลยับยั้งการเจริญ  
ของเชื้อ   ดังนั้นผลการลดจํานวนของเชื้อของเชื้อ   ดังนั้นผลการลดจํานวนของเชื้อ  SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11 ที่มีแอนท ที่มีแอนทราซีนราซีน  
เปนแหลงคารบอนก็นาจะเกิดจากความเปนพิษของสารมัธยันตที่เกิดขึ้นในวิถียอยสลายแอนทราเปนแหลงคารบอนก็นาจะเกิดจากความเปนพิษของสารมัธยันตที่เกิดขึ้นในวิถียอยสลายแอนทรา--  
ซีนเชนเดียวกันซีนเชนเดียวกัน  
                      ผลการศึกษารูปแบบการเจริญโดยใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานผลการศึกษารูปแบบการเจริญโดยใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน  
สําหรับการเจริญของ สําหรับการเจริญของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  พบวากระบวนการพบวากระบวนการดังกลาวเกิดขึ้นไดดังกลาวเกิดขึ้นได  
อยางสมบูรณ   ซึ่งเปนไปตามรายงานของ อยางสมบูรณ   ซึ่งเปนไปตามรายงานของ FFoogghhtt,,  FFeeddoorraakk  และ และ WWeessttllaakkee  ((11999900))        ในงานวิจัยในงานวิจัย  
นี้เชื้อมีการเพิ่มจํานวนไดสูงสุดภายในวันที่ นี้เชื้อมีการเพิ่มจํานวนไดสูงสุดภายในวันที่ 22  ของการทดลองโดยไมมี ของการทดลองโดยไมมี llaagg  pphhaassee  เกิดขึ้น   ในขณะเกิดขึ้น   ในขณะ  
ที่ฟแนนทรีนถูกยอยสลายหมดไปอยางรวดเร็วภายใน ที่ฟแนนทรีนถูกยอยสลายหมดไปอยางรวดเร็วภายใน 2244  ชั่วโมงชั่วโมง  พรอมกับที่อาหารเหลว   พรอมกับที่อาหารเหลว CCFFMMMM    
เปลี่ยนไปเปนสีเหลือง   แสดงวามีสารตัวกลางเกิดขึ้นและแบคทีเรียสายพันธุ เปลี่ยนไปเปนสีเหลือง   แสดงวามีสารตัวกลางเกิดขึ้นและแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  สามารถใชสามารถใช  
สารดังกลาวเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญในภาวะที่ไมมีฟแนนทรีนได    จากรายงานของ สารดังกลาวเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญในภาวะที่ไมมีฟแนนทรีนได    จากรายงานของ   
MMuueelllleerr  และคณะ และคณะ ((11998899))  เกี่ยวกับการยอยสลายฟแนนทรีนโดยเกี่ยวกับการยอยสลายฟแนนทรีนโดย  PPsseeuuddoommoonnaass  cceeppaacciiaa  ก็ไดก็ได  
ผลเชนเดียวกันคือสารทดสอบถูกเปลี่ยนเปนสารมัธยันตที่ละลายน้ําได   ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อผลเชนเดียวกันคือสารทดสอบถูกเปลี่ยนเปนสารมธัยันตที่ละลายน้ําได   ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อ  
เปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีเหลือง   โดยสารดังกลาวเกิดจากแคทธีคอลมีการแตกวงแบบเมตา   เปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีเหลือง   โดยสารดังกลาวเกิดจากแคทธีคอลมีการแตกวงแบบเมตา     
แบคทีเรียสายพันธุ แบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  เร่ิมมีจํานวนคงที่และหยุดการเจริญภาเร่ิมมีจํานวนคงที่และหยุดการเจริญภายหลัง ยหลัง 4488  ชั่วโมง   เนื่องจากชั่วโมง   เนื่องจาก  
แหลงคารบอนมีปริมาณลดลงหรือหมดไป   นอกจากนี้ที่สภาวะดังกลาวเริ่มมีปริมาณออกซิเจนแหลงคารบอนมีปริมาณลดลงหรือหมดไป   นอกจากนี้ที่สภาวะดังกลาวเริ่มมีปริมาณออกซิเจน  
เปนปจจัยจํากัดเนื่องจากการเพิ่มจํานวนเซล เปนปจจัยจํากัดเนื่องจากการเพิ่มจํานวนเซล ((SSttuucckkii  aanndd  AAlleexxaannddeerr,,  11998877))  
                      เมื่อเลี้ยงเชื้อ เมื่อเลี้ยงเชื้อ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  ในอาหารเหลว ในอาหารเหลว CCFFMMMM  ที่มีไดเบนโซฟูที่มีไดเบนโซฟู--  
แรนเขมขน แรนเขมขน 330000  มกมก..ตอลิตร     พบวาใน ตอลิตร     พบวาใน 2244  ชั่วโมงแรกแบคทีเรียมีการเพิ่มจํานวนไดนอยมาก   ชั่วโมงแรกแบคทีเรียมีการเพิ่มจํานวนไดนอยมาก     
สวนสารทดสอบก็มีปริมาณลดลงเพียงเล็กนอยสวนสารทดสอบก็มีปริมาณลดลงเพียงเล็กนอย  ภาวะดังกลาวอาจเกิดจากการปรับตัวของเชื้อภาวะดังกลาวอาจเกิดจากการปรับตัวของเชื้อ  
เนื่องจากมีสารตั้งตนในปริมาณมากเนื่องจากมีสารตั้งตนในปริมาณมาก  ดังเชนรายงานวิจัยของ ดังเชนรายงานวิจัยของ WWiiggggiinnss  และ และ AAlleexxaannddeerr  ในป ในป   
11998888  ซึ่งพบวาระยะเวลาที่ ซึ่งพบวาระยะเวลาที่ PPAAHHss  ไมถูกยอยสลายโดยจุลินทรีย ไมถูกยอยสลายโดยจุลินทรีย ((aacccclliimmaattiioonn  ppeerriioodd))  จะเพิ่มข้ึนจะเพิ่มข้ึน  
เมื่อมีการเพิ่มปริมาณ เมื่อมีการเพิ่มปริมาณ PPAAHHss      หลังจาก หลังจาก 2244  ชั่วโมงพบวาแบคทีเรียสายพันธุ ชั่วโมงพบวาแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  มีการเพิ่มมีการเพิ่ม  
จํานวนอยางรวดเร็วจนถึง จํานวนอยางรวดเร็วจนถึง 11..00  ××  110099  CCFFUU  ตอมลตอมล..ในวันที่ ในวันที่ 33  ของการทดของการทดลอง   โดยที่อาหารเหลว ลอง   โดยที่อาหารเหลว   
CCFFMMMM  เปลี่ยนเปนสีเหลืองออกสม    ซึ่งอาจเปนผลิตภัณฑที่เกิดจากการแตกวงแบบเมตาของเปลี่ยนเปนสีเหลืองออกสม    ซึ่งอาจเปนผลิตภัณฑที่เกิดจากการแตกวงแบบเมตาของ   
แคทธีคอล       ซึ่งพบลักษณะการเปลี่ยนแปลงนี้ในระหวางการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนโดย แคทธีคอล       ซึ่งพบลักษณะการเปลี่ยนแปลงนี้ในระหวางการยอยสลายไดเบนโซฟูแรนโดย   
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TTeerrrraabbaacctteerr  sspp..  สายพันธุ  สายพันธุ  DDBBFF6633  ((KKaassuuggaa  eett  aall..  ,,11999977))      นอกจากนี้จากนอกจากน้ีจากรายงานวิจัยของ รายงานวิจัยของ   
CCeerrnniigglliiaa,,  MMoorrggaann  และ  และ  GGiibbssoonn  ((11997799))  ก็พบวา ก็พบวา BBeeiijjeerriinncckkiiaa  sspp..  ยอยสลายไดเบนโซฟูแรนไปยอยสลายไดเบนโซฟูแรนไป  
เปนสารผสมของ เปนสารผสมของ 11,,22--ไดไฮดรอกซีไดไฮดรอกซี--11,,22--ไดไฮโดรไดเบนโซฟูแรน ไดไฮโดรไดเบนโซฟูแรน ((11,,22--ddiihhyyddrrooxxyy--11,,22--  
ddiihhyyddrrooddiibbeennzzooffuurraann))    และ และ 22,,33--ไดไฮดรอกซีไดไฮดรอกซี--22,,33--ไดไฮโดรไดเบนโซฟูแรน ไดไฮโดรไดเบนโซฟูแรน ((22,,33--ddiihhyyddrrooxxyy--22,,33--  
ddiihhyyddrrooddiibbeennzzooffuurraann))    ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเปนสีเหลืองภายใน  ทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเปนสีเหลืองภายใน  1177  ชั่วโมงหลังการเลี้ยงชั่วโมงหลังการเลี้ยง  
เชื้อเชื้อ  
                      โดยเหตุที่สารดังกลาวเกิดการระเหยไดงาย   ดังนั้นปริมาณไดเบนโซฟูแรนที่สูญหายไปในโดยเหตุที่สารดังกลาวเกิดการระเหยไดงาย   ดังนั้นปริมาณไดเบนโซฟูแรนที่สูญหายไปใน  
หลอดทดลองที่เติมเชื้อ   จึงไมไดเกิดจากการยอยสลายของเชื้อแตหลอดทดลองที่เติมเชื้อ   จึงไมไดเกิดจากการยอยสลายของเชื้อแตเพียงอยางเดียว   โดยปริมาณเพียงอยางเดียว   โดยปริมาณ  
หนึ่งเกิดการสูญหายไปเนื่องจากการระเหยของสาร   ดังนั้นจึงกลาวไดวาไดเบนโซฟูแรนเขมขน หนึ่งเกิดการสูญหายไปเนื่องจากการระเหยของสาร   ดังนั้นจึงกลาวไดวาไดเบนโซฟูแรนเขมขน   
330000  มกมก..ตอลิตร  ที่เกิดการยอยสลายโดย ตอลิตร  ที่เกิดการยอยสลายโดย SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  ภายหลังการเลี้ยงภายหลังการเลี้ยง  
เชื้อ เชื้อ 77  วัน  มีปริมาณเทากับ วัน  มีปริมาณเทากับ 114466  มกมก..ตอลิตร   โดยมีสตอลิตร   โดยมีสารตกคางอยูในอาหารเหลว ารตกคางอยูในอาหารเหลว 4455..1166  มกมก..ตอตอ  
ลิตร   และเกิดการระเหยไป ลิตร   และเกิดการระเหยไป 9911..6699  มก  มก..ตอลิตรตอลิตร  
                      ผลการติดตามโครมาโตแกรมของ ผลการติดตามโครมาโตแกรมของ TTLLCC  และ และ HHPPLLCC  เพื่อวิเคราะหปริมาณไดเบนโซฟูแรนเพื่อวเิคราะหปริมาณไดเบนโซฟูแรน  
และการสะสมของสารมัธยันตและการสะสมของสารมัธยันต  พบวามีสารตัวกลาง พบวามีสารตัวกลาง 22 ชนิดเกิดขึ้นซึ่งมี  ชนิดเกิดขึ้นซึ่งมี rreetteennttiioonn  ttiimmee  ตางกันตางกัน  
เปน เปน 11..99  และ และ 22..99  นาที    โดยสารชนิดที่สองถูกยอยสลายตอได   ในขณะที่ยังพบการสะสมของนาที    โดยสารชนิดที่สองถูกยอยสลายตอได   ในขณะที่ยังพบการสะสมของ  
สารชนิดแรก   และสังเกตไดจากลักษณะการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวที่เปลี่ยนจากสีเหลืองออนสารชนิดแรก   และสังเกตไดจากลักษณะการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวที่เปลี่ยนจากสีเหลืองออน  
เปนสีเหลืองสมในวันที่ เปนสีเหลืองสมในวันที่ 33 ที่เชื้อมีการเพิ่มจํานวนไดสูงสุด ที่เชื้อมีการเพิ่มจํานวนไดสูงสุด  หลงัจากนั้นลักษณะสีและความขุนจะหลังจากนั้นลักษณะสีและความขุนจะ  
คคอนขางคงที่ตลอดการทดลอง   แสดงวามีการสะสมของสารตัวกลางที่ไมเปนพิษเนื่องจากไมพบอนขางคงที่ตลอดการทดลอง   แสดงวามีการสะสมของสารตัวกลางที่ไมเปนพิษเนื่องจากไมพบ  
การลดจํานวนของแบคทีเรียสายพันธุ การลดจํานวนของแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11    
                      ผลการศึกษาความสามารถของ ผลการศึกษาความสามารถของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  ในการยอยสลายในการยอยสลาย  
แนพธาลีนปริมาณ แนพธาลีนปริมาณ 11000000  มกมก..ตอลิตร   ในภาวะที่มีการจํากัดปตอลิตร   ในภาวะที่มีการจํากัดปริมาณออกซิเจนโดยปดผนึกจุกสาํลีริมาณออกซิเจนโดยปดผนึกจุกสําลี  
เพื่อปองกันการระเหยของสาร   พบวาเชื้อสามารถใชแนพธาลีนเปนแหลงคารบอนในการเจริญไดเพื่อปองกันการระเหยของสาร   พบวาเชื้อสามารถใชแนพธาลีนเปนแหลงคารบอนในการเจริญได  
โดยสังเกตจากการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวไปเปนสีน้ําตาลเขมในวันที่ โดยสังเกตจากการเปลี่ยนสีของอาหารเหลวไปเปนสีน้ําตาลเขมในวันที่ 33  ของการทดลองทําใหของการทดลองทําให  
แนพธาลีนมีปริมาณลดลงไดมากที่สุดเมื่อเทียบกับชุดควบคุม   แนพธาลีนมีปริมาณลดลงไดมากที่สุดเมื่อเทียบกับชุดควบคุม      ควบคูไปกับการสะสมของสาร   ควบคูไปกับการสะสมของสาร  
มัธยันต มัธยันต 22  ชนิดที่มี ชนิดที่มี rreetteennttiioonn  ttiimmee  22..33  และ และ 22..77  นาที   โดยสารชนิดแรกมีปริมาณเพิ่มข้ึนอยางตอนาที   โดยสารชนิดแรกมีปริมาณเพิ่มข้ึนอยางตอ  
เนื่องและมีความคงทนตอการถูกยอยสลายไปเปนสารอื่นจากการติดตามโครมาโตแกรมของ เนื่องและมีความคงทนตอการถูกยอยสลายไปเปนสารอื่นจากการติดตามโครมาโตแกรมของ TTLLCC    
และ และ HHPPLLCC          แตอยางไรก็ตามวิธีปองกันการระเหยของสารแตอยางไรก็ตามวิธีปองกันการระเหยของสารไมสามารถกระทําไดอยางมีประสิทธิไมสามารถกระทําไดอยางมีประสิทธิ--  
ภาพโดยพบวาแนพธาลีนในชุดควบคุมมีปริมาณลดลงอยางตอเนื่องตลอดการทดลองในทํานองภาพโดยพบวาแนพธาลีนในชุดควบคุมมีปริมาณลดลงอยางตอเนื่องตลอดการทดลองในทํานอง  
เดียวกับชุดทดลองเดียวกับชุดทดลอง  ถาตองการควบคุมมิใหมีการลดลงของแนพธาลีนในชุดควบคุม ควรทําถาตองการควบคุมมิใหมีการลดลงของแนพธาลีนในชุดควบคุม ควรทํา  
การทดลองภายใตสภาวะไรออกซิเจน  ดังเชนรายงานวิจัยของ การทดลองภายใตสภาวะไรออกซิเจน  ดังเชนรายงานวิจัยของ RRoocckknnee  และคณะ และคณะ ((22000000))  ที่กลาวที่กลาว  
ถึงการยอยสลายแนพธาลีนในสภาวะไรอากาศโดยมีไนเตรท ถึงการยอยสลายแนพธาลีนในสภาวะไรอากาศโดยมีไนเตรท ((NNOO33

--))  ทําหนาที่เปนตัวรับทําหนาที่เปนตัวรับ  
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อิเล็กตรอนในปฏิกิริยาออกซิเดชันอิเล็กตรอนในปฏิกิริยาออกซิเดชัน--รีดักชันเพื่อการสรางพลังงานของเชื้อ   ผลการทดลองพบวารีดักชันเพื่อการสรางพลังงานของเชื้อ   ผลการทดลองพบวา  
ภายใน ภายใน 6600  วันเชื้อบริสุทธิ์สายพันธุ วันเชื้อบริสุทธิ์สายพันธุ NNAAPP--44  และ และ NNAAPP--33--11  สามารถยอยสลายแนพธาลีนไดสามารถยอยสลายแนพธาลีนได  7700  %%    
และ และ 9900  %%  ตามลําดับ  สวนในชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อมีปริมาณแนพธาลีนลดลงเพียงเล็กนอยตามลําดับ  สวนในชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อมีปริมาณแนพธาลีนลดลงเพียงเล็กนอย    
                      จากการทดลองเบื้องตนในงานวิจัยนี้พบวาแบคทีเรียสายพันธุ จากการทดลองเบื้องตนในงานวิจัยนี้พบวาแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  เพิ่มจํานวนไดนอยเพิ่มจํานวนไดนอย  
มาก มาก ((ไมไดแสดงขอมูลไมไดแสดงขอมูล))        ซึ่งนาจะเกิดจากปจจัยตาง ๆ ประกอบกัน เชน ความซึ่งนาจะเกิดจากปจจัยตาง ๆ ประกอบกัน เชน ความเขมขนเริ่มตนของเขมขนเริ่มตนของ  
แนพธาลีนมีคาสูงเกินไป แนพธาลีนมีคาสูงเกินไป ((WWiiggggiinnss  aanndd  AAlleexxaannddeerr,,  11998888))    ออกซิเจนและหัวเชื้อเร่ิมตนมี    ออกซิเจนและหัวเชื้อเร่ิมตนมี  
ปริมาณต่ําปริมาณต่ํา  หรือการเติมแนพธาลีนลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวโดยตรงอาจมีผลยับยั้งการหรือการเติมแนพธาลีนลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวโดยตรงอาจมีผลยับยั้งการ  
เจริญของเชื้อไดมากกวาใหเชื้อไดรับไอระเหยของสารดังกลาว   เพราะแนพธาลีนเจริญของเชื้อไดมากกวาใหเชื้อไดรับไอระเหยของสารดังกลาว   เพราะแนพธาลีนมีคาการละลายมีคาการละลาย  
ในน้ําสูงถึง ในน้ําสูงถึง 3300  ppppmm  ((MMuueelllleerr  eett  aall..  ,,  11999900  ;;  WWeeiisssseennffeellss  eett  aall..  ,,  11999911))  
                      การศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนรวมทั้งประสิทธิภาพในการยอยสลายแอนทราซีนและฟการศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนรวมทั้งประสิทธิภาพในการยอยสลายแอนทราซีนและฟ--  
แนนทรีนของ แนนทรีนของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  พบวารูปแบบการเจริญของเชื้อมีลักษณะพบวารูปแบบการเจริญของเชื้อมีลักษณะ  
เหมือนกัเหมือนกับชุดทดลองที่เติมแอนทราซีนเพียงสารเดียว     แสดงวากรด บชุดทดลองที่เติมแอนทราซีนเพียงสารเดียว     แสดงวากรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิกที่แนพโธอิกที่  
เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทราซีนมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเชื้อไดอยางมีประสิทธิเกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทราซีนมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเชื้อไดอยางมีประสิทธิ--  
ภาพ     แมแตในภาวะที่เติมฟแนนทรีนซึ่งเปนแหลงคารบอนที่แบคทีเรียมีการเพิ่มจํานวนไดภาพ     แมแตในภาวะที่เติมฟแนนทรีนซึ่งเปนแหลงคารบอนที่แบคทีเรียมีการเพิ่มจํานวนไดสูงสุดสูงสุด  
ก็ตาม     นอกจากนี้ยังพบดวยวาระยะเวลาที่แบคทีเรียสายพันธุ ก็ตาม     นอกจากนี้ยังพบดวยวาระยะเวลาที่แบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  ใชในการเพิ่มจํานวนไดสูงใชในการเพิ่มจํานวนไดสูง  
สุดลดลงจาก สุดลดลงจาก 4488  ชั่วโมงในกรณีที่มีแอนทราซีนเพียงสารเดียวมาเปน ชั่วโมงในกรณีที่มีแอนทราซีนเพียงสารเดียวมาเปน 2244  ชั่วโมง  นั่นคือฟแนนทรีนชั่วโมง  นั่นคือฟแนนทรีน  
มีผลลด มีผลลด aacccclliimmaattiioonn  ppeerriioodd    ที่เชื้อใชในการยอยสลายแอนทราซีน ที่เชื้อใชในการยอยสลายแอนทราซีน ((WWiiggggiinnss  aanndd  AAlleexxaannddeerr,,    
11998888))        สวนประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนทรีนของแบคทีเรียมีคาลดลงเล็กนอยเมื่อเทียบสวนประสิทธิภาพในการยอยสลายฟแนนทรีนของแบคทเีรียมีคาลดลงเล็กนอยเมื่อเทียบ  
กับการเติมฟแนนทรีนเพียงสารเดียวกับการเติมฟแนนทรีนเพียงสารเดียว  
                      BBoouucchheezz,,  BBllaanncchheett  และ และ VVaannddeeccaasstteeeellee  ((11999955))  เสนอวาความเขาใจเกี่ยวกับผลลัพธเสนอวาความเขาใจเกี่ยวกับผลลัพธ  
ของปฏิสัมพันธระหวางสาร ของปฏิสัมพันธระหวางสาร PPAAHHss  เเปนสิ่งจําเปนเพื่อใหการยอยสลายสารผสมของ ปนสิ่งจําเปนเพื่อใหการยอยสลายสารผสมของ PPAAHHss  ในสิ่งในสิ่ง  
แวดลอมเกิดขึ้นอยางสมบูรณ     รายงานวิจัยสวนใหญจะมุงไปที่การยอยสลาย แวดลอมเกิดขึ้นอยางสมบูรณ     รายงานวิจัยสวนใหญจะมุงไปที่การยอยสลาย PPAAHHss  ที่มีน้ําหนักที่มีน้ําหนัก  
โมเลกุลสูง   โดยการกระตุนระบบเอนไซมของเชื้อดวย โมเลกุลสูง   โดยการกระตุนระบบเอนไซมของเชื้อดวย PPAAHHss  ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าซึ่งจะถูกยอยที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าซึ่งจะถูกยอย  
สลายไดงายกวาสลายไดงายกวา        และนับเปนผลบวกในเชิงปฏิสัมพันธ และนับเปนผลบวกในเชิงปฏิสัมพันธ ((ssyynneerrggiissttiicc))      แตอยางไรก็ตามจากการแตอยางไรก็ตามจากการ  
ศึกษาโดยเติม ศึกษาโดยเติม PPAAHHss  22  ชนิด    และติดตามประสิทธิภาพในการยอยสลายของเชื้อ    พบวาผลลัพธชนิด    และติดตามประสิทธิภาพในการยอยสลายของเชื้อ    พบวาผลลัพธ  
ของปฏิสัมพันธดังกลาวขึ้นอยูกับชนิดของแบคทีเรียและ ของปฏิสัมพันธดังกลาวขึ้นอยูกับชนิดของแบคทีเรียและ PPAAHHss  ซึ่งในงานวิจัยนี้พบวาเปนแบบ ซึ่งในงานวิจัยนี้พบวาเปนแบบ   
pprreeffeerreennttiiaall  ssuubbssttrraattee  ddeeggrraaddaattiioonn        กลาวคือพบวาแบคทีเรียสายพันธุ กลาวคือพบวาแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  ยอยสลายแอนยอยสลายแอน--  
ทราซีนไดเร็วขึ้น   ซึ่งอาจเปนผลมาจากการแขงขันระหวางแอนทราซีนและฟแนนทรีนที่บริเวณ ทราซีนไดเร็วขึ้น   ซึ่งอาจเปนผลมาจากการแขงขันระหวางแอนทราซีนและฟแนนทรีนที่บริเวณ   
aaccttiivvee  ssiittee  ของเอนไซมไดออกซีจีเนส  ของเอนไซมไดออกซีจีเนส    
                      จากการศึกษารูปแบบในการเจริญของ จากการศึกษารูปแบบในการเจริญของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11    โดยใชโดยใช  
ฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน   พบวาฟลูออรีนเขมขน ฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน   พบวาฟลูออรีนเขมขน 110000  มกมก..ตอลิตรถูกยอยตอลิตรถูกยอย  
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สลายหมดไปจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่เวลา สลายหมดไปจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่เวลา 7722  ชั่วโมง  ควบคูไปกับการเพิ่มจํานวนของเชื้อชั่วโมง  ควบคูไปกับการเพิ่มจํานวนของเชื้อ  รวมทั้งมีรวมทั้งมี  
การสะสมสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีน   ทําการสะสมสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีน   ทําใหมีการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว ใหมีการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว   
CCFFMMMM  เปนสีเหลือง     ซึ่งสอดคลองกบัรายงานของ เปนสีเหลือง     ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ GGrriiffoollll  และคณะในป และคณะในป 11999922  เกี่ยวกับการยอยเกี่ยวกับการยอย  
สลายฟลูออรีนของ สลายฟลูออรีนของ AArrtthhrroobbaacctteerr  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ FF110011  เกิดเปนสารมัธยันตสะสมอยูทําใหอาหารเกิดเปนสารมัธยันตสะสมอยูทําใหอาหาร  
เลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเปนสีเหลือง  การที่น้ําเลี้ยงเชื้เลี้ยงเชื้อเปลี่ยนเปนสีเหลือง  การที่น้ําเลี้ยงเชื้อเกิดการเปลี่ยนแปลงในลักษณะนี้แสดงวามีการอเกิดการเปลี่ยนแปลงในลักษณะนี้แสดงวามีการ  
สะสมสารมัธยันตที่เกิดจากการสารประกอบอะโรมาติกแตกวงแบบเมตาสะสมสารมัธยันตที่เกิดจากการสารประกอบอะโรมาติกแตกวงแบบเมตา  
                      เมื่อพิจารณารูปแบบการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ เมื่อพิจารณารูปแบบการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  ที่มีฟลูออรีนเปนแหลงที่มีฟลูออรีนเปนแหลง  
คารบอน คารบอน ((รูปที่ รูปที่ 44..1144))  จะพบวามีลักษณะคลายกับรูปแบบการเพิ่มจํานวนของจะพบวามีลักษณะคลายกับรูปแบบการเพิ่มจํานวนของเชื้อในการยอยสลายเชื้อในการยอยสลาย  
แอนทราซีน   คือเมื่อเชื้อมีอัตราการเจริญสูงสุดแลว   ในวันที่ แอนทราซีน   คือเมื่อเชื้อมีอัตราการเจริญสูงสุดแลว   ในวันที่ 33  ของการทดลอง ปริมาณเชื้อกลับของการทดลอง ปริมาณเชื้อกลับ  
ลดลงเปน ลดลงเปน 11..0044  ××  110077  CCFFUU  ตอมลตอมล..    จนถึงปริมาณต่ําสุดเทากับ จนถึงปริมาณต่ําสุดเทากับ 33..3311  ××  110055  CCFFUU  ตอมลตอมล..ในวันที่ ในวันที่   
77  ของการเลี้ยงเชื้อ   สาเหตุที่ทําใหแบคทีเรียสายพันธุ ของการเลี้ยงเชื้อ   สาเหตุที่ทําใหแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  มีจํานวนลดลง   อาจเกิดจากความมีจํานวนลดลง   อาจเกิดจากความ  
เปนพิษของสารตัวกลางที่เกิดขึ้นเนื่องจากฟลูออรีนถูกเปลี่ยนโครงสราง   เพื่อที่จะทดสอบสมมติเปนพิษของสารตัวกลางที่เกิดขึ้นเนื่องจากฟลูออรีนถูกเปลี่ยนโครงสราง   เพื่อที่จะทดสอบสมมติ  
ฐานดังกลาวจึงทําการสกัดสารตัวกลางดวยเอทธิลอะซีเตตในวันที่ ฐานดังกลาวจึงทําการสกัดสารตัวกลางดวยเอทธิลอะซีเตตในวันที่ 55  ของการเลี้ยงเชื้อ   นํามาของการเลี้ยงเชื้อ   นํามา  
วิเคราะหดวย วิเคราะหดวย TTLLCC    พบการสะสมของสารตัวกลางเพียงชพบการสะสมของสารตัวกลางเพียงชนิดเดียวในสวนสกัดที่เปนกรด  ดังนั้นจึงนิดเดียวในสวนสกัดที่เปนกรด  ดังนั้นจึง  
แยกสารดังกลาวใหบริสุทธิ์โดยวิธี แยกสารดังกลาวใหบริสุทธิ์โดยวิธี pprreeppaarraattiivvee  TTLLCC  ไดสารปริมาณ ไดสารปริมาณ 3300..11  มกมก..ตอลิตร ของน้ําเลี้ยงตอลิตร ของน้ําเลี้ยง  
เชื้อที่ใชสกัด   เมื่อทดสอบความเปนพิษของสารตอการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ เชื้อที่ใชสกัด   เมื่อทดสอบความเปนพิษของสารตอการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  พบวาพบวา  
มีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อไดจริงมีผลยับยั้งการเจริญของเชื้อไดจริง ผลทดสอบดังกลาวสามารถนํามาใชอธิบายผลการทดลองใน ผลทดสอบดังกลาวสามารถนํามาใชอธิบายผลการทดลองใน  
ขอ ขอ 44..66  ไดอยางชัดเจนถึงสาเหตุที่แบคทีเรียสายพันธุ ไดอยางชัดเจนถึงสาเหตุที่แบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  มีอัตราการเจริญลดลง   โดยเปนผลมีอัตราการเจริญลดลง   โดยเปนผล  
จากความเปนพิษของสารมัธยันต จากความเปนพิษของสารมัธยันต 11  ใน ใน 33  ชนิดที่เกิดขึ้นจากการเปลี่ยนโครงสรางของฟลูออรีน  ซึ่งชนิดที่เกิดขึ้นจากการเปลี่ยนโครงสรางของฟลูออรีน  ซึ่ง  
สารดังกลาวมีคา สารดังกลาวมีคา rreetteennttiioonn  ttiimmee  22..3388  นาที  และพบการสะสมปริมาณมากที่สุดในวันที่ นาที  และพบการสะสมปริมาณมากที่สุดในวันที่ 55  ของการของการ  
เลี้ยงเชื้อเลี้ยงเชื้อ  ทั้งนี้จากรายงานการยอยสลายฟลูออรีนของ ทั้งนี้จากรายงานการยอยสลายฟลูออรีนของ AArrtthhrroobbaacctteerr  sspp..สายพันธุ สายพันธุ FF110011 ที่ ที่  
เสนอโดย เสนอโดย GGrriiffoollll  และคณะในป และคณะในป 11999922  ก็พบการสะสมของสารมัธยันต ก็พบการสะสมของสารมัธยันต 22  ชนิดที่คงทนตอการยอยชนิดที่คงทนตอการยอย  
สลายไปเปนสารอื่น   โดยสารทั้สลายไปเปนสารอื่น   โดยสารทั้งสองชนิดดังกลาวคือ งสองชนิดดังกลาวคือ 99--ฟลูออรีนอล ฟลูออรีนอล ((99--fflluuoorreennooll))  และ และ 99HH--ฟลูออฟลูออ  
รีโนน รีโนน ((99HH--fflluuoorreenn--oonnee))      จากผลติดตามการเปลี่ยนแปลงของมวลเซลเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  จากผลติดตามการเปลี่ยนแปลงของมวลเซลเปรียบเทียบกับชุดควบคุม    
พบวาแบคทีเรียสายพันธุ พบวาแบคทีเรียสายพันธุ FF110011  ไมสามารถใชสารมัธยันตทั้งสองชนิดนี้เปนแหลงคารบอนไดในทุกไมสามารถใชสารมัธยันตทั้งสองชนิดนี้เปนแหลงคารบอนไดในทุก  
ระดับความเขมขนที่ระดับความเขมขนที่ทําการทดลอง ทําการทดลอง ((00..0011,,  00..000011,,  00..000055  %%))      จากผลการยอยสลายฟลูออรีนโดยจากผลการยอยสลายฟลูออรีนโดย  
แบคทีเรียสายพันธุ แบคทีเรียสายพันธุ FF110011    GGrriiffoollll    และคณะจึงเสนอวิถีเมตาบอลิสมดังแสดงในรูปที่ และคณะจึงเสนอวิถีเมตาบอลิสมดังแสดงในรูปที่ 55..11  โดยวิถีโดยวิถี  
หนึ่งฟลูออรีนถูกเปลี่ยนโครงสรางไปเปน หนึ่งฟลูออรีนถูกเปลี่ยนโครงสรางไปเปน 33,,44--ไดไฮโดรคูมาริน ไดไฮโดรคูมาริน ((33,,44--ddiihhyyddrrooccoouummaarriinn))  ซึ่งทําใหซึ่งทําให  
เกิดการเพิ่มเกิดการเพิ่มจํานวนเซล   สวนอีกวิถีหนึ่งมีการสะสม จํานวนเซล   สวนอีกวิถีหนึ่งมีการสะสม 99--ฟลูออรีนอล และ ฟลูออรีนอล และ 99HH--ฟลูออรีโนน   ซึ่งคงฟลูออรีโนน   ซึ่งคง  
ทนตอการถูกยอยสลายไปเปนสารอื่น ทนตอการถูกยอยสลายไปเปนสารอื่น ((ddeeaadd  eenndd  rroouuttee))  
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รูปที่ รูปที่ 55..11 วิถีการยอยสลายฟลูออรีนของ  วิถีการยอยสลายฟลูออรีนของ AArrhhttrroobbaacctteerr  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ FF110011    

                                                                  ((GGrriiffoollll  eett  aall..,,  11999922))  
  

                จากการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนของจากการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทราซีนของ  
แบคทีเรียสายพันธุ แบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  โดยการวิเคราะหดวย โดยการวิเคราะหดวย GGCC  ––  MMSS  และ   และ   11HH  ––  NNMMRR    ทําใหทราบวาสารทําใหทราบวาสาร  
ดังกลาวคือ กรดดังกลาวคือ กรด22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิก  แสดงวาการยอยสลายแอนทราซีนของแบคทีเรียสายแนพโธอิก  แสดงวาการยอยสลายแอนทราซีนของแบคทีเรียสาย--  
พันธุ พันธุ AANNTT11    จึงนาจะเริ่มตนจากการเติมออกซเิจนโดยเติมหมูไฮดรอกซี จึงนาจะเริ่มตนจากการเติมออกซิเจนโดยเติมหมูไฮดรอกซี 22  หมู หมู ((ddiiooxxyyggeennaattiioonn))    
เขาที่วงอะโรมาติกของแอนทราซีนในตําแหนง เขาที่วงอะโรมาติกของแอนทราซีนในตําแหนง CC11  และ และ CC22                    และเปลี่ยนแอนทราซีนไปเปน และเปลี่ยนแอนทราซีนไปเปน   
แอนทราซีน แอนทราซีน ซิส ซิส ––11,,22--ไดไฮโดรไดออล  ซึ่งจะถูกเปลี่ยนตอไปเปนกรด ไดไฮโดรไดออล  ซึ่งจะถูกเปลี่ยนตอไปเปนกรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิก แนพโธอิก   
((RRooggooffff  aanndd  WWeennddeerr,,  11995577  ;;  EEvvaannss  eett  aall..  ,,  11996655))  
                      กรด กรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิกจัดเปนสารมัธยันตที่สําคัญในกระบวนการยอยสลายแอนแนพโธอิกจัดเปนสารมัธยันตที่สําคัญในกระบวนการยอยสลายแอน--  
ทราซีนของแบคทีเรียโดยทั่วไปทราซีนของแบคทีเรียโดยทั่วไป  โดยมีรายงายวิจัยจํานวนมากที่ตรวจพบกรดชนิดนี้เกิดขึ้นโดยมีรายงายวิจัยจํานวนมากที่ตรวจพบกรดชนิดนี้เกิดขึ้น  
ระหวางการยอยสลายแอนทราซีนหลายชนิดดังสรุปไวใระหวางการยอยสลายแอนทราซีนหลายชนิดดังสรุปไวในตารางที่ นตารางที่ 55..33      และรูปที่ และรูปที่ 55..22  แสดงวิถีเมแสดงวิถีเม  
ตาบอลิสมที่แบคทีเรียสวนใหญใชในการยอยสลายแอนทราซีน   ซึ่งอาจพบการสะสมของกรด ตาบอลิสมที่แบคทีเรียสวนใหญใชในการยอยสลายแอนทราซีน   ซึ่งอาจพบการสะสมของกรด 22--  
ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิกแนพโธอิก  
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ตารางที่ ตารางที่ 55..33  ชนิดของแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนไปเปนกรด   ชนิดของแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายแอนทราซีนไปเปนกรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพแนพ  
                                     โธ         โธอิกอิก  

สายพันธุแบคทีเรียสายพันธุแบคทีเรีย  เอกสารอางองิเอกสารอางอิง  
SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  AANNTT11  งานวิจัยนี้งานวิจัยนี้  
AAllccaalliiggeenneess  ddeenniittrriiffiiccaannss  WWWW11  WWeeiisssseennffeessll  eett  aall..  ,,  11999911  
SSooiill  ppsseeuuddoommoonnaadd  EEvvaannss  eett  aall..  ,,  11996655  
PPsssseeuuddoommoonnaass  aaeerruuggiinnoossaa  PPGG  EEvvaannss  eett  aall..  ,,  11996655  
PPsseeuuddoommoonnaass  aaeerruuggiinnoossaa  RRooggooffff  aanndd  WWeennddeerr,,  11995577  
PPsseeuuddoommoonnaass  fflluuoorreesscceennss  55RR  MMeennnn  eett  aall..  ,,  11999933  
PPsseeuuddoommoonnaass  fflluuoorreesscceennss  55RRLL  SSaannsseevveerriinnoo    eett  aall..  ,,  11999911  
BBaacciilllluuss  pphheennaanntthhrreenniiccuuss    gguurriiccuuss  EEvvaannss  eett  aall..  ,,  11996655  
BBuurrkkhhoollddeerriiaa  cceeppaacciiaa  FF227799  GGrriiffoollll  eett  aall..  ,,  11999955  

    
  

รูปที่ รูปที่ 55..22 วิถีเมตาบอลิสมที่แบคทีเรีย วิถีเมตาบอลิสมที่แบคทีเรียสวนใหญใชในการยอยสลายแอนทราซีนสวนใหญใชในการยอยสลายแอนทราซีน ( (EEvvaannss  eett  
aall..,,  11996655))  
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                      ผลทดสอบความเปนพิษของกรด ผลทดสอบความเปนพิษของกรด 22--ไฮดรอกซี ไฮดรอกซี ––33--แนพโธอิกตอการเจริญของแบคทีเรียทง แนพโธอิกตอการเจริญของแบคทีเรียทง   
33  สายพันธุ   เปรียบเทียบระหวางสารสกัดกับสารมาตรฐานของกรด สายพันธุ   เปรียบเทียบระหวางสารสกัดกับสารมาตรฐานของกรด 22--ไฮดรอกซี ไฮดรอกซี ––33--แนพโธอิกพบแนพโธอิกพบ  
วาใหผลเชนเดียวกัน   โดยสารพิวาใหผลเชนเดียวกัน   โดยสารพิษดังกลาวมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ ษดังกลาวมีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..    
สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  และ และ RRhhiizzoobbiiuumm  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ CCUU--AA11      แตมีผลนอยมากตอรูปแบบการเจริญแตมีผลนอยมากตอรูปแบบการเจริญ  
ของ ของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ PP22      จากงานวิจัยของ จากงานวิจัยของ HHeeiippiieeppeerr,,  DDiieeffeennbbaacchh  และ และ   
KKeewweelloohh  ((11999922))  ก็ไดผลในลักษณะดังกลาว โก็ไดผลในลักษณะดังกลาว โดยพบวาสารประกอบฟนอลมีผลทําใหเยื่อหุมเซลดยพบวาสารประกอบฟนอลมีผลทําใหเยื่อหุมเซล  
ของแบคทีเรียทําหนาที่บกพรองในการควบคุมสารผานเขาและออกจากเซล   สงผลตอความมีชีวิตของแบคทีเรียทําหนาที่บกพรองในการควบคุมสารผานเขาและออกจากเซล   สงผลตอความมีชีวิต  
((vviiaabbiilliittyy))  ของเซล      แต ของเซล      แต PPsseeuuddoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ PP88  ยังคงเพิ่มจํานวนไดอยางจํากัดในยังคงเพิ่มจํานวนไดอยางจํากัดใน  
ภาวะที่เติมคลอโรฟนอลเขมขน ภาวะที่เติมคลอโรฟนอลเขมขน 330000  มกมก..ตอลิตอลิตร   เนื่องจากกลไกการปรับตัวของเชื้อโดยการตร   เนื่องจากกลไกการปรับตัวของเชื้อโดยการ  
เปลี่ยนรูปแบบไอโซเมอรของกรดไขมันที่อยูในชั้นเยื่อหุมเซลจาก เปลี่ยนรูปแบบไอโซเมอรของกรดไขมันที่อยูในชั้นเยื่อหุมเซลจาก ซิส ซิส เปน เปน ทรานส ทรานส ซึ่งมีการเรียงตัวซึ่งมีการเรียงตัว  
ของกรดไขมันที่เปนระเบียบกวา    มีผลลดการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเยื่อหุมเซล   ดังนั้นหนาที่ของกรดไขมันที่เปนระเบียบกวา    มีผลลดการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเยื่อหุมเซล   ดังนั้นหนาที่  
ของเยื่อหุมเซลจึงมีควาของเยื่อหุมเซลจึงมีความผิดพลาดนอยลง   ซึ่งความสามารถของเชื้อตอการปรับตัวเพื่อรักษามผิดพลาดนอยลง   ซึ่งความสามารถของเชื้อตอการปรับตัวเพื่อรักษา  
ความมีชีวิตของเซลในภาวะที่มีสารพิษนี้   จะมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับประเภทของกรดไขมันที่ความมีชีวิตของเซลในภาวะที่มีสารพิษนี้   จะมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับประเภทของกรดไขมันที่  
เปนองคประกอบของไขมันในชั้นเยื่อหุมเซลของแบคทีเรียแตละสายพันธุเปนองคประกอบของไขมันในชั้นเยื่อหุมเซลของแบคทีเรียแตละสายพันธุ  
                      จากการทดสอบความเปนพิษของจากการทดสอบความเปนพิษของกรด กรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิกตอการเจริญของแบคทีแนพโธอิกตอการเจริญของแบคที--  
เรียสายพันธุ เรียสายพันธุ AANNTT11  พบวาสารดังกลาวยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเชื้อไดอยางสมบูรณ    จึงสามารถพบวาสารดังกลาวยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเชื้อไดอยางสมบูรณ    จึงสามารถ  
อธิบายผลการทดลองที่พบการลดจํานวนของแบคทีเรียสายพันธุ อธิบายผลการทดลองที่พบการลดจํานวนของแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  ภายหลัง ภายหลัง 4488  ชั่วโมงที่เชื้อมีชั่วโมงที่เชื้อมี  
การเพิ่มจํานวนเซลในอาหารเหลวที่มีการเพิ่มจํานวนเซลในอาหารเหลวที่มีแอนทราซีนเขมขน แอนทราซีนเขมขน 110000  มกมก..ตอลิตรเปนแหลงคารบอน     ตอลิตรเปนแหลงคารบอน       
แสดงวากรด แสดงวากรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิกเปนสารมัธยันตชนิดมีพิษที่คงทนตอการถูกยอยสลายตอไปแนพโธอิกเปนสารมัธยันตชนิดมีพิษที่คงทนตอการถูกยอยสลายตอไป  
เปนสารอื่น เปนสารอื่น ((ddeeaadd  eenndd  mmeettaabboolliittee))          ในวิถีการยอยสลายแอนทราซีนของ ในวิถีการยอยสลายแอนทราซีนของ SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..    
สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11        ซึ่งมีรายงานซึ่งมีรายงานการสะสมของสารชนิดนี้ในวถิีเมตาบอลิสมของแอนทราซีนโดยการสะสมของสารชนิดนี้ในวิถีเมตาบอลิสมของแอนทราซีนโดย  
AAllccaalliiggeenneess  ddeenniittrriiffiiccaannss  สายพันธุ สายพันธุ WWWW11  ((WWeeiisssseennffeellss  eett  aall..  ,,  11999911))    ในระหวางการยอยในระหวางการยอย  
สลายแอนทราซีนโดย สลายแอนทราซีนโดย PPsseeuuddoommoonnaass  fflluuoorreesscceennss  สายพันธุ สายพันธุ 55RRLL  ((SSaannsseevveerriinnoo    eett  aall..  ,,  11999933))    
และในวิถีเมตาบอลิสมที่ และในวิถีเมตาบอลิสมที่ BBuurrkkhhoollddeerriiaa  cceeppaacciiaa  สายพันธุ สายพันธุ FF227799  ใชในการยอยสลายแอนทราซีน ใชในการยอยสลายแอนทราซีน   
((GGrriiffoollll  eett  aall..,,  11999955))  
                      อยางไรก็ตามมีแบคทีเรียบางสายพันธุที่สามารถยอยสลายกรด อยางไรก็ตามมีแบคทีเรียบางสายพันธุที่สามารถยอยสลายกรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิกแนพโธอิก  
ได    เชนการเลี้ยงเชื้อ  ได    เชนการเลี้ยงเชื้อ  PPsseeuuddoommoonnaass  aaeerruuggiinnoossaa      ในภาวะที่มีแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน   ในภาวะที่มีแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน     
โดยเชื้อดังกลาวมีระบบเอนไซมที่จําเปนในการออกซิไดซกรด โดยเชื้อดังกลาวมีระบบเอนไซมที่จําเปนในการออกซิไดซกรด 22--ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิกไปเปนกรดแนพโธอิกไปเปนกรด  
ซาลิไซลิกและแคทธีคอลซึ่งจะถูกยอยสลายตอไปเปนน้ําและคารบอนไดออกไซดตามลําดบั ซาลิไซลิกและแคทธีคอลซึ่งจะถูกยอยสลายตอไปเปนน้ําและคารบอนไดออกไซดตามลําดับ   
((RRooggooffff  aanndd  WWeennddeerr,,  11995577))  
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                      ในงานวิจัยนี้สามารถคัดแยกแบคทีเรียในสกุล ในงานวิจัยนี้สามารถคัดแยกแบคทีเรียในสกุล SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  ไดจากแหลงดินภายไดจากแหลงดินภาย  
ในประเทศไทย     โดยเชื้อนี้มีประสิทธิภาพในการยอยสลายแอนทราซีนและ ในประเทศไทย     โดยเชื้อนี้มีประสิทธิภาพในการยอยสลายแอนทราซีนและ PPAAHHss  ชนิดอ่ืน ๆ ไดชนิดอ่ืน ๆ ได  
หลายชนิด   นับเปนขอไดเปรียบอยางมากตอการนําแบคทีเรียสายพันธุ หลายชนิด   นับเปนขอไดเปรียบอยางมากตอการนําแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  ไปใชบําบัดดินที่ไปใชบําบัดดินที่  
ปนเปอน ปนเปอน PPAAHHss  และสารพิษชนิดตาง ๆ ในสิ่งแวดลอม     แตจะตอและสารพิษชนิดตาง ๆ ในสิ่งแวดลอม     แตจะตองศึกษาถึงปจจัยตางๆ ที่มีผลงศึกษาถึงปจจัยตางๆ ที่มีผล  
ตอประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษและการอยูรอดของแบคทีเรียสายพันธุ ตอประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษและการอยูรอดของแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  ในระบบในระบบ  
จําลองขนาดเล็ก จําลองขนาดเล็ก ((mmiiccrrooccoossmm))  ในระดับหองปฏิบัติการกอนที่จะนําไปใชในสิ่งแวดลอมจริง       ในระดับหองปฏิบัติการกอนที่จะนําไปใชในสิ่งแวดลอมจริง         
แตอยางไรก็ตามจากการศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนของเชื้อในสภาวแตอยางไรก็ตามจากการศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนของเชื้อในสภาวะที่มีแอนทราซีนหรือะที่มีแอนทราซีนหรือ  
ฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนพบการสะสมของสารมัธยันต ฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนพบการสะสมของสารมัธยันต 22  ชนิดที่มีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของชนิดที่มีผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนของ  
แบคทีเรียสายพันธุ แบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11      โดยสารตัวกลางที่พบในวิถีเมตาบอลิสมของแอนทราซีนคือ กรด โดยสารตัวกลางที่พบในวิถีเมตาบอลิสมของแอนทราซีนคือ กรด 22--  
ไฮดรอกซีไฮดรอกซี--33--แนพโธอิก     ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อใหสารตัแนพโธอิก     ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อใหสารตัวกลางทั้ง วกลางทั้ง 22  ชนิดดังกลาวชนิดดังกลาว  
ถูกยอยสลายตอไปได   โดยอาจใชเชื้อที่อยูในรูปผสมระหวางแบคทีเรียสายพันธุ ถูกยอยสลายตอไปได   โดยอาจใชเชื้อที่อยูในรูปผสมระหวางแบคทีเรียสายพันธุ AANNTT11  กับเชื้อที่กับเชื้อที่  
สามารถยอยสลายสารพิษที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทราซีนหรือฟลูออรีนได   เพื่อใหสามารถยอยสลายสารพิษที่เกิดจากการเปลี่ยนโครงสรางของแอนทราซนีหรือฟลูออรีนได   เพื่อให  
วิถีเมตาบอลิสมของ วิถีเมตาบอลิสมของ PPAAHHss  ทั้งสองชนิดดังกลาวโดย ทั้งสองชนิดดังกลาวโดย SSpphhiinnggoommoonnaass  sspp..  สายพันธุ สายพันธุ AANNTT11  เกิดไดเกิดได  
อยางสมบูรณอยางสมบูรณ  
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ขอเสนอแนะในการวิจัยขอเสนอแนะในการวิจัย  
 

           6.1  การเตรียมหัวเชื้อโดยใชเบนโซเอทเปนแหลงคารบอน  ถาตองการลดปริมาณเบนโซ- 
เอทภายในเซลใหเหลือนอยที่สุดหรือหมดไปกอนที่จะนําสารละลายเซลมาใชศึกษารูปแบบการ 
เพิ่มจํานวนของเชื้อในภาวะที่มี PAHs ชนิดตาง ๆ เปนแหลงคารบอน      ควรมีการปนแยกเซล 2  
คร้ัง   ในขั้นแรกเพื่อแยกเซลออกจากเบนโซเอท   ลางเซลแบคทีเรียดวยสารละลาย 0.85 %  
โซเดียมคลอไรด   นํามาปนเหวี่ยง 2 รอบ   แขวนลอยเซลในสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรด      
ใหอากาศโดยนํามาวางบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที     อุณหภูมิ 30 ° ซ   เปนเวลา  
3 ชั่วโมงเพื่อใหแบคทีเรียใชอาหารสะสมที่เหลืออยูภายในเซลใหหมดไป     แลวจึงปนแยกเซลอีก 
คร้ังในขั้นตอนสุดทาย     กอนที่จะเจือจางสารละลายเซลใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 
เทากับ 1.0  นําไปเขยาบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็วเทาเดิม เปนเวลา 24 ชั่วโมงเพื่อใหแนใจวาไมมี 
อาหารสะสมอยูภายในเซลของเชื้อ 
           6.2  เพื่อลดความเปนพิษของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิกตอการเจริญของแบคทีเรียสาย 
พันธุ ANT1 เมื่อมีแอนทราซีนเปนแหลงคารบอน  ควรทดลองใชเชื้อผสมระหวาง Sphingomonas  
sp. สายพันธุ ANT1 และ สายพันธุ P2  ซึ่งอาจทําใหสารมัธยันตนี้ถูกยอยสลายตอไปได  เนื่องจาก 
กรด2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิกมีผลนอยมากในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ P2  มี 
รายงานวิจัยที่สนับสนุนขอเสนอแนะดังกลาว เชน  รายงานการทดลองของ Blasco และคณะ  
(1997) ซึ่งพบวาการยอยสลายโพลีคลอริเนทไบฟนีลในดินปราศจากเชื้อที่มีเฉพาะ  
Pseudomonas sp. สายพันธุ LB400  ทําใหเกิดโปรโตอะนีโมนินซึ่งเปนสารพิษที่มีผลลดจํานวน 
เชื้ออยางรุนแรง (ประมาณ 1,000 เซลตอกรัมของดิน)   เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองในภาวะที่ 
เติม Pseudomonas sp. สายพันธุ LB400 ลงในดินที่ไมไดฆาเชื้อ   พบวาสารมัธยันตชนิดนี้มีผล 
นอยมากในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ LB400   แสดงวาสารตัวกลางดังกลาวถูก 
ยอยสลายตอไปโดยเชื้อที่อยูในดิน 
           6.3  จากการศึกษาเบื้องตนถึงความสามารถของ Sphingomonas sp. สายพันธุ ANT1 ใน 
การยอยสลายแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่น    พบวานอกจากเชื้อจะใชฟแนนทรีน ไดเบนโซฟู- 
แรน ฟลูออรีน และแนพธาลีนในการเจริญไดแลว  ยังสามารถใชไพรีนและฟลูออแรนธีนซึ่งมีน้ํา- 
หนักโมเลกุลสูงได   แตกระบวนการยอยสลายเกิดไดชามากเนื่องจากพบลักษณะการเปลี่ยนสีของ 
อาหารเหลวในวันที่ 7 ของการเลี้ยงเชื้อ    ถาตองการเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย PAHs ทั้ง 
สองชนิดดังกลาวของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 ควรใชประโยชนจากกระบวนการโคเมตาบอลิสม 
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เพื่อใหเกิดการยอยสลายของสารที่ถูกยอยสลายไดยากโดยมีสารอื่นเปนแหลงคารบอนในการ 
เจริญของเชื้อ   เชนเติมฟลูออแรนธีนหรือไพรีนรวมกับฟแนนทรีนซึ่งเชื้อใชเปนแหลงคารบอนใน 
การเพิ่มจํานวนไดดีที่สุด   ศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวนและประสิทธิภาพของเชื้อในการยอย 
สลายสารทดสอบเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
           6.4 มีตัวอยางรายงานวิจัยที่เสนอวิธีทดสอบความเปนพิษของสารมัธยันตตอการเจริญของ 
เชื้อ     ซึ่งอาจนํามาใชทดสอบความเปนพิษของสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายแอนทรา-ซีน 
หรือฟลูออรีนตอการเจริญของแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ได  เชนงานวิจัยที่เสนอโดย Schmidt และ  
Fortnagel ในป 1998 เกี่ยวกับความเปนพิษของ 1,2,4- ไตรไฮดรอกซีเบนซีน (1,2,4-  
trihydroxybenzene)  ซึ่งเกิดจากการยอยสลายของ 4-ไฮดรอกซีไดฟนีลอีเธอร (4-hydroxydiphe- 
nylether) หรือ 4,4’-ไดไฮดรอกซีไดฟนีลอีเธอร (4,4’-dihydroxydiphenyl ether) โดย  
Sphingomonas sp. สายพันธุ SS3   สาร 1,2,4-ไตรไฮดรอกซีเบนซีนที่มีความเขมขนสูงกวา 88  
ไมโครโมลารมีผลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ SS3 ไดอยางสมบูรณ     ติดตามการ 
เจริญของเชื้อโดยดูผลจากปฏิกิริยารีดักชันของเมทธิลีนบลู (methylene blue) เปรียบเทียบ 
ระหวางหลอดทดลองที่เติม 1,2,4-ไตรไฮดรอกซีเบนซีนกับชุดควบคุมที่ไมเติมสารทดสอบ   นํามา 
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร   พบวาในหลอดทดลองที่เติม 1,2,4-ไตร- 
ไฮดรอกซีเบนซีนมีคา OD660 คอนขางคงที่ตลอดระยะเวลา 20 นาทีที่ทดสอบแสดงวาสารชนิดนี้มี 
ผลยับยั้งการเพิ่มจํานวนเซลของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SS3  ทําใหไมเกิดปฏิกิริยา 
รีดักชันของเมทธิลีนบลู      สวนในหลอดทดลองที่ไมเติมสารทดสอบมีคา OD660 ลดลงจาก 0.6  
เปน 0.1 ในชวงเวลา 10 – 15 นาทีของการทดลอง   แสดงวามีการเพิ่มจํานวนเซลของเชื้อภายใน  
10 นาที   มีผลใหเมทธิลีนบลูเกิดรีดักชันไปเปนสารที่ไมมีสี คาการดูดกลืนแสงจึงมีคาลดลง      
การที่ไมสามารถตรวจพบเอนไซม NAD(P)H – dependent reductase (เกี่ยวของกับกลไกการลด 
ความเปนพิษของสารไฮดรอกซีไฮโครควิโนน)    แสดงวา 1,2,4-ไตรไฮดรอกซีเบนซีนหรือไฮดรอก- 
ซีควิโนนที่เกิดจากปฏิกิริยา autooxidation ของสารดังกลาวจะไมถูกยอยสลายไดตอไปและมีผล 
ยับยั้งการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SS3  โดยมีผลทําลายดีเอ็นเอ (Li and Trush,  
1993 ; Zhang et al. , 1993 อางถึงโดย Schmidt and Fortnagel, 1998)  หรือมีผลทําลายเยื่อ 
หุมเซลของแบคทีเรีย (Smith, 1988 อางถึงโดย Schmidt and Fortnagel, 1998)   แตคาดวา  
1,2,4-ไตรไฮดรอกซีเบนซีนนาจะมีผลในการทําลายเยื่อหุมเซลของแบคทีเรียสายพันธุ SS3 ไดมาก 
กวาทําลายดีเอ็นเอ   เนื่องจากพบวาสารทดสอบในปริมาณต่ําเพียง 20 ไมโครโมลารก็มีผลยับยั้ง 
ปฏิกิริยารีดักชันของเมทธิลีนบลูไดคอนขางสมบูรณ 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตร และวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1.   อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Carbon-Free Mineral Medium (CFMM medium) 
 

A) ไดโซเดียมฟอสเฟตโดเดคคะไฮเดรท (Na2HPO4.12H2O)  5.5 กรัม 
          โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.8 กรัม 

แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)     3.0 กรัม 
 

           ละลายสารทั้ง 3 ชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับความเปนกรดดาง (pH) 
เทากับ 7.6     นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 ° ซ) เปน 
เวลา 20 นาที 
 
 B) แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรท (MgSO4.7H2O)   0.1 กรัม 
  เฟอริคคลอไรดเฮกซะไฮเดรท (FeCl3.6H2O)   0.05 กรัม 
  แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรท (CaCl2.2H2O)   0.05 กรัม 
 
           ละลายสารแตละชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1 มล.   และกรองผานแผนกรองที่ปราศจากเชื้อ 
ขนาด 0.22 ไมโครเมตร สามารถเตรียมไวในรูปสารละลายที่มีความเขมขนสูง และเก็บที่อุณหภูมิ  
4 ° ซ .  
 
           ผสมสารแตละชนิดในสวน A และ B เขยาใหเขากัน 
 
2.   อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Carbon-Free Mineral Medium ( CFMM agar) 
 

CFMM medium สวน A   1,000   มล. 
  แบคโต อการ (bacto agar)      15   กรัม 
 
           นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภมูิ 121 ° ซ) เปนเวลา 20  
นาที และนํามาผสมกับ CFMM สวน B 
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3.   อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria Bertani (LB medium) 
 

ประกอบดวย ทริปโตน  10  กรัม 
  สารสกัดจากยีสต  5  กรัม 
  โซเดียมคลอไรด   5  กรัม 
 

           ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1 ลิตร ปรับ pH เปน 7.2  นําไปนึ่ง 
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 ° ซ) เปนเวลา 20 นาที 
 
4.   อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria Bertani (LB agar) 
 
           ละลายวุนผง 15 – 20 กรัม ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 1 ลิตร ที่ปรับ pH เปน 7.2  
แลวนําไปตมใหละลาย   และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ  
121 ° ซ) เปนเวลา 20 นาที 
 
5.   อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียสายพันธุ ANT1 และ Sphingomonas sp.  
สายพันธุ P2 
 
  CFMM สวน A   1  ลิตร 
  เบนโซเอท   1  กรัม 
 
           นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 ° ซ) เปนเวลา 20  
นาที   และนํามาเติม CFMM สวน B เขยาใหเขากัน 
 
6.   อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเตรียมหัวเชื้อของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
 

CFMM สวน A   1  ลิตร 
ซัคซิเนท    1  กรัม 
 

           นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูมิ 121 ° ซ) เปนเวลา 20  
นาที  และนํามาเติม CFMM สวน B เขยาใหเขากัน 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

1.   สารละลายแอนทราซีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด (anthracene in DMSO solution) 
 
           ชั่งแอนทราซีน 0.01 กรัม  ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1 มล. ผสมดวยเครื่อง 
ปนผสมจนกระทั่งแอนทราซีนละลายหมด นํามากรองผานชุดกรองสําเร็จรูปปราศจากเชื้อแบบ  
PTFE * ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บไวในขวดสีเขมหรือหุมดวยกระดาษฟอยดที่อุณหภุมิ   
–20 ° ซ. เพื่อปองกันมิใหแอนทราซีนเกิดการสลายตัวโดยแสง 
 
           หมายเหต*ุ   นําหัวกรองที่หุมกระดาษฟอยดและขวดทดลองที่จะใชบรรจุสารละลาย 
แอนทราซีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด (คลายเกลียวที่ฝาหลอด)   ไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดันไอ 15  
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121° ซ.  เปนเวลา 20 นาที 
 
2.   สารละลาย PAHs ชนิดอื่น ในไดเมทธิลซัลฟอกไซด 
 
           สารละลายของ PAHs ชนิดอื่นนอกเหนือจากแอนทราซีน   ที่ละลายในไดเมทธิลซัลฟอก- 
ไซด  ใชวิธีเตรียมเชนเดียวกับ ขอ 1 แตเพิ่มปริมาณสารเปน 0.1 กรัมตอมล. ของตัวทําละลาย 
เนื่องจากสารชนิดตาง ๆ ดังกลาวละลายไดดีในไดเมทธิลซัลฟอกไซด 
 
3.  การเตรียมสารละลายไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมัล (normal, N)] 
 
           ใชสูตร  (Mm  ÷ pd) × 100 = x 

 
 M = ความเขมขนที่ตองการ 
 m = มวลโมเลกุล 
 p = จํานวนเปอรเซ็นตของสาร 
 d = ความหนาแนนของสาร 
 x = ปริมาตร (มล.) ที่ไดของสาร 
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           และเติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 1,000 มล.(1,000 – x) 
 

ตองการเตรียมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่มี M = 1 นอรมัล, m = 36.5, p = 37%, d = 1.19 
 
  [(1 × 36.5) ÷ (1.19 × 37)] × 100 = x 
 
    82.89   = x 
 
           เมื่อเติมน้ํากลั่น 1,000 – 82.89 = 917.11 มล. จะไดสารละลายของกรดไฮโดรคลอริก 
เขมขน 1 นอรมัล 
 
4.   สารละลายเมทธานอลเขมขน 80 % (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 
           กรองเมทธานอลผานแผนกรองชนิด  FH ขนาดความกวางของรู 0.5 ไมโครเมตร  
ดูดอากาศ (degas) คร้ังละ 15 นาที จํานวน 2 คร้ัง โดยใชเครื่องกาํเนิดเสียงความถี่สูง  รวมกับ 
เครื่องสูบอากาศ (pump) วัดปริมาตรของเมทธานอล 
           กรองน้ํากลั่นชนิด DDW (Deionized Distillated Water)  ผานแผนกรองที่มีขนาดความ 
กวางของรู 0.22 ไมโครเมตร  ทําการดูดอากาศ 2 คร้ัง 
           ผสมเมทธานอลและน้ํากลั่นที่ผานการดูดอากาศแลวเขาดวยกัน โดยใชอัตราสวนของ 
เมทธานอลตอน้ําเปน 80 : 20 (ปริมาตรตอปริมาตร)    ดูดอากาศสารละลายเมทธานอล 80 % ซ้ํา 
อีกครั้งหนึ่ง หรือจนกวาไมสังเกตพบฟองอากาศ ปดผนึกภาชนะที่บรรจุสารละลายดังกลาวดวย 
พาราฟลม 
 
5.   สารมาตรฐาน PAHs สําหรับฉีด HPLC 
 
           ชั่ง PAHs 1 มก.   ละลายในเมทธานอลปริมาตร 1 มล.  ผสมดวยเครื่องปนผสมจน PAHs 
ละลายหมด   นํามากรองผานชุดกรองสําเร็จรูปแบบ PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร   ปด 
ผนึกดวยพาราฟลมและหอดวยกระดาษฟอยดเพื่อปองกันมิให PAHs เกิดการสลายตัวโดยแสง   
เก็บที่อุณหภูมิ –20 ° ซ. 
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6.   สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 10 มิลลิโมลาร (10 mM NaOH) 
 
           ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 0.4 กรัม   ละลายในน้ํากลั่น 900 มล.   ในขวดวัดปริมาตรขนาด 1  
ลิตร   เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร 
 
7.   เอทธิลอะซีเตตทิ่อ่ิมตัวดวยน้ํา (saturated ethylacetate) 
 
           ผสมเอทธิลอะซีเตตและน้ํากลั่นเขาดวยกันในอัตราสวน 100 : 100 (ปริมาตรตอปริมาตร)  
ปดดวยกระดาษฟอยด  นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 
8.   สารละลายไดอะโซมีเทน (diazomethane) 
 
           ละลาย พารา-โทลูอีนซัลโฟนิล-เอ็น-เมทธิล-เอ็น-ไนโตรซามีด (p-toluenesulfonyl-N- 
metyl-N-nitrosamide)   5 กรัม   ดวยไดเอทธิลอีเทอรปริมาตร 5 มล.   โดยที่สารละลายดังกลาว 
อยูในขวดทําปฏิกิริยาเคมีชนิดมีทอระบายกาซ   แชขวดทําปฏิกิริยาในอางน้ําแข็ง 5 นาที   จากนั้น 
เติมสารละลายอิ่มตัวของโพแทสเซียมในเอทธานอล 4 – 5 หยด   กาซที่เกิดขึ้นจากการทําปฏิกิริยา 
จะออกจากขวดทางทอระบายกาซ   ไปสะสมอยูในไดเอทธิลอีเทอรซึ่งถูกบรรจอุยูในขวดสีเขม    
และแชอยูในอางน้ําแข็ง   สามารถเก็บสารละลายนี้ไวไดที่อุณหภูมิ –20 ° ซ. (ไมเกิน 1 สัปดาห) 
 
9.   สารละลายของสารมัธยันตในไดเมทธิลซัลฟอกไซด 
 
           เติมสารละลายของสารมัธยันตในไดเมทธิลซัลฟอกไซด   ที่มีความเขมขน 0.1 กรัมตอมล.  
ลงในหลอดทดลอง      โดยที่ตองการปริมาณสารเทากับ 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000  
ไมโครกรัมตอมล.   ดังนั้นจะตองดูดสารจาก stock solution เขมขน 0.1 กรัมตอมล.  ปริมาตร 0,  
2, 4, 6, 8 และ 10 ไมโครลิตร   ตามลําดับ 
           หมายเหต ุ   การเก็บสารละลายของสารมัธยันตในไดเมทธิลซัลฟอกไซดไวที่อุณหภูมิ  
–20 ° ซ.   จะทําใหสารดังกลาวเกิดการสลายตัวดวยแสง   ดังนั้นจึงควรเตรียมสารใหมทุกครั้งที
ทําการทดลอง 
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ภาคผนวก ค 
 

1.   กราฟมาตรฐานของแอนทราซีน 

 
รูปที่ ค.1   กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณแอนทราซีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย 
วิธี HPLC 
           หาความเขมขนของแอนทราซีนไดจากการนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย  
HPLC มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 พื้นที่ใตกราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณแอนทราซีน) + จุดตัดแกน Y 
 โดยที่  ความชันของกราฟมาตรฐาน = 627.355 
   จุดตัดแกน Y   = -415.599 
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2.   กราฟมาตรฐานของไดเบนโซฟูแรน 

 
 
 
รูปที่ ค.2   กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณไดเบนโซฟูแรนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะห 
ดวยวิธี HPLC 
 
           หาความเขมขนของไดเบนโซฟูแรนไดจากการนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย  
HPLC มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
           พื้นที่ใตกราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณไดเบนโซฟูแรน) + จุดตัดแกน Y 
 โดยที่  ความชันของกราฟมาตรฐาน = 295.7207 
   จุดตัดแกน Y   = -114.536 
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  3.   กราฟมาตรฐานของฟแนนทรีน 
 

 
 
รูปที่ ค.3   กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟแนนทรีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย 
วิธี HPLC 
 
           หาความเขมขนของฟแนนทรีนไดจากการนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย  
HPLC มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 พื้นที่ใตกราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณฟแนนทรีน) + จุดตัดแกน Y 
 โดยที่  ความชันของกราฟมาตรฐาน = 1631.816 
   จุดตัดแกน Y   = -3225.95 
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4.   กราฟมาตรฐานของฟลูออรีน 

 
 
 
รูปที่ ค.4   กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟลูออรีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี  
HPLC 
 
           หาความเขมขนของฟลูออรีนไดจากการนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย HPLC  
มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 พื้นที่ใตกราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณฟลูออรีน) + จุดตัดแกน Y 
 โดยที่  ความชันของกราฟมาตรฐาน = 615.1886 
   จุดตัดแกน Y   = -2822.93 
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5.   กราฟมาตรฐานของแนพธาลีน 

 
 
 
รูปที่ ค.5   กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณแนพธาลีนกับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย 
วิธี HPLC 
 
           หาความเขมขนของแนพธาลีนไดจากการนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวย HPLC  
มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 พื้นที่ใตกราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณแนพธาลีน) +  จุดตัดแกน Y 
 โดยที่  ความชันของกราฟมาตรฐาน = 26.68891 
   จุดตัดแกน Y   =  1453.414 
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6.   กราฟมาตรฐานของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก  

 
 
รูปที่ ค.6 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก กับพื้นที่ใตกราฟที่ไดจาก 
การวิเคราะหดวยวิธี HPLC 
 
           หาความเขมขนของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ไดจากการนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการ 
วิเคราะหดวย HPLC มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี้ 
 พื้นที่ใตกราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณกรด2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก  )    
    + จุดตัดแกน Y 
 โดยที่  ความชันของกราฟมาตรฐาน = 113.6657 
   จดุตัดแกน Y   = -41.9524 



 152

           คิดเทียบน้ําหนักของสารมัธยันตที่สกัดไดจากการยอยสลายของแอนทราซีนจากน้ําหนัก 
แหงที่ถูกตองของสารมาตรฐานกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก   โดยฉีดสารละลายของสารที่สกัด 
ในเมทธานอลจาก stock solution เขมขน 0.1 กรัมตอมล. ปริมาณ 100 ไมโครกรัม  ไดพื้นที่ใต 
กราฟเทากับ 7782  เทียบหาปริมาณสารจากกราฟมาตรฐานของกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก 
 
           ปริมาณกรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก = (7782 + 41.9524) ÷ 113.6657 
 
      = 68.83 ไมโครกรัม 
           ดังนั้นคาที่ถูกตองของ กรด 2-ไฮดรอกซี-3-แนพโธอิก ที่ใชจาก stock solution ของสาร 
มัธยันตที่ไดจากการสกัด   มีคาเทากับ 68.83 % 
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7.   แผนผังแสดงวิธีการสกัดสารมัธยันตจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวกอนที่จะนําไปทําใหบริสุทธิ์  
(Grifoll et al., 1995) 

 
สวนน้ําใส 1,000 มล. 

-ปรับ pH 2-3 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขม
ขน 
-สกัดดวยเอทธิลอะซีเตต 1,000 มล. 

(แบงสกัด 3 คร้ัง) 
    

   
สวนเอทธิลอะซีเตต 1,000 มล.    สวนน้ํา 

  “สวนสกัดหยาบ (crude extract)” 
- สกัดดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน   ทิ้ง 

1 mM (ภาคผนวก ข หมายเลข6) 1,000 มล. 
(แบงสกดั 3 คร้ัง) 

 
                       

สวนน้ํา 1,000 มล.                        สวนเอทธิลอะซีเตต 1,000 มล. 
                                                    “สวนสกัดที่เปนกลาง (neutral extract)” 
       

    ปรับ pH เปน 2 – 3 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 
                  สกัดดวยเอทธิลอะซีเตต 1,000 มล. (แบงสกัด 3 คร้ัง) 
   
 
สวนน้ํา    สวนเอทธิลอะซีเตต 
   “สวนสกัดที่เปนกรด (acidic extract)” 
  ทิ้ง 
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ภาคผนวก ง 
 

แอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่น ๆ ในอาหาร  
 
           แอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่น ๆ เปนสารพิษที่เกิดขึ้นไดจากกระบวนการปรุงอาหาร    
โดยพบในอาหารประเภทที่ทําใหสุกดวยการปง ยาง  หรือการรมควัน        เกิดเนื่องจากปฏิกิริยาที่ 
ไขมันในอาหารไดรับความรอน   จะเกิดการหลอมเหลวหยดลงไปบนถานที่รอนแดง   และเกิด 
ปฏิกิริยาไพโรไลซิส (pyrolysis) เปลี่ยนสารไฮโดรคารบอนใหขดมวนเปนวงระเหยขึ้นไปกับควันดํา    
จับตัวสะสมอยูบนผิวอาหาร   เกิดเปนสารกลุม PAHs ติดปนอยูกับอาหารที่นํามาบริโภค  PAHs  
ที่เกิดขึ้นจะมีปริมาณมากหรือนอยแตกตางกันขึ้นอยูกับปริมาณไขมันในอาหารและความรอนที่ใช 
ปรุงอาหาร 
           ตัวอยางอาหารที่มีสารจําพวก PAHs ปนอยู เชน อาหารรมควัน อาหารทอดเกรียม    
อาหารที่ทําใหแหงดวยเชื้อเพลิงจากน้ํามัน    (สินธุชัย   แกวกิตชัย  และคณะ, 2530) 
           การตรวจหาปริมาณ PAHs ที่เกิดขึ้นเนื่องจากการปง ยาง และรมควันพบวามีปริมาณที่ 
แตกตางกันขึ้นกับกรรมวิธีในการปรุงและชนิดของอาหาร   ดังแสดงในตารางที่ ง.1 

 
ตารางที่ ง.1  ปริมาณ PAHs ในอาหารชนดิตาง ๆ 
 

ชนิด
อาหาร 

ปริมาณ PAHs (ไมโครกรัม/กก.) 

ไสกรอก และปลา 1.0-10.5 
ปลาและเนื้อแกะ 0.3-2.1 
ปลาแซลมอน 2.6-3.0 
หมูเบคอน 1.6-4.0 
ไสกรอกซาลามิ 2.0-2.8 
ปลาซาดิน 1.8 
ปลาทอด 4.5 
เนย 0.5 
หมูสด 25.8-31.6 

 
ที่มา : สินธุชัย   แกวกิตชัย และคณะ, 2530   
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           ในป 1964 มีรายงานของ Linjinsky และ Shubik   ถึงการตรวจพบสารกอมะเร็ง คือ เบน- 
โซ[เอ]ไพรีนบนผิวหนาของเนื้อที่ปงดวยถานไม   เนื้อหนักประมาณ 1 กก. เมื่อยางสุกแลวตรวจพบ 
เบนโซ[เอ]ไพรีนในปริมาณที่เทากับการเผาไหมบุหร่ีถึง 600 มวน   นอกจากนี้ยังไดรายงานปริมาณ 
แอนทราซีน และ PAHs ชนิดอื่นที่ตรวจพบในเนื้อสเตกที่ทําใหสุกดวยการยาง ดังแสดงในตารางที่  
ง.2 
 
ตารางที่ ง.2 ปริมาณแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่นในเนื้อสเตกที่ทําใหสุกดวยการยาง 
 

ชนิดของ PAHs ความเขมขน (ไมโครกรัม/กก.) 
แอนทราซีน 4.5 
เบนซ[เอ]แอนทราซีน 4.5 
เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอรีลีน 4.5 
เบนโซ[เอ]ไพรีน 8.0 
ไครซีน 1.4 
โคโรนีน (coronene) 2.3 
ฟลูออแรนธีน 20 
ไพรีน 18 
ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน 0.2 
ฟแนนทรีน 11 
เบนโซ[อี]ไพรีน (benzo[e]pyrene) 6 
เพอริลีน 2 

 
ที่มา : Lijinsky และ Shubik , 1964 
 
พิษของแอนทราซีนและ PAHs ตอมนุษย ( The New Jersey Department of Health  
and Senior Services, 1998 : TRI database) 
           แอนทราซีนและ PAHs ชนิดตาง ๆ จะเขาสูรางกายมนุษยไดโดยการหายใจเอาอากาศ  
และฝุนละอองที่ปนเปอนสารพิษเหลานี้เขาไปหรือโดยการทานอาหารประเภทที่ทําใหสุกดวยการ 
ยาง ปง หรือรมควัน    ดื่มน้ําที่มีสาร PAHs ปนเปอน     รวมทั้งการดูดซึมผานทางผิวหนังจากการ 
สัมผัสโดยตรง   ในการสํารวจสิ่งแวดลอมโดยสํานักงานคุมครองสิ่งแวดลอม (Environmental  
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Protection Agency, EPA) พบการปนเปอนของ PAHs ถึง 600 แหงจากแหลงสํารวจทั้งหมด   
1,430 แหง   สวนใหญเปนบริเวณที่อยูใกลแหลงที่มีกากของเสียอันตราย 
           อัตราการเขาสูรางกายของ PAHs จะเพิ่มข้ึนเมื่ออยูในรูปสารผสมในน้ํามัน   โดยสารดัง 
กลาวจะไปสะสมในชั้นเนื้อเยื่อไขมัน   ซึ่งสวนใหญจะอยูในตับ ไต และสวนนอยในมาม ตอมควบ- 
คุมเกลือและน้ํา (adrenal glands)   และรังไข   สาร PAHs ที่อยูในเนื้อเยื่อไขมันจะไมเปนพิษตอ 
รางกาย   จนกวาจะเขาไปสูเซล   ผลจากการศึกษาในสัตวทดลองแสดงใหเห็นวาสาร PAHs อาจ 
ถูกขับออกจากรางกายภายใน 2-3 วัน ผานทางอุจจาระและปสสาวะ 
           กระทรวงสาธารณสุข ของประเทศสหรัฐอเมริกา  ทดสอบพิษของสารกอมะเร็งในสัตว 
ทดลอง    พบวา PAHs ที่เปนสารคารซิโนเจน คือ เบนซ[เอ]แอนทราซีน, เบนโซ[เอ]ไพรีน, เบนโซ- 
[บี]ฟลูออแรนธีน, เบนโซ[เค]ฟลูออแรนธีน, ไครซีน, ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน และ อินดิโน-  
[1,2,3 cd]ไพรีน   ซึ่งทําใหเกิดเนื้องอกในสัตวทดลองที่กินสารดังกลาว   เมื่อใหสัตวทดลองสัมผัส 
สาร PAHs โดยตรง   และหายใจเอาไอระเหยของสารเขารางกายเปนระยะเวลานานก็ทําใหเกิด 
เนื้องอกในสัตวทดลองไดเชนเดียวกัน   รายงานการทดลองกับมนุษยพบวา   การหายใจหรือสัมผัส 
กับสารผสมคารซิโนเจนโดยการดูดซึมผานทางผิวหนังเปนเวลานาน  มีผลทําใหเกิดมะเร็งได 
           เมื่อใหหนูทองกินเบนโซ[เอ]ไพรีน   พบวาลูกหนูที่เกิดมามกัจะไมสมบูรณ  และมีน้ําหนัก 
ตัวต่ํา   ผลการศึกษานี้สามารถเกิดกับหญิงมีครรภไดเชนเดียวกัน   แตยังไมมีขอมูลที่รายงานเกี่ยว 
กับผลดังกลาว 
           จากการศึกษาถึงพิษแบบเฉียบพลัน  และพิษแบบเรื้อรังของ PAHs ในรางกายของสัตว 
ทดลอง ทําใหทราบวาสารในกลุมนี้มีอันตรายรายแรงตอผิวหนัง   รวมทั้งระบบของเหลวและระบบ 
ภูมิคุมกันของรางกาย   แตไมมีรายงานถึงผลดังกลาวในมนุษย 
           สําหรับสารแอนทราซีนจะเปนอันตรายตอผูใชงานโดยการหายใจเขาไป   และโดยการดูด- 
ซึมผานทางผิวหนังเปนสวนใหญ  การที่ไดรับในปริมาณมากเกินพออาจทําใหเกิดการกลายพันธุได 
การสัมผัสทางผิวหนัง 
           มีผลระคายเคืองตอผิวหนัง    และจะมีอันตรายเพิ่มข้ึนถาบริเวณผิวหนังที่สัมผัสกับแอน- 
ทราซีนถูกแสง     ถาเกิดการสัมผัสซ้ําจะทําใหผิวหนังซีด บาง  หรือบวมหนา เปลี่ยนเปนสีคล้ํา  
และอาจพัฒนาเปนมะเร็งผิวหนังได 
การหายใจเอาไอสารเขาไป 
           ผลกระทบของผูปวยที่สําคัญในการไดรับสารแอนทราซีน  คือ เกิดการระคายเคืองตอจมูก  
ลําคอ และหลอดลม   ถาสัมผัสเปนระยะเวลานาน (โดยเฉพาะไอระเหยจากแอนทราซีนที่ถูกทําให 
รอน) จะมีผลเร้ือรังตอหลอดลม ทําใหเกิดอาการไอ และมีเสมหะ 
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การสัมผัสทางตา 
           เกิดขึ้นจากการสัมผัสแอนทราซีนหรือไอระเหยของสาร  จะทําใหเกิดอาการระคายเคือง  ซึ่ง 
อาการดังกลาวจะรุนแรงขึ้นถาถูกแสงแดด 
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการทํางานเกี่ยวของกับแอนทราซีน 
           การสัมผัสหรืออยูในบริเวณที่มีสารอันตรายจะตองมีการตรวจสอบเปนประจํา ทั้งโดยการ 
สุมตัวอยางจากบุคคลและสภาพแวดลอม    ไมมีการจํากัดระยะเวลาสําหรับผูที่ตองทํางานเกี่ยว 
ของกับสารแอนทราซีน   แตก็มิไดหมายความวาสารนี้ไมมีอันตราย    เนื่องจากแอนทราซีนถูกดูด 
ซึมไดทางผิวหนัง   ซึ่งจะเปนการเพิ่มปริมาณสารนี้ในรางกาย   แตอยางไรก็ตาม The National  
Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) ไดสรุปถึงระยะเวลาที่ปลอดภัยในการ 
ทํางานเกี่ยวของกับผลิตภัณฑจากถานหิน   โดยกําหนดใหไมเกิน 0.1 มก./ลบม.ของอากาศ   
สําหรับระยะเวลาการทํางาน 10 ชม./วัน    และ 40 ชม./สัปดาห   ถาเกินขอกําหนดนี้ผูที่เกี่ยวของ 
จะมีความเสี่ยงสูงตอการเปนมะเร็งปอดและมะเร็งผิวหนัง    นอกจากนี้ The Occupational  
Safety and Health Administration (OSHA)  ยังไดจํากัดปริมาณ PAHs ทุกชนิดไมใหเกิน 0.2  
มก./ลบม. ของอากาศ  ซึ่งขอกําหนดนี้มีผลบังคับทางกฎหมาย 
วิธีลดการสัมผัสกับแอนทราซีน 
1. จัดใหมีระบบระบายอากาศในบริเวณที่มีสารแอนทราซีน 
2. สวมเสื้อผาปองกันใหมิดชิดในขณะทํางาน 
3. หลังการปฏิบัติงานที่เกี่ยวของกับแอนทราซีน   รีบลางมือดวยสบูทันที 
4 .ติดปายเตือนถึงอันตรายของแอนทราซีนในที่ทํางาน   รวมไปถึงการใหขอมูลและฝกอบรมเกี่ยว    
    กับสุขภาพและความปลอดภัยแกผูที่ตองปฏิบัติงานเกี่ยวของกับแอนทราซีน 
การเกิดพิษอยางเฉียบพลันของแอนทราซีน 
           การเกิดพิษเฉียบพลันจากแอนทราซีน   อาจเกิดขึ้นทันทีหรือภายในระยะเวลาไมนานภาย 
หลังการสัมผัสกับสาร ซึ่งการสัมผัสกับแอนทราซีนโดยตรงทําใหเกิดอาการระคายเคืองตอตา  
หลอดลม จมูก ลําคอ และผิวหนัง  
การเกิดพิษแบบเรื้อรังของแอนทราซีน 
           เปนการเกิดพิษในระยะยาวหรือพิษเร้ือรังตอสุขภาพซึ่งอาจเกิดขึ้นภายหลังการสัมผัส 
แอนทราซีนเปนระยะเวลาหลายเดือนหรือหลาย ๆ ป 
การทดสอบการเปลี่ยนแปลงของรางกายภายหลังการทํางานเกี่ยวของกับแอนทราซีน 
            ตรวจสอบผิวหนังเปนประจํา   เพื่อตรวจการเปลี่ยนแปลงที่ผิดปกติ   มะเร็งผิวหนัง 
สามารถรักษาไดงายถาตรวจพบในเบื้องตน    รวมทั้งตรวจสอบการทํางานของปอด  
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สารผสมของแอนทราซีนและอะครีดีน(acridine) 
           มักพบการปนเปอนของแอนทราซีนรวมกับอะครีดีน  ซึ่งอะครีดีนก็เปนสาเหตุของการ 
ระคายเคืองของผิวหนังและตาเชนเดียวกับแอนทราซีน 
           ผลจากการสูบบุหร่ีทําใหเกิดโรคหัวใจ  มะเร็งปอด รวมทั้งปญหาอื่น ๆ เกี่ยวกับระบบทาง 
เดินหายใจ   และโรคตาง ๆ เหลานี้จะทวีความรุนแรงยิ่งขึ้นถาผูปวยสัมผัสหรืออยูในบริเวณที่มีสาร 
เคมีปนเปอน 
           ถาสัมผัสกับสารเคมีทางผิวหนังแลวตองระวังมิใหบริเวณดังกลาวสัมผัสกับแสงแดด   ตอง 
รีบลางทําความสะอาดบริเวณผิวหนังที่ปนเปอนอยางเรงดวน 
เพื่อลดอันตรายจากแอนทราซีนในขณะทํางานมีขอควรปฏิบัติดังนี้ 
1. เสื้อผาของผูปฏิบัติงานที่มีแอนทราซีนปนเปอนควรรีบซักทันที 
2. การทําความสะอาดเสื้อผาที่ปนเปอนแอนทราซีนและสารเคมีอันตรายชนิดอื่น ๆ ควรกระทําโดย  
    ผูชํานาญการที่ทราบถึงอันตรายของแอนทราซีนสารเคมีนั้น ๆ เปนอยางดี 
3. ผิวหนังที่สัมผัสแอนทราซีน   ตองรีบลางหลาย ๆ คร้ัง  และภายหลังปฏิบัติงานตองรีบทําความ  
    สะอาดรางกาย 
4. ไมควรกิน สูบบุหร่ี หรือด่ืม   ในบริเวณที่มีการปฏิบัติงานเกี่ยวของกับแอนทราซีน   
การใชงานและการเก็บรักษาแอนทราซีน 
1.  ควรเก็บในที่เย็น มืด แหง และมีอากาศถายเท   และเก็บแยกตางหากจากสารออกซิไดซชนิด  
     รุนแรง เชน คลอรีน, โบรมีน และฟลูออรีน กรดโครมิก  และแคลเซียมไฮโปคลอไรท 
2. ปองกันการเปลี่ยนสภาพของสารโดยมีการตรวจสอบภาชนะบรรจอุยางสม่ําเสมอ   เพื่อปอง- 
    กันการรั่วไหล 
3. หามมิใหมีการจุดไฟ หรือนําวัตถุไวไฟ  เขาไปในสถานที่ซึ่งมีการใชงานและสถานที่เก็บ 
     แอนทราซีน   เนื่องจากอาจทําใหเกิดไฟไหม หรือเกิดการระเบิดที่รุนแรงขึ้นได 
การปฐมพยาบาลเบื้องตน 
เขาตา      :      ลางดวยน้ําไหล 15 นาที 
ถูกผิวหนัง   :      ถอดเครื่องนุงหมที่เปอนออก ลางบริเวณผิวหนังดวยสบูและน้ํา 
           นอกจากนี้การใชครีมกันแดดที่มีประสิทธิภาพปองกนัแสงอัลตราไวโอเลตไดสูงจะชวยปอง 
กันอันตรายของแอนทราซีนจากการระคายเคืองตอผิวหนังได      และการสวมแวนปองกันแสง 
อัลตราไวโอเลตก็มีผลลดการระคายเคืองของแอนทราซีนตอตาไดเชนเดียวกัน 
           PAHsที่ถูกดูดซับอยูกับตะกอน (bioaccumulation) จะมีความเปนพิษสูงขึ้น(phototoxic)  
ถาไดรับการกระตุนดวยแสงอัลตราไวโอเลต (photoactivation) (Ankley et al., 1995 อางถึงโดย  
Boese et al., 2000) มีรายงานผลวิจัยโดย Swartz และคณะ (1995) เกี่ยวกับความเปนพิษของ  
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PAHs และอนุพันธของ PAHs ที่เกิดจากการเติมหมูอัลคิลตอ Rhepoxynius abronius (marine  
amphipod) ภายหลังการสัมผัสกับ PAHs และอนุพันธเปนเวลา 10 วัน  หลังจากนั้นนํามาฉายรังสี 
ยูวี 1 ชั่วโมง   ตรวจพบระดับความเปนพิษของ PAHs และอนุพันธมีคาเพิ่มข้ึนประมาณ 5 เทา    
นอกจากนี้ยังมีความเปนไปไดในการประเมินศักยภาพของแสงตอการเพิ่มความเปนพิษของ PAHs  
ในตะกอนที่มีสารดังกลาวเปนองคประกอบ   โดยใชรูปแบบผลรวมความเขมขนทั้งหมดของสาร  
(ΣPAH)   ซึ่งแสงอาจมีผลเพิ่มความเปนพิษของ PAHs (phototoxic) หรืออาจไมมีผลก็ได  
(nonphototoxic) ขึ้นอยูกับชนิดของสารดังกลาว 
 
ตารางที่ ง.3 ชนิดของ PAHs ที่มีความเปนพิษเพิ่มข้ึนเมื่อถูกแสง(phototoxic) และชนิดของ  
PAHs ที่แสงไมมีผลเพิ่มความเปนพิษ (nonphototoxic) 

ชนิดของสาร PAHs ผลของแสงตอการเพิ่มความเปนพิษของPAHs 
แนพธาลีน - 
อะซิแนพธิลีน - 
อะซิแนพธีน - 
ฟลูออรีน - 
ฟแนนทรีน - 
แอนทราซีน + 
ฟลูออแรนธีน + 

ไพรีน + 
เบนซ[เอ]แอนทราซีน - 

ไครซีน - 
เบนซ[บี]ฟลูออแรนธีน + 
เบนซ[เค]ฟลูออแรนธีน + 

เบนโซ[เอ]ไพรีน - 
ที่มา : Boese et al., 2000 
หมายเหตุ : + หมายถึง PAHs ชนิดที่แสงมีผลเพิ่มความเปนพิษ (phototoxic) 
               :  -  หมายถึง PAHs ชนิดที่แสงไมมีผลเพิ่มความเปนพิษ (nonphototoxic) 
 
           โดยทั่วไปสิ่งมีชีวิต (test organisms) ที่ยังไมตายภายในระยะเวลา 10 วัน ในการทดสอบ 
พิษของ PAHs ก็จะยังคงรอดชีวิตภายหลังจากถูกรังสียูวี 1 ชั่วโมง   แตถาสิ่งมีชีวิตนั้นสะสม  
PAHs ชนิดที่มีความเปนพิษเพิ่มข้ึนเมื่อถูกแสงในปริมาณมากพอ   จะทําใหเกิดการตายของสิ่งมี 
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ชีวิตภายใน 24 ชั่วโมง หรือส่ิงมีชีวิตนั้น ๆ จะไมสามารถกลับเขาไปฝงตัวในตะกอนดินไดอีกและ 
จะถูกจับกินโดยสิ่งมีชีวิตอื่น (Boses et al., 1998 อางถึงโดย Boses et al., 2000) 
 
สถานการณและมาตรการในการควบคุมแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอ่ืนใน 
ประเทศไทย 
 
           ขอมูลจากการดําเนินกิจการโรงงานบําบัดและกําจัดกากของเสียอุตสาหกรรมบางขุน- 
เทียน   ที่ รับบริการโรงงานอุตสาหกรรมในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล   ทําใหทราบ 
ปริมาณกากของเสียอันตรายระหวางป พ.ศ. 2532-2536 ดังแสดงในตารางที่ ง.4 
 
ตารางที่ง.4  ปริมาณกากของเสียอันตรายในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑลระหวางป   

พ.ศ.2532-2536 
พ.ศ. ปริมาณ (ตัน) 
2532 29499.530 
2533 45851.660 
2534 74628.251 
2535 113946.491 
2536 140394.650 

 
ที่มา : นราธิป  เลาหตีรานนท (2540) 

           ขอมูลจากตารางจะเห็นไดวา   ปริมาณกากของเสียอันตรายในเขตกรุงเทพมหานครและ 
ปริมณฑลมีปริมาณเพิ่มข้ึนทุกป   จาก –30,000 ตัน ในป พ.ศ.2532  จนสูงสุดถึง 140,000 ตัน/ป  
ในพ.ศ.2536 
           กฎหมายและพระราชบัญญัติที่เกี่ยวของกับการจัดการกากของเสียอันตรายในประเทศไทย 
ที่สําคัญมีหลายฉบับดวยกันคือ 
พระราชบัญญัติโรงงานพ.ศ. 2535 
           ไดกําหนดหลักเกณฑใหผูรับใบอนุญาตประกอบกิจการโรงงานอุตสาหกรรมทาํการเกบ็รวบ 
รวม   ทําลายฤทธิ์   กําจัด   ฝงทิ้งและเคลื่อนยายตามวิธีการที่กําหนดไวสําหรับส่ิงปฏิกูล หรือวัสดุ 
ไมใชแลว   ซึ่งมีคุณสมบัติเปนสารไวไฟ สารกัดกรอน สารเกิดปฏิกิริยาไดงาย และสารมีพิษ 
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พระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2535 
           ไดกําหนดขึ้นเพื่อควบคุมการนําเขา สงออก การผลิต การจําหนาย การครอบครอง การขน 
สง และการใชสารอันตราย      ตลอดจนการตั้งศูนยขอมูลวัตถุอันตรายขึ้นในกระทรวงอุตสาห- 
กรรม 
พระราชบัญญัติสงเสริมและรักษาคุณภาพสิ่งแวดลอมแหงชาติ พ.ศ. 2535 
           เปนกฎหมายหลักซึ่งไดกําหนดขึ้นเพื่อดูแลสภาวะแวดลอมและควบคุมมลพิษ การอนุรักษ 
ทรัพยากรธรรมชาติ  รวมทั้งสงเสริมและสนับสนุนกจิกรรมดานสิ่งแวดลอม 
           มีรายงานเกี่ยวกับการปนเปอนของ PAHs ในสิ่งแวดลอมของประเทศไทย   ดังเชนราย- 
งานของจินตนา  สายวรรณ (2541) ถึงการตรวจพบ PAHs ในอากาศเสียในเขตกรุงเทพมหานคร     
โดยเก็บตัวอยางจากอนุภาคไอเสียรถยนตที่อยูในอากาศบริเวณที่มีการจราจรแออัดยานประตูน้ํา  
เยาวราช บางยี่ขัน สํานักงานสถิติแหงชาติ   เปรียบเทียบกับบริเวณที่อยูหางถนนคือภายใน 
สถาบันราชภัฎวิทยาเขตบานสมเด็จเจาพระยา   ตรวจวัดปริมาณและชนิดของ PAHs โดยใช 
เครื่องจีซีเอ็มเอส(GC-MS)   พบสาร PAHs ทั้งหมด 13 สาร   แตหาปริมาณไดเพียง 3 ชนิดคือ ฟ- 
แนนทรีน, ฟลูออแรนธีน และ ไพรีน    ปริมาณรวมของ PAHs อยูในชวง 114-97.78 มก./ลบ.ม.    
และพบวาปริมาณเฉลี่ยของสาร PAHs ในอากาศบริเวณริมถนนมีคาสูงกวาบริเวณหางไกลจาก 
ถนน 
           นอกจากนี้ยังมีรายงานเกี่ยวกับความเขมขนของสาร PAHs ที่อยูในดิน        ในเขตพื้นที่ จ. 
เชียงใหม ประเทศไทย จากงานวิจัยของ Amagai และคณะ (1999) ซึ่งเก็บตัวอยางดินจากขาง- 
ถนนในตัวเมืองเชียงใหมจํานวน 30 แหลงดิน   และนํามาตรวจวัดความเขมขนของสาร PAHs 16  
ชนิด   พบวาสาร PAHs ที่มีความเขมขนสูงสุดคือ ไพรีน และ ฟลูออแรนธีน โดยมีคาเทากับ 526  
นาโนกรัม/กรัมของดิน และ 418 นาโนกรัม/กรัมของดิน ตามลําดับ   สารที่มีความเขมขนรองลงมา 
คือ เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน และโคโรนีน ซึ่งมีคา 251 และ 202 นาโนกรัม/กรัมของดิน ตาม 
ลาํดับ   ความเขมขนของ PAHs ที่มีคาสูงดังกลาวมาจากตัวอยางดินที่อยูขางถนนซึ่งมีการจราจร 
หนาแนน   ยานพาหนะเปนแหลงสําคัญที่ปลอย PAHs ออกสูส่ิงแวดลอมในรูปไอเสียจาการเผา 
ไหมของเครื่องยนต   รูปแบบการกระจายตัวและความเขมขนของ PAHs ในอากาศแตกตางจากใน 
ดิน   ตัวอยางเชน ความเขมขนของเบนโซ[เอ]ไพรีนที่อยูในดินมีคาต่ํากวาในอากาศ  แตความเขม- 
ขนของฟลูออรีน ไพรีน ไครซีน และโคโรนีนในดินมีคาสูงกวาในอากาศ   ซึ่งความแตกตางของคา 
ความเขมขนสารดังกลาวนาจะเกิดจากขอแตกตางในแหลงกําเนิด PAHs และปฏิกิริยาการสลาย 
ตัวของสารเนื่องจากแสง   การเก็บตัวอยางดินเพื่อตรวจสอบความเขมขนและการกระจายตัวของ 
สาร PAHs มีขอไดเปรียบเมื่อเทียบกับการตรวจวัดสาร PAHs จากอากาศ คือ การเก็บตัวอยางดิน 
ทําไดงาย และไมตองใชเครื่องมือพิเศษ  ใชระยะเวลาสั้น และจะสุมเก็บตัวอยางดินจากบริเวณใด 
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ก็ได   ดังนั้นการวัดความเขมขนของสาร PAHs ที่อยูในดิน  จึงสามารถนํามาใชประโยชนในการ 
บอกระดับมลพิษในอากาศได   แตตองคํานึงถึงองคประกอบที่แตกตางกันของตัวอยางจากดินและ 
อากาศดวย 
 
ปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่มีผลตอการบําบัดดวยวิธีชีวภาพ (Bouwer, Alexander and  
Zehnder, 1993) 
 
           ปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่สําคัญซึ่งมีผลตอการบําบัดการปนเปอนของแอนทราซีน และ สาร  
PAHs ในสภาพแวดลอมธรรมชาติประกอบดวย คาความเปนกรดดาง (pH),  อุณหภูมิ, ความเขม- 
ขนของสาร รวมทั้งสภาวะรีดอกซ (redox condition) 
คาความเปนกรด-ดาง 
           โดยทั่วไปคา pH ในดินจะอยูในชวง 5-9 ซึ่งเปนคาที่เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียทั่ว 
ไป   เชื้อสวนใหญเจริญไดดีในชวง pH 6.5-7.5 แตอาจมีเชื้อบางชนิดสามารถเจริญไดที่คา pH ต่ํา 
กวา 2 หรือสูงกวา 10 
อุณหภูมิ 
           มีผลตอการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม   อุณหภูมิที่เพิ่มข้ึน 10 ° ซ   จะทําใหอัตราเร็วในการ
เกิดปฏกิิริยาเพิ่มข้ึนเปน 2 เทา   สวนอุณหภูมิที่สูงเกินไปจะมีผลใหองคประกอบตาง ๆ ภายในเซล
อยูในสภาวะที่ไมสามารถถูกกระตุนได    และที่อุณหภูมิต่ํากวา 10 ° ซ ปฏิกิริยาเคมีตาง ๆ ภายใน
เซลจุลินทรียจะเกิดขึ้นชามาก   ซึ่งจะเปนการยืดระยะเวลาการบําบัดการปนเปอนของแอนทราซีน 
และ  PAHs ในสิ่งแวดลอม 
ความเขมขนของสารพิษ 
           สารเคมีบางชนิดที่ความเขมขนสูงจะมีความเปนพิษตอจุลินทรีย   แตสารเคมีที่มีความเขม 
ขนต่ําในหนวย ไมโครกรัม – นาโนกรัม /ลิตร    จะทําใหมีปริมาณคารบอนและพลังงานไมพอที่เซล 
จะนําไปใชในการเจริญและรักษาสมดุลภายในเซล        ดังนั้นในการศึกษารูปแบบการเพิ่มจํานวน 
ของเซลโดยใชแอนทราซีน หรือ PAHs ชนิดอื่น เปนแหลงคารบอน     ควรใชความเขมขนสารทั้งใน 
ชวงความเขมขนสูงและต่ํา 
สภาวะรีดอกซ 
           จุลินทรียมักจะใชตัวรับอิเล็กตรอนที่จําเพาะ   ซึ่งตัวรับอิเล็กตรอนที่มีอยูในสิ่งแวดลอมจะ 
เปนตัวกําหนดวาเชื้อใดจะสามารถเจริญได   และในทางกลับกันจะเปนตัวตัดสินวาสารใดจะถูก 
ยอยสลาย   การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของสารเคมีบางชนิด เชน PAHs และผลิตภัณฑปโตรเลียม 
โดยเชื้อจุลินทรีย จะเกิดภายใตสภาวะมีออกซิเจนเทานั้น 



 163

           อยางไรก็ดีประสิทธิภาพในการยอยสลายแอนทราซีนและ PAHs ชนิดอื่นๆ   โดยเชื้อจุลิน- 
ทรียในระบบนิเวศนทั้งบนบกและในน้ํา   ยังขึ้นอยูกับปจจัยอื่น ๆ ซึ่งรวมทั้ง ชนิดของดิน อากาศ    
สารอาหาร  ความลึกของชั้นดิน  การปรับตัวของจุลินทรีย  สารเคมีที่ปนเปอนมากอน  คุณสมบัติ 
ทางกายภาพและทางเคมีของสารพิษ   รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงของฤดูกาล 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

น.ส.พจนีย   จันทมาลี   เกิดเมื่อวันที่ 26 เมษายน พ.ศ.2518  ที่จังหวัดจันทบุรี   ไดรับ
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิตเกียรตินิยมอันดับที่ 2    จากภาควิชาจุลชีววิทยา   คณะวิทยาศาตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2539    และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญา
มหาบัณฑิต    สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม   ภาควิชาจุลชีววิทยา     คณะวิทยาศาสตร  
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   ในปการศึกษา 2540 
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