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อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีดำเนินงานวิจัย

อุปกรณ ์ที่ใช ้ในการทดลอง

1. เครื่องเขย่า (gyratory shaker) รุ่น G10 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA.
2. เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ (controlled environment incubators shaker) รุ่น G-27 

ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA.
3. ตู้เข่ียเชื้อแบบ ISSCO laminar flow รุ่น BVT-124 ของบริษัท International Scientific 

Supply, USA.
4. เคริองนึงอบฆ่าเชือ (autoclave) ของบริษัท Kokusan, Japan.
5. ตู้บ่มเซือ (Contherm digital series cooled incubator) ของบริษัท Contherm Scientific, 

New Zealand.
6. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 240 ของบริษัท Coming, USA.
7. เคร่ืองช่ัง รุ่น L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA.
8. เครื่องระเหยแห้งแบบสูญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุ่น N ของบริษัท Tokyo 

Rikakikai, Japan.
9. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Spectronic 21 ของบริษัท Bausch & 

Lomb, USA.
10. ตู้อบแห้ง (Contherm digital series oven) ของบริษัท Contherm Scientific, New Zealand.
1 1. กล้อง1จุลทรรศน์ รุ่น CHK ของบริษัท Olympus, Japan.
12. เครื่องปันผสม (vortex mixer) รุ่น G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA.
13. ไมโครปิเปต (micropipette) ขนาด 20, 100, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท 

Gilson, France.
14. เครื่องปันเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุ่น J2-21 ของบริษัท 

Beckman Instrument Inc., USA.
15. เครื่องปันเหวี่ยงชนิดตั้งโต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น D-7200 ของบริษัท GS, Germany.
16. อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) ของบริษัท Tokyo Rikakikai, Japan.
17. กรวยแยก (seporatory funnel) ขนาด 500 มล. ของบริษัท Sibata, Japan.
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18. แผ่นอลูมิเนียมทีแอลซี (TLC aluminium sheet) เคลือบด้วย silica gel 60 F254 ขนาด 20X20 
ซม. ของบริษัท E. Merck, Germany.

19. ชุดกรองสำเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร รุ่น DISMIC-13 JP ของบรษั'ท 
Tokyo Roshi Kaisha, Japan.

20. ชุดกรองสำเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตต ขนาด 0.45 ไมโครเมตร รุ่น DISMIC-25CS ของ 
บริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan.

21. แผ่นกรองชนิด FH ขนาด0.5ไมโครเมตร ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan.
22. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด1 และ10มล. ของบริษัท Nissho Nipro, Japan.
23. ทีแอลซีแชมเบอร์(TLC chamber) ของบริษัท Desaga Fleidelberg, Germany.
24. เครื่องกำเนิดเสียงความถี่สูง (ultrasonicator) ชนิดอ่าง รุ่น FS4000 ของบริษัท Decan 

Ultrasonics, England.
25. หลอดแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet lamp) รุ่น UVGL-15 ของบริษัท UVP, USA.
26. ซุดเครองมือไฮเพอรฟอมานซ์ลิควิดโครมาโตกราทีเ (high performance liquid chromatography, 

HPLC)
ลิควิดโครมาโตกราที] (liquid chromatography) รุ่น LC-3A ของบริษัท Shimadzu, 
Japan.
คอลัมน์ (column): Senshu Pak Pegasil ODS ขนาด 4.6X150 มม. ของบริษัท 
Senshu Scientific, Japan.
เคริองตรวจสอบ (UV-visible detector) รุ่น SPD-2A ของบริษัท Shimadzu, Japan. 
เครืองบันทึก (recorder) Chromatopac รุ่น C-R1A ของบริษัท Shimadzu, Japan.

- กระบอกฉีดยาขนาดเล็ก (microsyringe) รุ่น MS-R50 ของบริษัท Exmire, USA.
27. ชุดเครือ'งมือแก๊ส'โครมาโตกราที]-แมสสเปกโตรเมตร (gas chromatography-mass spectrometry,

GC-MS)
เคร่ืองแก๊สโครมาโตกราที]-แมสสเปกโตรเมตรี รุ่น JMS-Automass 150 ของบริษัท 
JOEL, Japan.
คอลัมน์ (column): DB-5 ขนาด 2.5 มม.X5 ม.; ช้ันที]มล์หนา 0.25 ไมโครเมตร 
ของบริษัท J & พ  Scientific, Germany.

- กระบอกฉีดยาขนาดเล็ก (microsyringe) รุ่น MS-10 ของบริษัท Exmire, USA.

z /\ ° \ b ' \ r\ Qo\ O
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เคมีภัณฑ์

1. แนพธาลีน (naphthalene) ของบริษัท Sigma, USA.
2. ทีเแนนทรีน (phenanthrene) ของบริษัท Sigma, USA.
3. แอนทราซีน (anthracene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan.
4. ฟลูออรีน (fluorene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan.
5. ไดเบนโซฟูแรน (dibenzofuran) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan.
6. อะซีแนพธิลีน (acenaphthylene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan.
7. อะซีแนพธีน (acenaphthene) ของบริษัท Sigma, USA.
8. ฟลูออแรนธีน (fluoranthene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan.
9. ไพรีน (pyrene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan.
10. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4N03) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia.
11. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคคะไฮเดรต (Na2HP04 »12H20) ของบริษัท Carlo ERBA, 

France.
12. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KFI2P04) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia.
13. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgS04 »7แ20) ของบริษัท Carlo ERBA, France.
14. เพ่อริกคลอไรด์เฮกชะไฮเดรต (FeCI3 *6FI20) ของบริษัท May & Baker, England.
15. แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCI2 »2FI20) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia.
16. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
17. ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
18. โซเดียมคลอไรต์ (NaCI) ของบริษัท E. Merck, Germany.
19. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOFI) ของบริษัท E. Merck, Germany.
20. เมทธานอล (CFH3OFH) ของบริษัท E. Merck, Germany.
21. เอทธิลอะซีเตต (CPI3COOC2PI5) ของบริษัท E. Merck, Germany.
22. นอร์มัลเฮกเซน (C6H14) ของบริษัท J. T. Baker, USA.
23. ไดคลอโรมีเทน (CH2CI2) ของบริษัท Mallinckrodt, France.
24. โทลูอีน (C6PI5CH3) ของบริษัท Carlo ERBA, France.
25. 1,4-ไดออกเซน (0CFI2CFI20  CFI2CH2) ของบริษัท Carlo ERBA, France.
26. กรดอะซีดิกเข้มข้น (glacial CH3COOPI) ของบริษัท E. Merck, Germany.
27. กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (cone. HCl) ของบริษัท BDFI Chemicals, Australia.
28. ไดเมทธิลซัลฟอกไซด์ (CH3SOCH3) ของบริษัท Carlo ERBA, France.
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29. ไดเอทธิลอีเทอร์ (((ว2แ5)0 ) ของบริษัท E. Merck, Germany.
30. อะซีโตน (CH3COCH3) ของบริษัท E. Merck, Germany.
31. แบคโตอการ์ (bacto agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
32. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2S04) ของบริษัท E. Merck, Germany.
33. ทวีน 80 (tween 80) ของบริษัท E. Merck, Germany.

วิธ ีดำเน ินงานวิจ ัย

3.1 การเก็บตัวอย่างดิน

เก็บตัวอย่างดินสำหรับการแยกเชื้อแบคทีเรียจากบริเวณที่มีการปนเปีอนสารปิโตรเลียม 
ไฮโดรคาร์บอน เซ่น น้ํามัน น้ํามันเครอง หรีอสารเคมีอันตราย เซ่น ยากำจัดศัตรูพืช ท่ีมีการ
ละสมอยู่เป็นเวลานานในประเทศไทย โดยเก็บลึกจากผิวหน้าดินประมาณ 2-5 ซม. เก็บดินตัว 
อย่างไว้ที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ. จนกว่าจะนำมาแยกเชื้อ โดยแสดงสถานที่เก็บตัวอย่างดินแต่ละตัว 
อย่าง จำนวน 13 ตัวอย่าง ดังแสดงไว้ในตารางท่ี 3.1

ตารางที่ 3.1 สถานที่เก็บตัวอย่างดินเพื่อน่ามาแยกเซี้อแบคทีเรียที่ย่อยสลายอะชีแนพธีลีนได้
ตัวอย่างดิน สถานท่ีเก็บ

1 ดินปนเปีอนนํ้ามันเครื่องข้างโรงซ่อมยานยนต์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ (K01)
2 ดินปนเปีอนนํ้ามันเครื่องข้างโรงซ่อมยานยนต์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ (K02)
3 ดินปนเบื้เอนนํ้ามันเครื่องข้างโรงซ่อมยานยนต์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ (K03)
4 ดินปนเปีอนยาปราบศัตรูพืช จากสวนผลไม้ จ. ราชบุรี
5 ดินปนเปีอนยาปราบศัตรูพืช จากสวนผลไม้ จ. สมุทรสงคราม
6 ดินปนเปีอนนํ้ามันข้างโรงซ่อมสถานีรถไฟบางกอกน้อย กรุงเทพฯ
7 ดินจากรอบต้นกล้วยมีหญ้าขึ้นที่สถานีรถไฟบางกอกน้อย กรุงเทพฯ
8 ดินจากกองดินที่ฃุดลอกจากท่อที่สถานีรถไฟบางกอกน้อย กรุงเทพฯ
9 ดินบริเวณลานกล้วยข้างโรงซ่อมที่สถานีรถไฟบางกอกน้อย กรุงเทพฯ

10 ดินจากกองดินใหม่ใต้ต้นมะยมที่สถานีรถไฟบางกอกน้อย กรุงเทพฯ
11 ดินจากโคลนเปียกที่สถานีรถไฟบางกอกน้อย กรุงเทพฯ
12 ดินปากบ่อแยกนํ้าที่ล้างหัวรถจักรที่สถานีรถไฟบางกอกน้อย กรุงเทพฯ
13 สลัดจ์ (sludge) จากบ่อเติมอากาศ ในระบบบำบัดนํ้าเลีย โรงกลั่นนํ้ามันบางจาก กรุงเทพฯ
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3.2 การคัดแยกเ^อแบคทีเรียสายพ้นธุบริส ุทธที่สามารถย่อยสลายอะชีแนพธิล ีน

3.2.1 การเพิ่มจำนวนเชื้อแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายอะซีแนพธิลีนจากตัวอย่างดิน

เตรียมหัวเช้ือของแบคทีเรียโดยการนำตัวอย่างดินท่ีต้องการแยกเช้ือแบคทีเรียปริมาณ 1 กรัม 
ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 22 มล. ที่บรรจุอาหารเหลว CFMM (carbon free mineral
medium) (ภาคผนวก ก หมายเลข 1) (Omori และคณะ, 1992) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วปริมาตร 10 
มล. นำไปเขย่าบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 ๐ซ. เป็นเวลา 24 ชม. 
เมื่อครบเวลาตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเพื่อให้อนุภาคดินขนาดใหญ่ตกตะกอน จากนั้นนำส่วนนํ้าใส 
ซึ่งใช้เป็นหัวเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองที่บรรจุอาหารเหลว CFMM
ปริมาตร1 0 มล. ท่ีมีอะซีแ'นพธิลีน 0 .06% (นํ้าหนักต่อปริมาตร) เพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและ 
พลังงาน นำไปเขย่าบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 ๐ซ. ลังเกตการเจริญ 
ของเรือแบคทีเรีย โดยดูจากความขุ่นที่เพิ่มขึ้นของอาหารเหลว การเปลี่ยนสีของอาหารเหลว
หรือการลดลงของผลึกอะซีแนพธิลีน เปรียบเทียบกับหลอดควบคุม หลอดทดลองใดที่มีการเจริญ 
ของเชื้อแบคทีเรียในลักษณะดังกล่าว ให้ถ่ายเช้ือลงในอาหารเหลวใหม่ โดยทำขั้นตอนนี้ซํ้า 5
ครัง เพื่อให้แบคทีเรียมีความคุ้นเคยกับละซีแนพธิลึน และเพิ่มจำนวนแบคทีเรียท่ีสามารถย่อย
สลายอะซีแนพธิลึนให้มากขึ้น

3.2.2 การคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุปริสุทธิ้ที่สามารถย่อยสลายอะรืแ'นพธิลีน

นำอาหารเหลว CFMM ที่มีการเจริญของเชื้อแบคทีเรียหลังจากถ่ายเชื้อมา 5 คร้ังแล้ว มา 
ทำการเจือจางในสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรด์ เลือกความเข้มข้นที่เหมาะสม มาเกล่ียบน 
อาหารแข็ง CFMM (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) ที่มีอะซีแนพธิสีนวางบนฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 ๐ซ. จนกระท่ังพบการเจริญของแบคทีเรีย นำแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้มายืนยัน 
ความสามารถในการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนอีกคร้ัง โดยถ่ายเชื้อลงในอาหารเหลว CFMM ท่ีมี
อะซีแนพธิลีนในรูปสารละลายอะซีแนพธิสีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 1 ) 
นำไปเขย่าบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 ๐ซ. จนเช้ือเจริญ

ตรวจสอบความปริสุทธ้ิฃองเช้ือ โดยนำมาเจือจางในสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรด์ 
เลือกความเข้มข้นที่เหมาะสมมาเกลี่ยบนอาหารแข็ง LB (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) ลังเกตดู 
ลักษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหาร จนกระทั่ง,ได้เชื้อที่ปริสุทธิ้
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3.2.3 การเก็บเช้ือ เมื่อได้เชื้อแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธ้ิแล้ว นำเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงใน 
อาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีน เมื่อแบคทีเรียมีการเจริญอยู่ในช่วงลอการิทึม นำเช้ือมา 
เก็บโดยนำอาหารเหลวที่มีเชื้อเจริญบรรจุลงในหลอดแช่แข็ง (cryotube) และเติมกลีเซอร'อลท่ี
ผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว (ภาคผนวกข หมายเลข 3) ลงในหลอดแช่แข็งในอัตราส่วน 1:1 (ปริมาตรต่อ 
ปริมาตร) ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องป่นผสม เก็บเชื้อที่อุณหภูมิ -20 ๐ซ. หรือ -70 ๐ซ.

3.3 การจำแนกชนิดทางอนุกรมวิธานชองแบคทีเรียท ี่ค ัดแยกได้

3.3.1 ทดสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphological characteristics) ของแบคทีเรียที 
คัดแยกได้จากลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง และลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ร่วมกับ 
สมปติทางสรีรวิทยา (physiological characteristics) ตามทีรายงานไว้ใน Bergey 'ร Manual of 
Systematic Bacteriology (Palleroni, 1994)

3.3.2 จำแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ โดยการวิเคราะห์ลำดับ 
เบสของ 16 เอสโร'โบโ1ซมลดีเอ็นเอ (16S ribosomal DNA) ตามวิธีของ Altschun และคณะ
(1997)

3.4 ศ ึกษาการเพ ิ่มจำนวนและความสามารถในการย่อยสลายอะชีแนพธิล ืน และสาร
PAHs ชน ิดอ ื่น ชองแบคทีเร ียท ี่ด ้ดแยกได้

3.4.1 เปรียบเทียบรูปแบบในการเจริญโดยการใซ้อะซีแนพธิลีนเป็นแหล่งคาร์บอนและ 
พลังงาน ท่ีความเข้มข้น'ของอะซีแ'นพธิลีน 300, 600 และ 900 มก.ต่อลิตร

เตรียมหัวเซือของแบคทีเรีย โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากจานอาหาร 
แข็ง CFMM ทีว่างอะซีแนพธิลีนบนฝาจานอาหารเล้ียงเช้ือ นำมาถ่ายลงในอาหารเหลว CFMM 
ปริมาตร 50 มล. ท่ีมีซักซิเนต (succinate) เข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร ในขวดรูปชมพู,ขนาด 250 มล. 
เลียงเซือบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 °ซ. เป็นเวลา 24 ชม. เม่ือครบ 
เวลาป่นแยกเซลล์แบคทีเรียด้วยเครื่องป่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 ๐ซ. 
เป็นเวลา 10 นาที นำส่วนเซลล์แบคทีเรียมาล้างในสารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรด์ ทำการ 
ป่นเหวี่ยงที่สภาวะเดิม โดยทำตามขั้นตอนน้ีซํ้า 3 คร้ัง นำส่วนเซลล์มาละลายในสารละลาย
0.85 % โซเดียมคลอไรด์ นำสารละลายเซลล์มาวัดความขุ่น (turbidity) ที่ความยาวคลื่น 600
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นาโนเมตร และเจือจางให้มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 1.0 นำสารละลายที่ปรับความเข้มข้นแล้ว 
มาเขย่าบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 ๐ซ. เป็นเวลา 24 ซม. เพ่ือให้ 
แบคทีเรียใช้อาหารสะสมท่ีเหลืออยู่ในเซลล์ให้หมดไป

เติมหัวเช้ือปริมาตร50ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ท่ีมีอะซีแ'นพ'ธิลีน 
เข้มข้น 300, 600 และ 900 มก.ต่อลิตร ในหลอดแก้วขนาด 22 มล. เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขย่าท่ี 
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 °ซ. เก็บตัวอย่างทุกวัน เป็นเวลา 7 วัน โดยท่ีแต่ละเวลา 
จะมีชุดควบคุม 2 ชุด คือ ชุดควบคุมการเจริญของแบคทีเรียที่ไม่ได้เกิดการย่อยสลายอะชีแนพธิลืน 
ซึ่งเตรียมโดยการเติมหัวเชื้อลงในอาหารเหลว CFMM ที่ไม่มีอะซีแนพธิลีน และชุดควบคุมการลด 
ลงของอะซีแนพธิลืนที่ไม่ได้เกิดจากการย่อยสลายของแบคทีเรีย ซึ่งเตรียมโดยการใช้อาหารเหลว 
CFMM ท่ีมีอะซีแ'นพธิลีนแต่'ไม่เติมหัวเช้ือ ทุกชุดการทดลองจะทำ 2 ซ้ํา วัดการเจริญของ
แบคทีเรียด้วยวิธี viable plate count โดยนำอาหารเหลวมาเจือจางด้วยสารละลาย 0.85 % 
โซเดียมคลอไรด์ ให้มีความเข้มข้นท่ีเหมาะสม นำมาเกลี่ยบนอาหารแข็ง LB บ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 
30 ๐ซ. เป็นเวลา 3 วัน และวัดปริมาณอะซีแนพธิลืนที่เหลืออยู่โดยการสกัดด้วยเอทธิลอะซีเตต 
ตามวิธีการของ Grifoll และคณะ (1992) ตังน้ี

นำอาหารเหลวมาปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เท่ากับ 2.0-3.0 โดยการเติมกรดไฮโดรคลอริก 
เข้มข้น จากนันเติมเอทธิลอะซีเตตปริมาตร 5 มล. ลงไปในอาหารเหลว ผสมให้เข้ากันโดยใช้ 
เครื่องป่นผสมด้วยความเร็วสูงเป็นเวลา 2 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้แยกชั้น แยกส่วนเอทธิลอะซีเตตเก็บไว้ 
จากนันเติมเอทธิลอะซีเตตลงในอาหารเหลวหลอดเดิม และทำการสกัดตามวิธีการเดิมอีก 2 คร้ัง 
รวบรวมส่วนเอทธิลอะซีเตตที่แยกได้ทังหมดเข้าด้วยกัน เติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสเพื่อกำจัด 
นำส่วนทีเหลืออยู่ จากนันทำให้แห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งสูญญากาศแบบหมุน เติมเมทธานอล 
ปริมาตร 1.0 มล. ลง1ไปละลายอะซีแ'นพธิลีน่ใน1ขวดลดปริมาตร นำมากรองผ่านชุดกรองสำเร็จรูป 
ชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ใส่ในขวดแก้วขนาดเล็ก เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 ๐ซ. จนกว่า 
จะทำการวิเคราะห์ปริมาณอะซีแนพธิลีนโดยวิธี HPLC

การวิเคราะห์ปริมาณอะซีแนพธิลีนโดยวิธี HPLC

เตรียมชุดควบคุม โดยเติมอะซีแนพธิลืนลง1ในอาหารเหลว CFMM ให้มีความเข้มข้น 0, 
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 และ 1000 มก.ต่อลิตร ตามลำตับ ทำการสกัด 
ด้วยเอทธิลอะซีเตตโดยใช้วิธีการเดียวกันกับการสกัดอะซีแนพธิลืนในชุดทดลอง นำชุดควบคุม
และชุดทดลองที่ต้องการหาปริมาณอะซีแนพธิลืน มาวิเคราะห์ปริมาณอะซีแนพธิลืนโดยวิธี FHPLC 
ซึ่งประกอบด้วยส่วนต่างๆ ตังน้ี
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เครื่องลิควิดโครมาโตกราทีเท่ีใช้คอลัมน์ Senshu Pak Pegasil ODS ขนาด 4.6X150 
มม. ตั้งอุณหภูมิของคอลัมน์ท่ี 40 °ซ. ตรวจสอบการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร 
โดยใช้สารละลายตัวพาเป็น สารละลาย 80 % เมทธานอลในน้ํา (ภาคผนวก ข หมายเลข 6) และ 
ใช้อัตราการไหลเท่ากับ 1 มล.ต่อนาที

ฉีดสารละลายที่ต้องการหาปริมาณ1อะซีแ'นพธิลืน ปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยใช้ 
กระบอกฉีดยาขนาดเล็กรุ่น MS-100 นำพื้นที่ใต้กราฟที่ได้จากการวิเคราะห์ในแต่ละตัวอย่าง 
ไปเทียบหาปริมาณของอะซีแนพธิลีนที่เหลือจากการย่อยสลายของแบคทีเรียในชุดทดลอง โดย 
ใช้กราฟมาตรฐานของอะซีแนพธิลืนที่สร้างจากชุดควบคุม (ภาคผนวก ค หมายเลข 1 )

3.4.2 ผลของทวีน80 ต่อรูปแบบการเจริญของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ โดยการใช้อะซีแนพธิลืน 
เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน

เติมหัวเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตามการทดลองข้อ 3.4.1 ลงในอาหารเหลว CFMM 
ปริมาตร5 มล. โดยแบ่งการทดลองออกเป็น6 หลอด ที่แต่ละเวลา ดังแสดงในตารางที่3.2 จาก 
นั้นนำเชื้อไปเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 ๐ซ. เก็บตัวอย่างทุก 
24 ช่ัวโมง จนครบ 7 วัน ทุกการทดลองทำ 2 ซ้ํา วัดการเจริญของแบคทีเรียด้วยวิธี viable plate 
count และวัดปริมาณอะซีแนพธิลืนที่เหลืออยู่โดยวิธี HPLC โดยใช้วิธีการสกัดและสภาวะในการ 
วิเคราะห์เช่นเดียวกับการหาปริมาณอะชีแนพธิลีน ในข้อ 3.4.1

ตารางท่ี 3.2 การตรวจสอบผลของทวีน80 ต่อรูปแบบการเจริญของเชื้อ โดยการใช้อะชีแนพธิลีน 
เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน

ชุดควบคุมการเจริญ ชุดควบคุมปริมาณ 
อะซีแ'นพธิลืน

ชุดทดลอง

หลอดที่ 1 หลอดท่ี 2 หลอดท่ี 3 หลอดท่ี 4 หลอดที่ 5 หลอดท่ี 6

แบคทีเรีย + + - - + +
อะซีแนพธิลืน - - + + + +
ทวีน 80 - + - + - +

หมายเหตุ + เติมลงในหลอดทดลอง 
- ไม,เติมลงในหลอดทดลอง
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3.4.3 ทดสอบความจำเพาะในการใช้สาร PAHs ชนิดอื่น ในการเจริญของแบคทีเรียที่ 
คัดแยกได้ (substrate specificity)

ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ในการใช้สาร PAHs ชนิดอ่ืนเป็นแหล่ง 
คาร์บอนและพลังงานในการเจริญนอกเหนือจากอะซีแนพธิลีน ซ่ึงได้แก่ แนพธาลีน อะซีแนพธีน 
ฟลูออรีน ทีเแนนทรีน แอนทราซีน ฟลูออแรนธีน ไพรีน รวมทั้งสารประกอบเฮเทอโรไซคลิกอะโรมาติก 
(heterocyclic aromatic compound) คือ ไดเบนโซฟูแรน (dibenzofuran) โดยเติมหัวเชือ 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ที่เติมสารทดสอบแต่ละชนิดลง 
ไป 100 มก.ต่อลิตร (ยกเว้นแนพธาลีนใช้ 200 มก.ต่อลิตร เนื่องจากมีค่าความคันไอสูงทำให้ 
ระเหิดได้ง่าย และเลี้ยงเช้ือในหลอดทดลองที่เป็นฝาเกลียวและปิดผนึกด้วยพาราพิเล์มเพื่อป้องกัน 
การระเหิดของแนพธาลีน) ตามวิธีของ Grifoll และคณะ(1995) โดยใช้วิธีการเตรียมหัวเช้ือและวิธี 
ในการเลี้ยงเช่นเดียวกับที่ใช้ในการทดสอบการย่อยสลายอะซีแนพธิลีนของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ใน 
ข้อ 3.4.1 เก็บตัวอย่างทุก 2 วัน จนครบ 7 วัน วัดการเจริญของแบคทีเรียด้วยวิธี viable plate 
count และวัดปริมาณอะซีแนพธิลีนที่เหลืออยู่โดยวิธี HPLC โดยใช้วิธีการสกัดและสภาวะในการ 
วิเคราะห์เช่นเดียวกับการหาปริมาณอะซีแนพธิลีน ในข้อ 3.4.1

3.4.4 การย่อยสลายแบบโคเมตาบอลิสม

นำสารทดสอบที่แบคทีเรียไม่สามารถใช้ในการเจริญได้โดยตรงในข้อ 3.4.3 มาทดสอบ 
การย่อยสลายแบบโคเมตาบอลิสมร่วมกับอะซีแนพธิลีน โดยใช้วิธีการเตรียมหัวเชื้อเช่นเดียวกับที่ 
ใช้ในการทดลองข้อ 3.4.1 นำหัวเชื้อที่ได้เติมลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ท่ีมีสาร 
ทดสอบชนิดที่แบคทีเรียไม่ลามารถใช้ได้โดยตรงเข้มข้น 100 มก.ต่อลิตร และอะซีแนพธิลีนเข้มข้น 
300 มก.ต่อลิตร เก็บตัวอย่างทุก 2 วัน จนครบ 7 วัน วัดการเจริญของแบคทีเรียด้วยวิธี viable 
plate count และวัดปริมาณอะซีแนพธิลีนที่เหลืออยู่โดยวิธี HPLC โดยใซวิธีการสกัดและสภาวะ 
ในการวิเคราะห์เช่นเดียวกับการหาปริมาณอะซีแนพธิลืน ในข้อ 3.4.1
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3.5 การวิเคราะห์สารมัธยันต์ที่เกิดจากการย่อยสลายอะซ็เแนพธิลีน โดยแบคทีเรึยที่ค ัด 
แยกได ้

3.5.1 การแยกสารมัธยันต์ที่เกิดจากการย่อยสลายอะชีแนพธิลีนให้ปริสุทธิ๋บางส่วน โดย 
แบคทีเรียที่คัดแยกได้

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 100 มล. ที่มีอะซีแนพธิลีน 
เข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มล เลี้ยงเชื้อบนเครองเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบ 
ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 ๐ซ. เป็นเวลา 4 วัน เมื่อครบกำหนดเวลาแยกเซลล์และอะชีแนพธิลีนท่ี 
เหลือออกมาจากอาหารเหลวด้วยเครองปันเหว่ียงด้วยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 ๐ซ. 
เป็นเวลา 10 นาที นำส่วนนํ้าใสที่ได้มาทำการสกัดอะซีแนพธิลีนด้วยเอทธิลอะชีเตต ดังแสดงใน 
รูปท่ี 3.1

นำส่วนสกัดที่เป็นกลางและส่วนสกัดที่เป็นกรดมาลดปริมาตร โดยใช้เครื่องระเหยแห้ง 
สูญญากาศแบบหมุนให้เหลือปริมาตรประมาณส่วนละ 1 มล. จากนั้นนำส่วนสกัดท้ัง 2 มาตรวจ 
หาสารมัธยันต์ที่เกิดชื้นโดยวิธีรินแลยํโครมาโตกราทีเ (thin layer chromatography, TLC) โดยนำ 
คัวอย่างในแต่ละลำดับส่วนมาลงบนแผ่น TLC ขนาดกว้าง 8X 8 ชม. โดยใช้ระบบคัวทำ 
ละลาย (solvent system) เป็นโทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะชีดิกเข้มข้น ในอัตราส่วน 
90:25:4 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ตรวจหาสารมัธยันต์ในแต่ละลำดับส่วนภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเลต 
ช่วงความยาวคล่ืนยาว จากน้ันนำส่วนสกัดท่ีเป็นกรดมาทำให้บริสุทธบางส่วนโดยการผ่านซิลิกาเจล 
คอลิมนโครมาโตกราที! (silica gel column chromatography) ดังนี

เตรียมคอลัมน์ โดยละลายซิลิกาเจล60 ขนาด 0.063-0.2 มม. ปริมาณ 10กรัม ลงใน 
เฮกเซน แล้วนำมาบรรจุลงในคอลัมน์ขนาดเล์นผ่านศูนย์กลาง 10 มม. ยาว 300 มม. หลังจาก 
การบรรจุทำการล้างคอลัมน์ด้วยเฮกเซนปริมาตร 60 มล. 2 คร้ัง
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ส่วนน้ําใส
ปรับความเป็นกรด-ด่างเป็น 2.0-3.0 ด้วยกรด 
ไฮโดรคลอรกเข้มข้น เติมเอทธิลอะซีเตต 1 ลิตร 
ผสมโดยการเขย่าแรงๆ เป็นเวลา 1 0 นาทีต ั้งท ิ้ง 
ไว้ให้แยกชั้น

V
ส่วนเอทธิลอะซีเตต

ปรับความเป็นกรด-ด่าง ด้วยสารละลาย
NaOH เข้มข้น 0.1 โมลาร์ (ภาคผนวก ข 
หมายเลข 4) จำนวน 1 ลิตร ผสมโดยการ 
เขย่าแรงๆ เป็นเวลา 1 0 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้ 
แยกชั้น

ส่วนนา
ปรับความเป็นกรด-ด่างเป็น 2.0-3.0 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก 
เข้มข้น เติมเอทธิลอะซีเตต 1 ลิตร ผสมโดยการเขย่าแรงๆ 
เป็นเวลา 10 นาที ตั้งทิ้งไว้ไห้แยกชั้น

7̂1ส่วนเอทธิลอะซีเตต
ส่วนสกัดที่เป็นกลาง 

(neutral extracct)

ส่วนสโาดหยาบ (crude extract)
ส่วนน้ํา 

ท้ิง

T ▼
ส่วนน้ํา ส่วนเอทธิลอะซีเตต

1 ส่วนสกัดที่เป ็นกรดT (acidic extract)
ทิง

รูปที่ 3.1 การสกัดสารมัธยันต์ที่เกิดจากการย่อยสลายอะซีแนพธิลีน จากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
ก่อนที่จะนำไปทำให้บริสุทธ
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การเตรียมตัวอย่าง โดยการนำส่วนสกัดที่เป็นกรดมาผสมกับซิลิกาเจล 3 กรัม เติม 
เอทธิลอะซีเตตลงไปเล็กน้อยเพ่ือให้ผสมดีข้ึน จากน้ันนำไประเหยแห้งโดยเครองระเหยแห้งสูญญากาศ 
แบบหมุน เติมเฮกเซนปริมาตรเล็กน้อยลงไปละลาย แล้วนำมาบรรจุลงในคอลัมน์ที่เตรียมไว้ ชะ 
คอลัมน์ด้วยตัวทำละลายปริมาตร 60 มล. ตามลำดับตังน้ีคือ 

100 % เฮกเซน
90 % เฮกเซนในเอทธิลอะซีเตต 
80 % เฮกเซนในเอทธิลอะซีเตต 
70 % เฮกเซนในเอทธิลอะซีเตต 
60 % เฮกเซนในเอทธิลอะซีเตต 
50 % เฮกเซนในเอทธิลอะซีเตต 
40 % เฮกเซนในเอทธิลอะซีเตต 
30 % เฮกเชนในเอทธิลอะซีเตต 
20 % เฮกเชนในเอทธิลอะซีเตต 
10 % เฮกเซนในเอทธิลอะซีเตต 

100 % เอทธิลอะซีเตต

เก็บสิ่งที่ชะได้ลงในขวดรูปชมพู่ แล้วนำไประเหยแห้งโดยเครองระเหยแห้งสูญญากาศ
แบบหมุนจนแห้ง แล้วละลายด้วยเมทรานอล จากน้ันนำมาวิเคราะห์สารมัธยันต์ในแต่ละลำดับส่วน 
ด้วยวิธีรินแลย์โครมาโตกราที]ตามท่ีกล่าวมาแล้วข้างต้น คัดเลือกลำดับส่วนท่ีพบสารมัธยันต์สะสม 
อยู่เป็นจำนวนมากนำไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20  ๐ซ. เพ่ือใช้ศึกษาต่อไป

3.5.2 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารมัธยันต์

แก๊สโครมาโตกราที]-แมสสเปกโตรเมตรี (gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS)

นำสารมัธยันต์ที่ผ่านการทำให้บริสุทธ์แล้วมาทำอนุพันธ์เมทธิล (méthylation) โดยการ 
ละลายสารมัธยันต์ด้วยเอทธิลอะซีเตตให้ได้ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อลิตร และนำมาทำ 
ปฏิกิริยากับสารละลายไดอะโซมีเทน (diazomethane) (ภาคผนวก ข. หมายเลข 7) ปริมาณ 1-2 
หยดในหลอดแก้วขนาดเล็กที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นทำให้แห้งโดยเครื่องระเหย 
แห้งสูญญากาศแบบป่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 20 °ซ. และวิเคราะห์หามวลโมเลกุลและรูปแบบการ 
แตกตัว (fractionation pattern) ของอนุพันธ์เมทธิลของสารมัธยันต์โดยวิธี GC-MS ดังน้ี
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เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟื-แมสสเปกโตรเมตรีที่ใช้คอลัมน์ DB-5 ขนาด2 .5 มม.X15 ม. 
มีซั้พิเมล์หนา 0.25 ไมโครเมตร ใช้แก๊สฮีเลียมเป็นตัวพา ตั้งโปรแกรมของอุณหภูมิไว้ตังนี้

อุณหภูมิขณะฉีด (injection temperature) 
อุณหภูมิคอลัมน์ (column temperature) 

เรื่มต้น (initial)
อัตราการเพิ่ม (flow rate)
สุดท้าย (final)

230 °ซ.

80 ๐ซ. (2 นาที) 
16 ๐ซ. ต่อนาที 

280 ๐ซ. (5 นาที)

เปรียบเทียบมวลโมเลกุลและรูปแบบในการแตกตัวของสารมัธยันต์ที่เกิดจากการย่อย 
สลายอะซีแนพธิลีนของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ กับสารมัธยันต์มาตรฐานชนิดต่างๆ
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