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Sphingomonas sp. P2 เปนแบคทีเรียที่คัดแยกจากดินที่ปนเปอนน้ํามันเครื่อง  และ

สามารถยอยสลายฟแนนทรีนรวมทั้งสาร PAHs อ่ืนๆ ไดหลายชนิด  เมื่อศึกษาการเจริญและการ
ยอยสลายฟลูออรีน 100 มก.ตอลิตรในอาหารเหลว CFMM โดยแบคทีเรียนี้ เปนเวลา 7 วัน พบวา
เจริญและยอยสลายฟลูออรีนไดนอยมาก (5.7%)  แตในขณะเดียวกันพบการเปลี่ยนสีของอาหาร
เหลวเปนสีเหลืองซึ่งดูดกลืนแสงสูงสุดที่ชวง 450-460 นาโนเมตร  และจากการวิเคราะห HPLC 
พบสารมัธยันตรจากการยอยสลายดังกลาวเพียงเล็กนอย  การเติมสารอาหารอินทรียเชนยีสตสกัด
ซึ่ง Sphingomonas sp. P2 สามารถใชเปนสับสเตรทในการเจริญได  ในอาหารเหลว CFMM ทํา
ใหแบคทีเรียนี้สามารถยอยสลายฟลูออรีนแบบโคเมแทบอลิซึมได   โดยพบฟลูออรีนเหลือใน
อาหารเหลว CFMM 0.44 มก.ตอลิตรหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน  การเติมยีสตสกัดเขมขน 
0.5 % ในอาหารเหลวตั้งแตเร่ิมเลี้ยงเชื้อทําให Sphingomonas sp. P2 เจริญและยอยสลาย
ฟลูออรีนอยางรวดเร็วจนตรวจไมพบฟลูออรีนในอาหารเหลวภายหลังเลี้ยงเชื้อ 36 ชั่วโมง  และ
จากการวิเคราะห HPLC พบสารมัธยันตรจากการยอยสลายสะสมมากที่สุดในชั่วโมงที่ 15 ของ
การเลี้ยงเชื้อ เมื่อแยกสารมัธยันตรใหบริสุทธิ์โดย preparative HPLC แลววิเคราะหแมสสเปกตรัม
เทียบกับสารมาตรฐานพบวาสารนี้คือ 9-ฟลูออรีนอล   ซึ่งเกิดจากการเติมออกซิเจนเขาที่วงไซโคล-
เพนธีนของฟลูออรีน   นอกจากนี้ยังทดลองใชสารอาหารจากดินสกัดทดแทนการใชยีสตสกดัเพื่อ
ทํานายประสิทธิภาพการยอยสลายฟลูออรีนของ Sphingomonas sp. P2 เมื่อมีกิจกรรมในดิน        
พบวาการยอยสลายฟลูออรีนรวมกับการเติมสารอาหารจากดินสกัดสงผลใหฟลูออรีนถูกยอย
สลายเพิ่มขึ้น 40 % เมื่อเทียบกับชุดที่ไมเติมสารอาหารจากดินสกัด  คือมีฟลูออรีนเหลืออยูใน
อาหารเหลว CFMM 48.1 มก.ตอลิตร  หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
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Sphingomonas sp.P2, an isolate from lubricant-contaminated soil with capability 
of utilizing phenanthrene and several other PAHs for growth, was studied for ability to 
degrade and utilize fluorene when grown in CFMM liquid medium containing 100 mg of 
fluorene/L for 7 days. It showed slightly growth and low ability to degrade fluorene (5.7%) 
although the color of the medium was changed to yellow with maximum absorption at 
450-460 nm. The HPLC analysis also showed only small amount of intermediates from 
the degradation. Addition of organic nutrients i.e. yeast extract in the CFMM resulted in 
increasing fluorene utilizing ability of this bacterium in which the residual fluorene of 0.44 
mg/l was found after 7 days of incubation. Addition of 0.5 % yeast extract to the medium 
at the beginning of cultivation, Sphingomonas sp. P2 could rapidly grow and degrade 
fluorene to undetectable amount after 36 h of incubation with highest accumulated 
intermediates detected by HPLC at 15 h of incubation. The major intermediate was 
isolated and purified by preparative HPLC and its mass spectrum was compared with 
that of the standard compound. It was identified as 9- fluorenol, a first intermediate of 
fluorene degradation, resulted from addition of oxygen atom into cyclo-pentene ring of 
fluorene. Moreover, soil extracts were also tested as nutrient supplements instead of 
yeast extract on enhancement of fluorene degradation by Sphingomonas sp. P2. The 
result showed 40% increase in fluorene  degradation comparing with that of without soil 
extract and only 48.1 mg of fluorene per litre was remained in the medium after 7 days of 
incubation. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

 ผลของการขยายตัวทางดานเศรษฐกิจของประเทศในชวงทศวรรษที่ผานมา ทาํใหปริมาณ
การใชสารเคมชีนิดตาง ๆ  ทัง้ในภาคอุตสาหกรรม เกษตรกรรม และในชีวิตประจําวันเพิ่มข้ึนอยาง
รวดเร็ว จึงเปนชวงที่มีการใชสภาพแวดลอมเปนแหลงรองรับมลพิษในระดับสูงไปดวย  ปญหาที่
เกิดสวนใหญมาจากการปนเปอนของสารมลพิษชนิดตางๆ ในสิ่งแวดลอม ไดแก ดิน น้ําและ
อากาศ กอใหเกดิผลกระทบและเปนอันตรายตอสุขภาพอนามยัของประชาชน จากขอมูลของกรม
ควบคุมมลพษิ (2543) พบวาปริมาณของเสียอนัตรายมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นทุกป  ผลที่ตามมาคอื 
คาใชจายในการบําบัดที่สงูขึน้และหากทุกฝายไมรวมมือกันในการวางแผนการจัดการอยางเปน
ระบบ มลพิษเนื่องจากกากของเสียอันตรายอาจกอใหเกิดผลกระทบรายแรงตอส่ิงแวดลอมและตอ
มนุษยเองดวย  ซึง่อาจเปนสาเหตุใหเกิดการเจ็บปวย การเสียชวีิตและทรัพยสิน ดังนัน้ปญหาการ
จัดการกากของเสียอนัตราย จึงถือเปนปญหาที่สําคัญ ซึ่งควรไดรับการจัดการอยางเรงดวน เพือ่
ปองกนัผลกระทบตอส่ิงแวดลอมและสิ่งมีชีวิตที่อาจเกดิตามมา    
 การจัดการกากของเสียเปนปญหาใหญของประเทศในการที่จะหาวธิทีี่เหมาะสม และมี
ประสิทธิภาพในการจัดการ แหลงใหบริการการกําจัดยังมีอยูนอยและคิดคาบริการอยูในระดับสูง  
ซึ่งเมื่อรวมถึงคาเดินทางในการขนสงกากของเสียอันตรายเหลานี้ไปสูแหลงบําบัด และสถานการณ
เศรษฐกิจของประเทศ  ในปจจุบันจงึมีผูประกอบการพยายามหลกีเลี่ยง และแอบนําไปทิง้ในพืน้ที่
วางเปลา (กรมควบคุมมลพิษ, 2542)  จากขอเสนอแนะแนวทางแกไขปญหาในรายงาน
สถานการณคณุภาพสิ่งแวดลอม พ.ศ. 2543  กลาววาควรศึกษาวิจยัเพื่อพัฒนาเทคโนโลยีใหมๆ  
ในการลดปริมาณกากของเสยีอันตราย 
 ของเสียอันตรายจากน้าํมนัปโตรเลียมประกอบดวยสารอินทรียหลายกลุม   ที่สาํคัญคือ
สารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic hydrocarbon, PAHs)  เกิดจาก
การเผาไหมของสารอินทรียแบบไมสมบูรณ ทําใหเกิดการกระจายตัวสูบริเวณตางๆ ไดแก
บรรยากาศ  แหลงน้ําทั้งบริเวณผิวและตะกอน   PAHs เปนสวนประกอบหลักของเชือ้เพลิงฟอสซิล 
และผลิตภัณฑถนอมรักษาเนื้อไม (creosote) (Casellas และคณะ, 1998)    และยังพบเปน
สวนประกอบในน้าํมนัดิบ และผลิตภัณฑจากถานหนิ (Grifoll และคณะ, 1995)  อุบัติเหตุการ
ร่ัวไหลหรือความผิดพลาดในกระบวนการกําจัด  การขนสง  และการใชสารประเภทนีใ้น
อุตสาหกรรม  สงผลให PAHs ปนเปอนในสิ่งแวดลอม (Chandra และคณะ, 1996)     นอกจากนี ้
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PAHs ยังสามารถเกิดขึ้นจากผลกระทบตามธรรมชาต ิเชนไฟไหมปา (Chandra และคณะ, 1996)  
ภูเขาไฟระเบิด  และการรั่วซมึของน้าํมันตามธรรมชาต ิ(Cerniglia, 1992) 
 การบําบัดสิง่แวดลอมที่มกีารปนเปอนดวยสารเคมีเหลานี้สามารถกระทําไดหลายวิธ ี  
และแนวทางหนึ่งที่มีประสิทธิภาพคือกระบวนการยอยสลายดวยวิธทีางชีวภาพ (Bioremediation)    
ซึ่งเปนเทคโนโลยีที่ใชจุลนิทรียเปนหลักในกระบวนการยอยสลายสลายสารพิษตางๆ (Mueller และ
คณะ, 1989)  การบําบัดสารพิษดวยวิธนีีม้ีขอไดเปรียบกวาวิธีการอื่น  เนื่องจากจุลินทรียบางชนดิ
สามารถใชสารพิษเปนแหลงคารบอนและพลังงานได  โดยยอยสลายสารดังกลาวอยางสมบูรณจน
ไดผลิตภัณฑสุดทายเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํา (mineralization) (Wilson และ Jones, 
1993)  จงึไมกอใหเกิดสารพษิตกคางในสิ่งแวดลอม   

แบคทีเรียบางชนิดไมสามารถยอยสลาย PAHs ไดอยางสมบูรณ  แตคาดวาการยอย
สลายสารดังกลาวในระบบนเิวศนตามธรรมชาติอาจเกิดขึ้นโดยอาศัยกระบวนการโคเมตาบอลิสม 
(co-metabolism)  (Shiaris และ Cooney, 1983) ซึ่งเปนกระบวนการออกซิไดสสารที่ไมสามารถ
ใชในการเจรญิไปพรอมกับการเจริญของจุลินทรียบนสารที่สามารถใชเปนแหลงคารบอนและ
พลังงานได (Horvath, 1972)    กระบวนการโคเมตาบอลิสมเปนกระบวนการทีม่กัพบอยูทั่วไปใน
สิ่งแวดลอมโดยเฉพาะในดนิซึ่งมีสารเคมหีลายชนิดผสมกันอยู  Broadbent  และ Norman (1946) 
อางถงึโดย Horvath (1972)    กลาววาวตัถุอินทรียในดินเปนแหลงสารอาหารที่ดสํีาหรับประชากร
จุลินทรียในดนิ  เมื่อเติมวตัถุอินทรียที่สามารถยอยสลายไดงายลงไปแลวพบวาจลิุนทรียสามารถ
ยอยสลายสารพิษไดอยางมปีระสิทธิภาพมากขึ้น 
 ณัฐพันธุ  ศุภกา (2542)  ไดคัดแยก Sphingomonas sp. P2 จากดินทีม่ีประวตัิการ
ปนเปอนสาร PAHs โดยใชฟแนนทรนี (phenanthrene) เปนแหลงคารบอนและพลังงาน  เมื่อ
ทดสอบความสามารถในการยอยสลาย PAHs  พบวาแบคทีเรียนี้มปีระสิทธิภาพสูงสามารถยอย
สลาย PAHs รวมทัง้สารอื่นที่ใกลเคียงกนัไดหลายชนิด แตในการยอยสลายฟลูออรีนยงัไมเหน็ผล
การยอยสลายที่ชัดเจนเนื่องจากจาํนวนเซลลของ Sphingomonas sp. P2 เพิ่มข้ึนในระยะแรก แต
เวลาตอมาจํานวนเซลลไดลดลง  ทัง้นี้คาดวาอาจเปนผลมาจากการสะสมสารมัธยันตรบางชนดิ
จากการยอยสลายสารฟลูออรีนที่อาจมีผลตอการเจริญของ Sphingomonas sp. P2   ดังนั้นใน
งานวิจยันี้จงึทดลองเติมสารที่เปนแหลงสารอาหารที่แบคทีเรียสามารถใชเปนสับสเตรทในการ
เจริญเพื่อยอยสลายฟลูออรีนแบบโคเมตาบอลิสมโดย Sphingomonas sp. P2  รวมทัง้ผลตอ
สารมัธยนัตรจากการยอยสลายดังกลาว และยังทดลองเติมสารอาหารจากดินสกัดเพื่อทาํใหการ
ยอยสลายฟลอูอรีนเกิดขึ้นอยางสมบูรณ  สําหรับใชเปนแนวทางในการทํานายประสิทธิภาพการ
ยอยสลายฟลอูอรีนโดย Sphingomonas sp. P2 เมื่ออยูในแหลงดินที่มีการปนเปอน PAHs  
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 
 ศึกษาผลของการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2  แบบโคเมตาบอลิสม
รวมกับสารอาหารที่แบคทีเรียใชเปนสับสเตรทในการเจรญิ รวมทัง้ลักษณะสมบัติของสารมัธยันตรที่
เกิดจากการยอยสลายดังกลาว  และผลของการเตมิสารอาหารจากดินสกัดตอการเจริญและยอย
สลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรียนี้  
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 
 ทราบขอมูลเกีย่วกับการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 แบบโคเมตาบอลิ
สมรวมกับสารอาหารที่แบคทีเรียใชเปนสบัสเตรทในการเจริญและสารอาหารจากดนิสกัด  เพื่อเปน
แนวทางการเตรียมจุลินทรยีใหพรอมสําหรับการนําไปใชบําบัดในแหลงดินที่มีการปนเปอนจริง   ทั้ง
ในแงของการเพิ่มจํานวนแบคทีเรีย  และแสดงถึงการอยูรอดและประสิทธิภาพการยอยสลาย PAHs 
ของแบคทีเรียเมื่ออยูในแหลงดินที่ปนเปอน 

 
  

 
 



บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
 
 พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic hydrocarbon, PAHs) เปน
สารประกอบอนิทรียที่ประกอบดวยวงแหวนอะโรมาติกตัง้แต 2 วงขึน้ไปมาเชื่อมตอกันในลกัษณะ
ตางๆ  รูปแบบการเชื่อมตอกันของ PAHs อาจเปนแบบเสนตรง (linear)    มุมงอ (angular)  หรือ
เปนกลุม (cluster)  โดยทั่วไปการเพิม่ขนาดโมเลกุล  และมุมของ PAHs จะมีผลทาํใหความเสถยีร 
(stability) และความไมชอบน้ํา (hydrophobicity) เพิ่มข้ึนดวย (Kanaly และ Harayama, 2000) 
ลักษณะทัง้สองเปนปจจัยสาํคัญที่สนับสนนุให PAHs ที่มนี้ําหนกัโมเลกุลสูงมีความคงทนอยูใน
สิ่งแวดลอมไดเปนเวลานาน 
 พบการปนเปอนของ PAHs ในสิ่งแวดลอมอยางกวางขวาง  ทัง้ในแหลงดิน  แหลงน้ํา
ตะกอนทั้งในแมน้ําและทะเล อากาศ โดยเกิดจากการเผาไหมแบบไมสมบูรณของสารประกอบ
อินทรีย (Grifoll และคณะ, 1992)    นอกจากนี ้PAHs ยังสามารถเกิดขึ้นไดเองตามธรรมชาติ  เชน  
จากไฟไหมปา  และการรั่วซมึของน้าํมันตามธรรมชาต ิ(Cerniglia, 1992)  
 PAHs จัดเปนสารอันตรายเนื่องจากบางชนิดมีสมบัติเปนสารกอมะเร็ง (carcinogens) 
และสารกอการกลายพนัธุ (mutagens)  และทาํใหทารกในครรภมีรูปวิปริต (teratogens) 
(International Agency for Research on Cancer [IARC], 1983 อางถงึโดย Sutherland และ
คณะ , 1995)  ดังนั้นหนวยงานคุมครองสิง่แวดลอมของสหรัฐอเมริกา (The U.S. Environmental 
Protection Agency, EPA) จึงกาํหนดรายการสาร PAHs 16 ชนิดทีค่วรใหความสาํคัญเปนอนัดับ
ตน  ควรติดตามในระบบนิเวศนที่เปนแหลงน้าํและดิน (Keith และ Telliard, 1979)  สาร PAHs 
ดังกลาวไดแก  แนพธาลนี (naphthalene), อะซีแนพธนี (acenaphthene), อะซีแนพธิลีน 
(acenaphthylene), ฟลูออรีน (fluorene), ฟแนนทรนี (phenanthrene), แอนทราซนี 
(anthracene), ฟลูออแรนธีน (fluoranthene), เบนซ[เอ]แอนทราซนี (benz[a]anthracene), ไค
รซีน (chrysene), ไพรีน (pyrene), เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน (benz[b]fluoranthene), เบนโซ[เค]
ฟลูออแรนธีน (benz[k]fluoranthene), เบนโซ[เอ]ไพรีน (benzo[a]pyrene), ไดเบนซ[เอ,เอช]แอ
นทราซีน (dibenz[a,h]anthracene),   เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน (benzo[g,h,i]perylene) และ  
อินดิโน-[1,2,3,ซีดี]ไพรีน (indenol[1,2,3,cd]pyrene) (World Health Organization, 1983) 
โครงสรางของสาร PAHs แสดงดังรูปที ่2.1 
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รูปที่ 2.1 โครงสรางของสาร PAHs (Wilsons และ Jones, 1993) 
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นอกจากนี้ในบางกรณีความเปนพิษตอยนี (genotoxicity) ของ PAHs ยังเพิ่มข้ึนตาม
ขนาดโมเลกุล   โดยขนาดต่ําที่สุดทีท่ําใหเกิดพษิตอยีนมกัเปน PAHs ที่มีวงเบนซีน 4-5 วง 
(Kanaly และ Harayama, 2000)   Bezalel และคณะ (1996) ยังกลาวอีกวาการเพิม่ขนาดโมเลกลุ
ของ PAHs ทาํใหสมบัติการละลายน้ําลดลงซึ่งแสดงถึงประสิทธิภาพการละลายของสารในเยื่อหุม
เซลลและเนื้อเยื่อของสิ่งมีชวีติเพิ่มข้ึน และยังมีผลตอความสามารถของจุลินทรียในการนาํ PAHs  
ไปใชประโยชนทางชีวภาพ (bioavailability) อีกดวย 
 
ฟลูออรีน (fluorene) 
 

ฟลูออรีน (fluorene) เปนสารแนพธโีนอะโรมาติกทีป่ระกอบดวยวงเบนซีน 2 วง   และวง
ไซโคลเพนธนี 1 วง เชื่อมตอกันโดยเรียงตวัเปนเสนตรง     โครงสรางของฟลูออรีนแสดงดังรูปที ่2.1 
 

 
 

 
รูปที่ 2.2 โครงสรางโมเลกุลของฟลูออรีน (Grifoll  และคณะ, 1995) 

 
 ฟลูออรีนเปนผลิตภัณฑที่พบในอุตสาหกรรมตางๆ  ไดแกในน้าํมนัดิบ  น้าํมันเครื่อง  ถาน
หิน  และการเผาไหมกากของเสียตางๆ แบบไมสมบรูณ (Grifoll และคณะ, 1992 )  เปน
องคประกอบหลักในเชื้อเพลิงฟอสซิลและสารอนพุันธ และยังพบสารมัธยนัตร 9-ฟลูออรีโนน            
(9-fluorenone) ซึ่งเปนสารอนุพนัธคีโตน (ketone derevative) ของฟลูออรีน รวมกับฟลอูอรีนใน
บรรยากาศ  แหลงน้ํา  และสวนของตะกอนทัง้ในแมน้าํและทะเล (Casellas และคณะ, 1997)         
ฟลูออรีนเปนพิษทัง้ตอปลาและสาหรายในแหลงน้าํและฟลูออรีน  และ 9-ฟลูออรีโนนมีสมบัติเปน
สารกอมะเร็งและสารกอการกลายพันธุ  (Casellas และคณะ, 1997)   นอกจากนี้โครงสรางของ
ฟลูออรีนยงัมคีวามเกี่ยวพนักับสารเคมีอันตรายอื่นๆ ไดแก  คารบาโซล (carbazoles), ไดเบนโซไธ
โอฟน (dibenzothiophenes), ไดเบนโซฟูแรน (dibenzofurans) และไดเบนโซไดออกซนิ 
(dibenzodioxin)   ดังนัน้จึงใชฟลูออรีนเปนสารตนแบบในการศึกษากระบวนการยอยสลายทาง
ชีวภาพ (biodegradation) (Casellas และคณะ, 1997)      
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ความเปนพษิของฟลูออรีน 
 

Faust (1994) ไดรายงานสรุปความเปนพษิของฟลูออรีนวา   ถงึแมไมพบขอมูลการดูดซึม
ฟลูออรีนบริเวณระบบทางเดินอาหารและระบบทางเดินหายใจของมนษุยและสัตว   แตอยางไรก็
ตามจากการศกึษาความเปนพิษโดยการใหสัตวทดลองกินโดยตรง  พบฟลูออรีนถูกดูดซึมไดใน
ระบบทางเดินอาหาร  และขอมูลจากการศึกษา PAHs ที่มีโครงสรางสัมพันธกบัฟลูออรีนพบวา
อาจถูกดูดซึมทางปอดและผิวหนังไดอีกดวย (U.S. EPA, 1991)    ไมพบขอมูลความเปนพิษของ
ฟลูออรีนตอมนุษยทั้งแบบเฉียบพลนั (acute toxicity) และเรื้อรัง (chronic toxicity)  แตพบความ
เปนพษิของฟลูออรีนตอสัตวทดลองโดย U.S. EPA (1989) รายงานวาเมื่อใหฟลูออรีน 250 หรือ 
500 มก.ตอ กก.ตอ วนั    เปนเวลา 90 วนัแกหนูเพศผู  สงผลใหการผลิตสเปรมในระยะสมบูรณ 
(mature spermatozoa) ลดลง และไดสรุปอวัยวะเปาหมายของการกอความเปนพษิจากฟลูออรีน
ไวดังนี ้

 
1. ระบบเลือด ทําใหเม็ดเลือดแดงและฮีโมโกลบินมีปริมาณลดลง และยังเพิ่มการ

สลายตัวของฮโีมไซเดอริน (hemosiderin) ในตับและมาม 
2. ตับ น้ําหนกัของตบัเพิ่มข้ึน  เซลลตับแบงตัวผิดปกติ     และการสลายตัว

ของฮีโมไซเดอรินเพิ่มข้ึน 
3. มาม น้ําหนกัของมามเพิม่ข้ึน  เซลลแบงตัวผิดปกติ   และการสลายตัวของฮีโม

ไซเดอรินเพิ่มข้ึน 
4. ระบบสืบพันธุ การผลิตสเปรมในระยะสมบูรณลดลง  และมีน้ําหนักของอวัยวะสืบพันธุ

เพิ่มข้ึน     
นอกจากนีฟ้ลอูอรีนยังอาจเปนพษิตออวัยวะอื่นๆ เชนไตโดยทาํใหไตมนี้ําหนกัเพิม่ข้ึน และ

ระดับไนโตรเจนยูเรียในเลือดลดลง  
 

Casellas และคณะ (1997) รายงานวาฟลูออรีน    และ 9-ฟลูออรีโนนมีสมบัติเปนสารกอ
มะเร็ง  และสารกอการกลายพนัธุ  รวมทัง้เปนพิษทั้งตอปลาและสาหรายในแหลงน้ํา   
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การสลายหรือการเปลี่ยนแปลงของ PAHs ในธรรมชาตอิาจเกิดขึ้นไดหลายทางไดแกการ
ระเหย (volatilization)  การออกซิไดสโดยแสง (photo-oxidation)  การออกซิไดสโดยสารเคมี 
(chemical oxidation) การสะสมในสิง่มชีีวิต (bioaccumulation)  และการดูดซับไวในอนุภาคดิน 
(soil adsorption) (Readman และ Mantoura, 1987;  Witt  และ Trost, 1999)  แตพบ
กระบวนการสาํคัญในการกาํจัด PAHs จากแหลงน้ํามกัเกิดจากการเปลี่ยนแปลงโดยจุลินทรยี  
(microbial transformation)  และการสลายโดยแสง (photolysis) (Chen และคณะ, 1996; 
Jacquot  และคณะ, 1996) 

การยอยสลาย PAHs โดยจุลินทรียเปนวธิีหลักในการเปลี่ยนแปลงหรือกําจัด PAHs ใน
สิ่งแวดลอม  ดังนัน้การใชประโยชนจากกระบวนการทีเ่กิดขึ้นโดยธรรมชาตินี้เพื่อบําบัดบริเวณทีม่ี
การปนเปอนจงึเปนทางเลือกใหมที่ดีกวาการบําบัดดวยวิธทีางเคมีและกายภาพ (Mueller และ 
Chapman, 1989)   
 
การยอยสลายฟลูออรีนโดยกระบวนการทางชวีภาพ 
 
 การยอยสลายฟลูออรีนโดยสิ่งมีชีวิต  พบวาเกิดขึ้นไดทัง้ใน แบคทีเรีย  เชื้อรา  และสัตว
เลี้ยงลูกดวยนม  พบการยอยสลายทั้งแบบเปลี่ยนแปลงโครงสรางไปบางสวนทําใหเกิดการสะสม
สารมัธยนัตรชนิดตางๆ (transformation) และมีแบคทีเรียหลายชนิดที่สามารถยอยสลายฟลูออรีน
เพื่อใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานได 
 
การยอยสลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรีย 
 

Weissenfels และคณะ (1990) คัดแยกแบคทีเรียผสมที่สามารถเจรญิโดยใชสาร PAHs 
หลายชนิดเปนแหลงคารบอนและพลงังาน  เมื่อแยกแบคทีเรียใหเปนเชื้อบริสุทธิพ์บแบคทีเรียทั้ง 
หมด 3 สายพนัธุ แตละสายพันธุมีความสามารถยอยสลาย PAHs แตละชนิดไดแตกตางกัน  พบ  
Pseudomonas vesicularis  สามารถเจรญิโดยใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได 

Monna และคณะ (1993) คัดแยกและศึกษาลักษณะสมบัติของแบคทีเรียกรัมบวก 
Staphylococcus auriculans DBF63 ทีส่ามารถเจริญบนฟลูออรีนโดยใชเปนแหลงคารบอนและ
แหลงพลงังาน   สามารถแยกสารมัธยันตรจากการยอยสลายฟลูออรีนไดหลายชนดิ  ไดแก 9-
ฟลูออรีนอล, 9เอช-ฟลูออรีโนน, 1-ไฮดรอกซี-9-ฟลูออรีโนน (1-hydroxy-9-fluorenone), 1-ไฮโดร-
1,1เอ-ไดไฮดรอกซี-9-ฟลูออรีโนน (1-hydro-1,1a-dihydroxy-9-fluorenone)  และ 4-ไฮดรอกซี-9-
ฟลูออรีโนน (4-hydroxy-9-fluorenone)  
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 Grifoll และคณะ (1994) รายงานวา Pseudomonas sp. F274  สามารถเจริญโดยใช
ฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานเพียงแหลงเดียว  และไดเสนอวิถีการยอยสลาย
ฟลูออรีนวถิีใหม  แบคทีเรียนี้จะอาศัยกจิกรรมของเอนไซมไดออกซีจิเนสเปลี่ยน 9-ฟลูออรีโนนเปน 
1,1เอ-ไดไฮดรอกซี-1-ไดไฮโดร-9-ฟลูออรีโนน (1,1a-dihydroxy-1-hydro-9-fluorenone) แลวจึงมี
การเปดวงไซโคลเพนธนี    และยอยสลายตามวถิีการยอยสลายไบฟนิล (biphenyl) ตอไปจนได
ผลิตภัณฑเปนกรดพธาลิก (phthalic acid) และกรดโปรโตคาทีคอิูก (protocatechuic acid) 
ตามลําดับ 
 
 
 

 
 
รูปที่ 2.3 วิถกีารยอยสลายฟลูออรีนโดย Pseudomonas sp. F274 (Grifoll และคณะ, 1994) 

fluorene (I), 9-fluorenol (II), 9-fluorenone (III), 1,1a-dihydroxy-1-hydro-9-fluorenone (IV),     
8-hydroxy-3,4-benzocoumarin (VI), phthalate (VII), 4,5-dihydroxyphthalate (VIII), 
protocatechuate (IX), 2-hydroxy-4-carboxy-cis,cis-muconic semialdehyde (X) 
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 Yang และคณะ (1994)  โคลนยีนยอยสลาย PAHs จาก Pseudomonas putida NCIB 
9816 และใหแสดงออกใน Escherichia coli HB101 พบวาแบคทีเรียสามารถยอยสลายฟลูออรีน
ไดและตรวจพบสารมัธยนัตรไดแก 9-ฟลูออรีนอล  9-ฟลูออรีโนน และสารมธัยันตรที่ไมทราบ
โครงสรางอีก 2 ชนิด 
 Grifoll และคณะ (1995) รายงานวา Pseudomonas cepacia F297 เมื่อเจริญโดยใช
ฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน    ในระหวางการเจริญตรวจพบสารมัธยนัตรทีท่ํา
ใหอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสเีหลืองซึง่เปนลักษณะทีเ่กิดจากการแตกวงแบบเมตาและ
สะสมอยูในอาหารเหลวเพยีงชัว่คราว  แตสารสีเหลืองที่เกิดขึ้นตรวจไมพบเมื่อวเิคราะหโดย HPLC 
แตอยางไรก็ตามผูวิจยัตรวจพบสารมัธยันตรอ่ืนๆ อีก 6 ชนิด     และพบสารชนิดใหมที่สาํคัญคือ 
1-อินดาโนน (1-indanone)   การยอยสลายฟลูออรีนโดย Pseudomonas cepacia F297 มีกลไก
คลายกับวิถีการยอยสลายแนพธาลนี (naphthalene)  คือมีการเติมออกซิเจนเขาที่วงเบนซีนใน
ตําแหนงคารบอนที ่ 3 และ 4  แลวจึงเกิดการแตกวงพรอมกับปลดปลอยไพรูเวท (pyruvate)        
ผูวิจัยเสนอวถิกีารยอยสลายฟลูออรีนดังรูปที่ 2.3 

 
 

                               
 
  

รูปที่ 2.4  วถิีเมแทบอลิซึมของการยอยสลายฟลูออรีนโดย Pseudomonas cepacia F297  
(Grifoll และคณะ, 1995)    

 
 

 

Fluorene 

3,4-dihydroxyfluorene 

1-indanone 
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Grifoll และคณะ (1992)  และ Casellas และคณะ (1997) รายงานวาเชื้อแบคทีเรีย 
Arthrobacter sp. F101 สามารถใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและพลงังานในการเจริญได      
และมีการเสนอวิถีเมแทบอลซิึมในการยอยสลายฟลูออรีนโดย Arthrobacter sp. F101 แบงเปน 2 
วิถี   โดยวถิีหนึ่งฟลูออรีนถกูเปลี่ยนโครงสรางเปน 3,4-ไดไฮโดรคูมาริน  (3,4-dihydrocoumarin)  
ซึ่งเปนวิถทีีท่ําใหเกิดการเพิม่จํานวนเซลล สวนอีกวิถีหนึง่มีการสะสม 9-ฟลูออรีนอล (9-fluorenol) 
และ 9เอช-ฟลูออรีโนน (9H-fluorenone) และไมถูกยอยสลายตอไปเปนสารอืน่ (dead-end 
route)  ตอมาพบสารมธัยันตรชนิดใหมที่สนับสนุนการนาํเสนอวถิีการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Arthrobacter sp. F101  และสามารถนาํเสนอวถิีการยอยสลายฟลูออรีนอยางสมบูรณ  โดยกลาว
วาวถิีการยอยสลายฟลูออรีนเกิดขึ้นไดสามทาง    สองทางแรกเกดิจากการเติม ออกซิเจนโดย
เอนไซมไดออกซีจิเนสที่คารบอนตําแหนงที่ 1 และ 2      หรือตําแหนงที่ 3 และ 4   ทําใหมีการแตก
วงแบบเมตา    แลวจงึเกิดอลัโดเลส (aldolase) เปลี่ยนเปนฟอรมิล อินดาโนน (formyl indanone)   
ซึ่งเปนวิถทีี่แบคทีเรียใชในการเจริญ  สวนวิถกีารยอยสลายฟลูออรีนแบบที่สาม เปนวถิีที่เกิดโดย
กิจกรรมของเอนไซมโมโนออกซีจิเนสที่คารบอนตําแหนงที่ 9 ของฟลูออรีนซึ่งเปนวิถทีีท่ําใหเกดิ
การสมดุลของไพรูเวทในการเจริญของแบคทีเรีย     วิถเีมแทบอลิซึมของการยอยสลายฟลูออรีน
โดย Arthrobacter sp. F101 แสดงดังรูปที่ 2.5 
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รูปที่ 2.5 วิถเีมแทบอลิซึมของการยอยสลายฟลูออรีนโดย Arthrobacter sp. F101  I, 9-fluorenol;   

II, 9-fluorenone;     III, 3,4-dihydroxycoumarin;      IV, 3-hydroxy-1-indanone;      
V, 1-indanone;     VI, 2- indanone;    VIIa, 2-formyl-1- indanone;  VIIb, 1-formyl-2- 
indanone;   VIII, 4-hydroxy-9-fluorenone;   IX, 3-(2-hydroxyphenyl)propionate;    
X, salicylate;   XI, 3-isochromanone     (Casellas และคณะ, 1997) 
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การยอยสลายฟลูออรีนโดยรา 
 

ราหลายชนิดยอยสลาย PAHs โดยใชัระบบไซโตโครมพ-ี450 โมโนออกซีจิเนส 
(cytochrome P-450 monooxygenase system)  ราที่ใชระบบไซโตโครมพี-450 โมโนออกซีจิเนส 
จะเติมออกซิเจนแกสับสเตรททาํใหเกิดสารเอรีน ออกไซด (arene oxide)  แลวยอยสลายตอไปจะ
ไดผลิตภัณฑที่เปน ทรานส-ไดไฮโดรไดออล (trans-dihydrodiol) ซึ่งไมสามารถนาํไปใชเปนแหลง
คารบอนและพลังงานในการเจริญได   

นอกจากนี้ราไวทรอทยังอาจใชเอนไซมในกลุมยอยสลายลิกนนิซึง่มีโครงสรางเปนอะโร
มาติกคลาย PAHs ในการยอยสลายอกีดวย  เอนไซมในกลุมนี้ไดแก  ลิกนนิเปอรออกซีเดส  
แมงกานีสเปอรออกซีเดส และแลคเคส โดยมีรายงานการใชแมงกานีสเปอรออกซีเดสจาก 
Phanerochaete chrysosporium ในการออกซีไดสฟลูออรีน (Bogan และ Hammel, 1996)     
ตัวอยางราไวทรอทที่ยอยสลาย PAHs เชน Phanerochaete chrysosporium และ Trametes 
versicolor แตพบวาการยอยสลาย PAHs ทีเ่กิดขึ้นไมสมบูรณ    การยอยสลาย PAHs ไปเปน
สารควิโนน (Quinone) โดยลิกนนิเปอรออกซีเดสของ Phanerochaete chrysosporium แสดงใน
รูปที่ 2.6  

 

 
 
รูปที่ 2.6 วิถกีารยอยสลาย PAHs ชนิดตางๆ โดย Phanerochaete chrysosporium  

(Sutherland และคณะ , 1995) 
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George และ Neufeld (1989) ศึกษาวิธกีารและเทคนคิในการเตรียมดินสําหรับการยอย
สลายฟลูออรีนโดยราไวทรอท   P. chrysosporium สายพันธุ BKM-F1767  และเชื้อรานีย้ัง
สามารถยอยสลายสารที่มีโครงสรางใกลเคยีงกนัเชน 9-ฟลูออรีโนน และ 1,4 แนพโธควิโนน ไดอีก
ดวย 
 Bezalel และคณะ (1996) แยกสารมัธยนัตรจากการยอยสลาย PAHs หลายชนดิไดแก 
ไพรีน  แอนทราซีน  ฟลูออรีน  และไดเบนโซไธโอฟน  โดยราไวทรอท Pleurotus ostreatus พบวา
ฟลูออรีนถูกออกซิไดซกลายเปน 9-ฟลูออรีนอล  และ 9-ฟลูออรีโนน โดยกิจกรรมของเอนไซมไซโต
โครมพ-ี450 โมโนออกซจีิเนส 
 
 
การยอยสลายฟลูออรีนโดยสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (อางถงึโดย Faust, 1994) 
 
 Chen และ Lin (1989)  พบการเติมหมูไฮดรอกซิลแกฟลูออรีนกลายเปน 9-ฟลูออรีนอล
เมื่อบม (incubate) ฟลูออรีนรวมกับตับหนูบดในหลอดทดลอง  และการศึกษาเชนเดียวกนัโดย 
LaVoie และคณะ (1981)  พบ 9-ฟลูออีนอล  9-ฟลูออรีโนน  และ 1-ไฮดรอกซีฟลูออรีน  ซ่ึงเปน
สารเมตาบอไลตที่เกิดขึ้นหลังจากบมฟลอูอรีนรวมกับตับหนูบดในหลอดทดลอง  สําหรับ
การศึกษาในสิง่มีชีวิตพบ 9-ฟลูออรีนอล กลูคูโรไนด (9-fluorenol glucuronide)  และ 2-ฟลูออรีน
อล ซัลเฟต (2-fluorenol sulfate) เปนสารเมแทบอไลตปฐมภูมิในหนู  และยังตรวจพบ 2-ฟลูออรีน
อล  และ 2-ฟลูออรีนอล กลคููโรไนด  ในปสสาวะกระตายอีกดวย 
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จากการศึกษาการยอยสลายฟลูออรีนโดยสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆ  จะเห็นไดวาสิ่งมีชวีิตแตละ
ชนิดสามารถยอยสลายฟลอูอรีนโดยใชระบบเอนไซมแตกตางกนั โดยแบคทีเรียจะใชเอนไซมใน
กลุมออกซีจิเนส  และราอาจใชเอนไซมในกลุมยอยสลายลิกนินหรือใชระบบไซโตโครมพี-450 โม
โนออกซีจิเนส    ในการทําปฎิกิริยายอยสลายฟลูออรีน  สามารถสรุปชนิดของจุลินทรียที่ยอย
สลายฟลูออรีนไดดังตารางที่ 2.1  

 
ตารางที่ 2.1 ชนิดของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายฟลอูอรีน 
 

ชนิดจุลินทรีย เอกสารอางอิง 
แบคทีเรีย 
Pseudomonas vesicularis 
Arthrobacter sp. F101 
 
Staphylococcus auriculans DBF63 
Pseudomonas sp. F274   
Escherichia coli HB101 ที่มียีนยอยสลาย PAHs 
จาก Pseudomonas putida NCIB 9816 
Pseudomonas cepacia F297 
 
รา 
Phanerochaete chrysosporium BKM-F1767 

 
Weissenfels และคณะ (1990) 
Grifoll และคณะ (1992) และ 
Casellas และคณะ (1997) 
Monna และคณะ (1993) 
Grifoll และคณะ (1994) 
Yang และคณะ (1994) 
 
Grifoll และคณะ (1995)   
 
 
George และ Neufeld (1989) 
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โคเมแทบอลซึิม (co-metabolism) 
 
 การยอยสลาย PAHs ของจุลินทรียในสิง่แวดลอมแตกตางจากการยอยสลายใน
หองปฏิบัติการ  เนื่องจากมีปจจัยหลายประการที่ไมสามารถควบคุมได เชน อุณหภูมิ คาความ
เปนกรด-ดาง  ความชืน้  ปริมาณออกซิเจน  ตลอดจนสารอาหารที่มีในสิ่งแวดลอม  มักพบสารเคมี
ตางๆ อยูในรูปสารผสมไมวาจะเปนสารผสมระหวาง  PAHs ดวยกนัเองหรือ    PAHs ผสมกบั
สับสเตรทที่ใชในการเจริญอืน่ๆ   (Boldrin และคณะ, 1993)    ดังนัน้การยอยสลายแบบโค-       
เมแทบอลิซึมจึงอาจมีความสําคัญในกระบวนการบําบดัทางชีวภาพในสิ่งแวดลอม 

กระบวนการยอยสลายสารเคมีแบบโคเมแทบอลิซึม    หมายถึงกระบวนการที่จุลินทรีย
ออกซิไดสสารที่ไมสามารถใชในการเจริญ      ไปพรอมๆ กับการเจริญของจุลินทรียนัน้บน
สารอาหารอื่นที่สามารถใชเปนแหลงคารบอนและพลงังานได (Horvath, 1972) 
 การยอยสลายแบบโคเมแทบอลิซึมพบครั้งแรกโดย Leadbetter และ Foster (1959) 
รายงานวาพบการออกซิไดสอีเทนกลายเปนกรดอะซีติก    โพรเพนเปนกรดโพรพิโอนกิ  และอะซี
โตนกับบิวเทนกลายเปนเมทธิล เอทธิล คีโตน  กับกรดบวิทาโนอกิ  ในระหวางการเจริญของ 
Pseudomonas methanica บนมีเทน 

Matsumura  และ Boush (1967)   รายงานการยอยสลายไดเอลดริน (dieldrin) โดยจุลิ
นทรียที่คัดแยกจากดนิ 12 สายพันธุ  เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารแมนนิทอล-ยีสตสกัด (mannitol-
yeast extract medium) และพบวาประสทิธิภาพการยอยสลายไดเอลดรินเสื่อมลงเมื่ออยูในภาวะ
ที่ขาดแหลงคารบอนและพลังงาน เมื่อศึกษาเพิ่มเติมพบวาแมนนทิอลเปนสารที่ทาํหนาเปนแหลง
คารบอนและพลังงานหลกัที่ตอบสนองตอการสลายสารฆาแมลงนีโ้ดยจุลินทรียที่คดัแยกจากดนิ 

Horvath และ Koft (1972)   พบการยอยสลายสารแอลคิล เบนซนี ซัลโฟเนท (alkyl 
benzene sulfonate)  โดย Pseudomonas sp. แบบโคเมแทบอลิซมึรวมกับกลูโคส  ไดผลิตภัณฑ
เปนไอโซโพรพานอล (isopropanol) จากการออกซิไดสบริเวณกิ่ง  และไดคาทีคอล (catechol) 
จากการออกซไิดสวงอะโรมาติก 

การยอยสลาย  PAHs แบบโคเมแทบอลิซมึเกิดขึ้นไดทัง้ยอยสลายรวมกับสับสเตรทที่เปน 
PAHs ดวยกนัเอง  หรือยอยสลายรวมกบัสารอาหารอื่นๆ ที่จุลินทรียสามารถใชเปนแหลงคารบอน
และพลังงานในการเจริญ   ซึ่งมีรายงานอยางแพรหลายดังนี ้

Shiaris และ Cooney (1983) คัดแยกแบคทีเรียยอยสลายฟแนนทรีนแบบโคเมแทบอลิซึม 
รวมกับแหลงคารบอนที่เปนสารอินทรีย  ไดแกกลูโคส  โซเดียมเบนโซเอท น้ํามนัเครื่อง และคีโรซีน 
การคัดแยกแบคทีเรียทาํบนอาหารแข็งทีเ่ติมแหลงคารบอนชนิดตางๆ แลวพนทบัผิวหนาอาหาร
เลี้ยงเชื้อดวยฟแนนทรนี  แบคทีเรียที่ยอยสลายฟแนนทรีนแบบโคเมแทบอลิซึมเมื่อเจริญบน
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อาหารแข็งที่เติมแหลงคารบอนชนิดตางๆจะสรางบริเวณใสรอบโคโลนี  แตไมเกิดลกัษณะเชนนี้ใน
ชุดควบคุมทีพ่นทับผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อดวยฟแนนทรนีแตไมเติมสารอาหารชนิดอื่น 

Heitkamp และ Cerniglia (1988) คัดแยกแบคทีเรียยอยสลาย PAHs จากดนิตะกอนที่มี
ประวัติการปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนเปนเวลายาวนาน การคัดแยกแบคทีเรียทาํบน
อาหารแข็งที่เติมแหลงคารบอนชนิดตางๆ ไดแก เปปโตน  ผงยีสตสกัด  และแปง  แลวพนทับ
ผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อดวยไพรีน  พบแบคทีเรียกรัมบวก รูปทอน สรางบริเวณใสรอบโคโลนีที่
เจริญบนอาหารแข็งที่เติมแหลงคารบอนชนิดตางๆ ทีพ่นทับผิวหนาอาหารเลี้ยงเชือ้ดวยฟแนนทรีน  
ไพรีน  และฟลูออแรนธีน    แบคทีเรียนี้ไมสามารถใช PAHs  เปนแหลงคารบอนและพลังงานเพียง
แหลงเดียว  แตยอยสลาย PAHs อยางสมบูรณจนไดผลิตภัณฑเปนคารบอนไดออกไซดเมื่อเลี้ยง
เชื้อในภาวะทีม่ี เปปโตน  ผงยีสตสกัด  และแปง  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Keuth  และ Rehm (1991) ศึกษาการยอยสลายฟแนนทรนีโดยแบคทีเรีย Arthrobacter 
polychromogenes ที่คัดแยกจากดนิ  เมื่อเติมกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อ 0.45 กรัมตอลิตร  
สามารถกระตุนใหแบคทีเรียยอยสลายฟแนนทรีนใหมีประสิทธิภาพดีขึ้น 

Boldrin และคณะ (1993) พบวาการยอยสลายฟลูออรีนโดย Mycobacterium sp. BB1 
เกิดขึ้นเมื่อเตมิผงยีสตสกัดและเปปโตน (อยางละ 500 มก. ตอลิตร)  และสามารถแยกสารมธั
ยันตรจากการยอยสลายดังกลาวไดสามชนิดไดแก  9-ฟลูออรีนอล  9-ฟลูออรีโนน  และ 1-อินดา
โนน  นอกจากนี้ยงัพบการยอยสลายฟลอูอรีนแบบโคเมแทบอลิซึมรวมกับ PAHs อ่ืนๆ ไดแก ฟแน
นทรนี  ฟลูออแรนธีน  และไพรีน  และพบสารมัธยันตรสีเหลืองในอาหารเลี้ยงเชือ้เมื่อยอยสลาย
รวมกับฟลูออแรนธีน 

Stringfellow และ Aitken  (1995)   พบการยอยสลายฟลูออรีนแบบโคเมแทบอลิซึม
รวมกับเปปโตนโดย Pseudomonas stutzeri P16 โดยกลาววาเมือ่แบคทีเรียนี้เจริญในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มฟีลูออรีนและเปปโตนทาํใหสีของอาหารเหลวเปลี่ยนเปนสเีหลืองใส  และพบสารมธั
ยันตรจากการวิเคราะห HPLC สองชนิดคือ 9-ฟลูออรีนอล  และ 9-ฟลอูอรีโนน   

Yuan และคณะ (2000) ศึกษาปจจยัทีม่ผีลตอการยอยสลายฟแนนทรีนในดนิตะกอนจาก
แมน้ํา  พบวาการเติมแหลงคารบอนที่เปนสารอินทรีย ทําใหอัตราการยอยสลายฟแนนทรีนเพิ่มข้ึน  
โดยลําดับของสารอาหารทีท่าํใหอัตราการยอยสลายฟแนนทรีนเพิ่มข้ึนเรียงลาํดับจากสูงไปต่ํา  
ไดแก ผงยีสตสกัด  อะซเีตท  กลูโคส  และไพรูเวท  (50 มก.ตอลิตร) ตามลําดับ 
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การบําบัดสารพิษในส่ิงแวดลอมโดยวิธทีางชีวภาพ  โดยเฉพาะในดนิพบวามีหลายปจจัย
ที่มีผลตอการยอยสลายสารเคมีตางๆ  ไดแก องคประกอบของสารเคมี  อุณหภูมิ  คาความเปน
กรด-ดาง   แสงสวาง  และปริมาณออกซิเจน (Miller และคณะ, 1988) รวมทั้งความตองการ
สารอาหารของแบคทีเรียและการปรับตัวของประชากรจุลินทรียในดิน (Philips และคณะ, 2000)  

ไดมีการศึกษาผลของสารอาหารในดนิ    การเติมสารอาหารลงไปในดินตอการยอยสลาย
สารเคมีที่ปนเปอนในแหลงดิน  และการปรับตัวของจุลินทรียกอนเติมลงไปบาํบัดดินทีม่ีการ
ปนเปอนดงันี ้

Swindoll  และคณะ (1988)  ศึกษาผลของการเติมสารอาหารทั้งที่เปนสารอินทรยี    และ
สารอนินทรีย   ตอการยอยสลายทางชวีภาพและการปรับตัวของกลุมจุลนิทรยีที่มีแหลงที่อยู
บริเวณเกือบจะถึงผวิดิน (subsurface)  พบมีการปรับตัวของจุลินทรียตอบสนองตอการเติม
สารอาหารอนนิทรีย  โดยมีอัตราการยอยสลายสารเคมีที่ใชทดสอบไดแก เอธิลีน ไดโบรไมด 
(ethylene dibromide)  พ-ีไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ฟนอล (phenol) และโทลูอีน (toluene)  
แตพบวาการเติมสารอาหารอินทรียกลับยบัยั้งการยอยสลายทดสอบตางๆ  สารอนิทรียที่เติมไดแก 
กลูโคส  และกรดอะมิโน  ซึ่งพบการยอยสลายเปนลาํดับโดยจุลินทรียเลือกใชสารอาหารที่ใชได
งายกวาในการเจริญแลวจึงหันมายอยสลายสารเคมทีดสอบเมื่อแหลงคารบอนที่ใชไดงายกวาถูก
ใชหมดไป 

Grosser และคณะ (1995) ศึกษาการยอยสลาย PAHs ในดินที่มีการปนเปอน
สารประกอบไฮโดรคารบอน 5 แหลง  เมื่อวิเคราะหดนิจากแหลงตางๆ พบปริมาณสาร
ไฮโดรคารบอนทัง้หมดที่สกดัจากดินแตละแหลงแตกตางกนั      และพบการยอยสลาย PAHs ใน
ดินสองแหลงอยางมีประสิทธิภาพโดย Mycobacterium sp.  และสันนษิฐานวาการยอยสลายที่
เกิดขึ้นอาจเกดิจากการมีสารไฮโดรคารบอนในดนิทัง้สองแหงในปริมาณสูง  ซึ่งอาจกระตุนการ
ยอยสลาย PAHs ที่เติมลงไปในดินแบบโคเมแทบอลิซมึ 

Ortega-Calvo และ Saiz-Jimenez (1998) ไดศึกษาผลของสารที่เปนองคประกอบในดิน
ตอการยอยสลายฟแนนทรนีโดย Pseudomonas fluorescens ที่คัดแยกจากดนิ ไดแก สวนที่เปน
ฮิวมิก (Humic fractions) ซึ่งประกอบดวยกรดฮิวมิก  และกรดฟลวกิ  และสวนทีเ่ปนดินเหนียว 
(clay)  พบวาเมื่อเติมสวนฮวิมิก 100 ไมโครกรัมตอมล. สงผลใหการยอยสลายฟแนนทรีนเกิดขึ้น
ไดดีที่สุด  โดยเกิดการยอยสลายอยางสมบูรณ (mineralization) จนไดคารบอนไดออกไซด 25 %
สวนดนิเหนียวใหผลดีตอการยอยสลายฟแนนทรีนเชนกนัแตไมดีเทาสวนฮวิมิก (ไดผลิตภัณฑเปน
คารบอนไดออกไซด 15 %)  นอกจากนีย้ังเติมดินทัง้สองสวนรวมกนักับการยอยสลายฟแนนทรนี  
เนื่องจากดนิทัง้สองสวนจะพบอยูรวมกนัในธรรมชาต ิ แตอาจมีผลกระทบตอการยอยสลายสาร 
PAHs โดยจุลินทรียในแงอัตราสวนที่ผสมกันอยู       พบวาการเติมกรดฮิวมิก 100 ไมโครกรัมตอ
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มล.รวมกับสวนดินเหนยีว 1 และ10 กรัมตอลิตร  ไดคารบอนไดออกไซด 27 และ 25 % ตามลําดับ
ทําใหแบคทีเรียสามารถยอยสลายฟแนนทรีนอยางมีประสิทธิภาพ   และยังศึกษาผลการเติมกรด
ฮิวมิกรวมกับดินเหนียว  และกรดฟลวกิรวมกับดินเหนยีว          พบวาดินทัง้สองสวนตางก็เสริม
ประสิทธิภาพการยอยสลายฟแนนทรนี  แตกรดฮิวมิกใหผลดีกวากรดฟลวกิ โดยวัดปริมาณ
คารบอนไดออกไซดจากการยอยสลายสมบูรณไดเทากบั 23 และ 14 % ตามลําดับ 

Molina และคณะ (1999) ทดสอบการยอยสลายไพรีนโดยใชจุลนิทรียยอยสลาย PAHs 
จากดินตะกอนที่มกีารปนเปอนโลหะและ PAHs เมื่อเปรียบเทียบการยอยสลายไพรนีในดิน
ตะกอน  สารสกัดจากดนิตะกอน  และอาหารเลี้ยงเชื้อ mineral salt medium (MSM)  ไมมีความ
แตกตางอยางมีนัยสาํคัญในแตละชุดการทดลอง 
 Philips และคณะ (2000) ศึกษาผลการเติมสารอาหารตอการยอยสลายไพรีนในดินที่มี
การปนเปอนสารครีโอโสทสามแหลง (AC  NB  และ TI)  พบวาการเตมิไนโตรเจนและฟอสฟอรัส
แตกตางกนัในดินแตละชนดิ 
 Juhasz และคณะ (2000) ปรับปรุงและพัฒนาอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเหมาะสาํหรับใชเปนหวั
เชื้อในการเติมจุลินทรียลงไปในดินเพื่อบําบัด PAHs ในดิน  โดยพบวาการใชผงยีสตสกัดรวมกับ
สารครีโอโสทในการเลีย้งจุลนิทรีย  ทําใหจุลินทรียสามารถเพิ่มจํานวนมากขึ้นและยงัรักษา
ความสามารถในการยอยสลายไพรีนของจลิุนทรียกลุมนีไ้วได  เมื่อนําจุลินทรียไปบาํบัด PAHs ที่
ปนเปอนในดนิ 
 
 จะเหน็ไดวากอนที่จะมีการนําจุลนิทรยีไปบําบัดสิ่งแวดลอมที่ปนเปอนดวยสารเคมี
อันตรายตางๆ ควรมีการศึกษาระบบเมแทบอลิซึมและความสามารถในการยอยสลายสารเคมี
นั้นๆ รวมถงึปจจัยตางๆที่คาดวาจะมีผลตอการดํารงชวีติและการยอยสลายสารพิษในดิน  เพี่อให
ไดประโยชนสงูสุดในการบําบัดสารเคมีอันตรายในสิ่งแวดลอม   
 
 
 
 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินงานวิจัย 
 

อุปกรณในการทดลอง 
1. เครื่องชั่ง รุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA. 
2. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 
3. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษัท Kokusan, Japan. 
4. ตูเขี่ยเชื้อแบบ ISSCO laminar flow รุน BVT-124 ของบริษัท International Scientific 

Supply, USA. 
5. เครื่องเขยา (gyrotory shaker) รุน G10 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA. 
6. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 21 ของบริษัท Bausch & 

Lomb, USA. 
7. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A ของบริษัท Shimadzu, 

Japan. 
8. ตูบมเชื้อ (Contherm digital series cooled incubator) ของบริษัท Contherm Scientific, 

New Zealand. 
9. ตูบมเชื้อ (Incubator) ของบริษัท Memmert, Germany. 
10. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน J2-21 ของบริษัท 

Beckman Instrument Inc., USA. 
11. ตูอบแหง (Contherm digital series oven) ของบริษัท Contherm Scientific, New Zealand. 
12. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 20, 100, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท 

Gilson, France. 
13. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
14. เครื่องระเหยแหงแบบสูญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N ของบริษัท Tokyo 

Rikakikai, Japan. 
15. เครื่องระเหยแหงแบบสูญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุน N-N ของบริษัท Tokyo 

Rikakikai, Japan. 
16. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) ของบริษัท Tokyo Rikakikai, Japan. 
17. กรวยแยก (seporatory funnel) ขนาด 500 มล. ของบริษัท Sibata, Japan. 
18. กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1, 5 และ 10 มล. ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 
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19. ชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตร รุน DISMIC-13JP ของบริษัท Tokyo 
Roshi Kaisha, Japan. 

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

21. แผนกรองชนิด FH ขนาด 0.5 ไมโครเมตร ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
22. Disposable micropipette . ของบริษัท Merck, Germany. 
23. แผนอลูมิเนียมทีแอลซี (TLC aluminium sheet) เคลือบดวย silica gel 60 F254 ขนาด 20 × 

20 ซม. ของบริษัท Merck, Germany. 
24. หลอดแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร (ultraviolet lamp) รุน 

UVGL-15 ของบริษัท UVP, USA. 
25. เครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง (ultrasonicator) ชนิดอาง รุน FS4000 ของบริษัท Decan 

Ultrasonics, England. 
26. ชุดเครื่องมือไฮเพอรฟอมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (high performance liquid 

chromatography, HPLC)  สําหรับตรวจวิเคราะหปริมาณฟลูออรีน 
- ลิควิดโครมาโตกราฟ (liquid chromatography) รุน LC-3A ของบริษัท Shimadzu, 

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

Senshu Scientific, Japan 
- เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุน SPD-2A ของบริษัท Shimadzu, Japan. 
- เครื่องบันทึก (recorder) Chromatopac รุน C-R1A ของบริษัท Shimadzu, Japan. 
- กระบอกฉีดยาขนาดเล็ก (microsyringe) รุน MS-R100 ของบริษัท Exmire, USA. 

27. ชุดเครื่องมือไฮเพอรฟอมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (high performance liquid 
chromatography, HPLC) สําหรับการแยกสารมัธยันตรใหบริสทุธิ์ 
- ลิควิดโครมาโตกราฟ (liquid chromatography) รุน LC-10ADVP ของบริษัท Shimadzu, 

Japan. 
- คอลัมน (column) : Inertsil PREP-ODS ขนาด 10 × 250 มม. ของบริษัท GL science, 

Japan 
- เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุน SPD-10ADVP ของบริษัท Shimadzu, 

Japan. 
- กระบอกฉีดยาขนาดเล็ก (microsyringe) รุน 750SNR  ของบริษัท Hamilton, USA 
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28. ชุดเครื่องมือแมสสเปกโตรเมตรี (mass spectrometry, MS) รุน Trio 2000 ของบริษัท Fisons 
Instruments จํากัด, England. 

 
 
เคมีภัณฑ 
 
1. ฟลูออรีน (Fluorene) ของบริษัท Sigma, USA. 
2. 9-ฟลูออรีนอล (Fluorenol) ของบริษัท TCE, Japan. 
3. โซเดียมเบนโซเอท Merck, Germany. 
4. กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
5. ไดเมทธิลซัลฟอกไซด (CH3SOCH3) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
6. แบคโตอะการ (bacto agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
7. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia. 
8. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคคะไฮเดรต (Na2HPO4•12H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, 

Italy. 
9. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia. 
10. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4•7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
11. เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O) ของบริษัท May & Baker, England. 
12. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia. 
13. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
14. ยีสตสกัด (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
15. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany. 
16. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany. 
17. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia. 
18. เมทานอล (CH3OH) ของบริษัท Merck, Germany. 
19. อะซีโตไนไทร (CH3N) ของบริษัท Lab Scan, Ireland. 
20. เอธิลอะซีเตท (CH3COOC2H5) ของบริษัท Merck, Germany. 
21. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) ของบริษัท Merck, Germany. 
22. โทลูอีน (C6H5CH3) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
23. 1,4-ไดออกเซน (OCH2CH2OCH2CH2) Carlo ERBA, France. 
24. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia. 
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วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 แบคทีเรียและการเก็บรักษาแบคทีเรีย 

3.1.1 การเก็บรักษาแบคทีเรีย 
ถายเชื้อ Sphingomonas sp. P2 (ณัฐพันธุ ศุภกา, 2542) ลงในอาหารแข็ง 

Carbon Free Mineral Medium (CFMM)  (ภาคผนวก ก หมายเลข 2 ) ที่มีผลึกของฟแนนทรีนบน
ฝาของจานอาหารเลี้ยงเชื้อเปนแหลงคารบอน บมที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 5 วัน จากนั้นเขี่ย
โคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเหลว CFMM (ภาคผนวก ก หมายเลข 1 ) ที่มีฟแนนทรีนความเขมขน 100 
มก.ตอลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วัน จากนั้นนํามา
ผสมกับกลีเซอรอลในอัตราสวนน้ําเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอลปลอดเช้ือเทากับ 70 : 30 และ 50 : 50 
แลวบรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อแชแข็ง สําหรับการเก็บเชื้อที่อุณหภูมิ –70 °ซ  และ  –20 °ซ  
ตามลําดับ 
 
3.2 การศึกษาการเจริญและวิเคราะหสารมัธยันตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2 

 
3.2.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรีย โดยทําการถายเชื้อจากหลอดแชแข็งที่เก็บไวลงบนจาน

อาหาร CFMM ที่มีผลึกของฟแนนทรีนบนฝาของจานอาหารเลี้ยงเชื้อเปนแหลงคารบอน   บมที่
อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 5 วัน     จากนั้นเขี่ยโคโลนีเดี่ยว ถายลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 
5 มล. ที่มีโซเดียมเบนโซเอทความเขมขน 1 กรัมตอลิตร (ภาคผนวก ก หมายเลข 3 )   เล้ียงเชื้อบน
เครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวถายเชื้อลงใน
อาหารเหลว CFMM ปริมาตร 100 มล. ที่มีโซเดียมเบนโซเอทความเขมขน 1 กรัมตอลิตร    ในขวด
รูปชมพูขนาด 250 มล. เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปน
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นแยกเซลลออกจากอาหารเหลวดวยเครื่องปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ เปนเวลา 10 นาที      นําสวนเซลลแบคทีเรียมาลางในสารละลาย
โซเดียมคลอไรดเขมขน  0.85 %  แลวปนเหวี่ยงที่สภาวะเดิม ทําการทดลองในขั้นตอนนี้ซ้ํา 3 คร้ัง 
จากนั้นนําสวนเซลลมาแขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM วัดความขุน (turbidity) ที่ความยาว
คลื่น 600 นาโนเมตร และเจือจางใหมีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 1.0  นําหัวเชื้อที่เตรียมไดไปเขยา
ที่ 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง     แลวทําการถายหัวเชื้อลงในอาหาร
เหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร  เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาที่
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ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 7 วัน  เพื่อ
ศึกษาการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรีย และวิเคราะหสารมัธยันตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีน  

 
3.2.2 วัดการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธี viable plate count โดยนําอาหารเหลวมาเจือ

จางดวยสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด ใหมีความเขมขนที่เหมาะสม นํามาเกลี่ยบนอาหาร
แข็ง  Luria Bertani (LB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 5 )  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 3 วัน 
นับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น 

 
3.2.3 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทเพื่อวัดปริมาณฟลูออรีนที่

เหลืออยูและวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC ทําโดยนํา
อาหารเหลวที่ทราบปริมาตรแนนอนมาปรับคาความเปนกรด-ดางใหเทากับ 2.0-3.0 โดยการเติม
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน จากนั้นเติมเอธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อลงในอาหารเหลว 
ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสมที่ความเร็วสูงเปนเวลา 1 นาที ตั้งทิ้งไวใหแยกชัน้ จากนัน้แยกสวน
เอธิลอะซีเตทเก็บไว ทําการสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อดวยเอธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อซ้ําอีก
ครั้งหนึ่ง รวมสวนเอธิลอะซีเตททั้งหมดเขาดวยกัน กําจัดน้ําที่ปนออกมาโดยการเติมโซเดียม
ซัลเฟตแอนไฮดรัส จากนั้นนําสวนเอธิลอะซีเตทไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศ
แบบหมุนจนไดตะกอนของสารมัธยันตร เติมเมทานอลปริมาตร 1 มล. ลงไปละลายสารมธัยันตร
ในขวดลดปริมาตร กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตรใสลงใน
หลอดแกวขนาดเล็ก เก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ จนกวาจะนําไปวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลืออยู 
และวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC ตอไป 

 
3.2.4 การวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลือและวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการ

ยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC 
 เตรียมชุดสารมาตรฐานของฟลูออรีนโดยละลายฟลูออรีนในอาหารเหลว CFMM ใหได
ความเขมขน 0,10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 มก.ตอลิตร จากนั้นทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตท
ตามขั้นตอนในขอ 3.2.3 นําชุดสารมาตรฐานและชุดทดลองมาวิเคราะหหาปริมาณฟลูออรีนโดย
วิธี HPLC ซึ่งมีสวนประกอบตางๆ ดังนี้ 
 เครื่องลิควิดโครมาโตกราฟรุน LC-3A ใชคอลัมน Senshu Pak Pegasil ODS    ขนาด 
4.6 × 150 มม. ตั้งอุณหภูมิของคอลัมนที่ 40 °ซ ตรวจสอบการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 
นาโนเมตร โดยใชสารละลายตัวพาเปนสารละลายเมทานอล 80 %ในน้ํา (ภาคผนวก ข.) และใช
อัตราการไหลเทากับ 1 มล.ตอนาที ฉีดสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 20 
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ไมโครลิตรดวยกระบอกฉีดยาขนาดเล็กรุน MS –100        นําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะห
ตัวอยางไปคํานวณหาปริมาณฟลูออรีนโดยใชกราฟมาตรฐานที่ไดจากชุดสารมาตรฐาน กราฟ
มาตรฐานแสดงในภาคผนวก ค.  
  
3.3 การเติมยีสตสกัดเพื่อชวยการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 

 
3.3.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.1 แลวถายหัวเชื้อที่มีคา

การดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0  ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 
มล. ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร  เติมยีสตสกัด 0.1 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เลี้ยง
เชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 7 วัน 
 

3.3.2 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 
3.2.3 แลวนําไปวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลืออยู และวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการ
ยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC 
 
3.4 ศึกษาปริมาณความเขมขนของยีสตสกัดที่เหมาะสมตอการยอยสลายฟลูออรีนโดย 

Sphingomonas sp. P2 
 
3.4.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.1 แลวถายหัวเชื้อที่มีคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0  ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 
มล. ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร  และเติมยีสตสกัดใหมีความเขมขนเทา  0    0.02    
0.05    0.07    0.1    0.5   และ 1.0 %  เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 7 วัน 

 
3.4.2 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 

3.2.3 แลวนําไปวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลืออยู และวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการ
ยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC 
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3.5 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเตมิยีสตสกัดเพือ่ชวยการยอยสลายฟลูออรีน 
 

3.5.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.1 แลวถายหัวเชื้อที่มีคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0  ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 
มล. ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร  เติมยีสตสกัดในปริมาณที่เหมาะสมในขอ 3.4  ลง
ในอาหารเหลว CFMM ในชั่วโมงที่ 0    12    24  และ  48  ของการเลี้ยงเชื้อ   เล้ียงเชื้อบนเครื่อง
เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ  เก็บตัวอยางทุก 12 ชั่วโมง เปนเวลา 7 วัน  
เพื่อศึกษาการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรีย และวิเคราะหสารมัธยันตรที่สะสมจากการยอยสลาย
ฟลูออรีน 

 
3.5.2 วัดการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธี viable plate count เชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 

3.2.2 
 

3.5.3 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 
3.2.3 แลวนําไปวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลืออยู และวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกดิขึ้นจากการ
ยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC 
 
3.6 วิเคราะหสารมัธยนัตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 
ดวยวิธ ีTLC และ HPLC 

 
3.6.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.1 แลวถายหัวเชื้อที่มีคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0  ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 
มล. ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร  และเติมยีสตสกัดในปริมาณที่เหมาะสมในขอ 3.4   
เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ  เก็บตัวอยางทุก 3 ชั่วโมง
ของการเลี้ยงเชื้อ   เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

 
3.6.2 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 

3.2.3 แลวนําไปวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลืออยู และวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการ
ยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC 
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3.6.3 การวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี TLC 
 นําสารละลายตัวอยางที่เหลือจากการวิเคราะหดวย HPLC  ในขอ  3.6.2   ปริมาตร 5 -10 
ไมโครลิตรมาจุดลงบนแผน TLC ขนาดกวาง 8 × 8 ซม. โดยใชระบบตัวทําละลาย (solvent 
system) เปนโทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน ในอัตราสวน 90:25:4 (ปริมาตรตอ
ปริมาตรตอปริมาตร) ตรวจหาสารมัธยนัตรภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 
นาโนเมตร 
 
3.7 การแยกสารมัธยันตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ให
บริสุทธิ์โดยวิธี preparative HPLC  

 
3.7.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.1 แลวถายหัวเชื้อที่มีคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0  ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 
1000 มล. ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร และเติมยีสตสกัดในปริมาณที่เหมาะสมใน
ขอ 3.4   เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เมื่อครบตาม
กําหนดเวลาที่เหมาะสมในขอ 3.6 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทเชนเดียวกับ
ข้ันตอนในขอ 3.2.3  จากนั้นนําสวนที่สกัดไดมาทําใหบริสุทธิ์ตอไป 
 

3.7.2 นําสารมัธยันตรที่สกัดไดจากขอ 3.7.1 มาแยกใหบริสุทธิ์โดยใช preparative 
HPLC ซึ่งมีสวนประกอบตางๆ ดังนี้ 

เครื่องลิควิดโครมาโตกราฟรุน LC-ADVP ใชคอลัมน Inertsil PREP-ODS ขนาด 10  ×  
250 มม. ตั้งอุณหภูมิของคอลัมนที่ 40 °ซ ตรวจสอบการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 นาโน
เมตร โดยใชสารละลายตัวพาเปนสารละลายอะซีโตไนไตร 95 %ในเมทานอล   และใชอัตราการ
ไหลเทากับ 5 มล.ตอนาที ฉีดสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 500 ไมโครลิตรดวย
กระบอกฉีดยาขนาดเล็กรุน 750SNR แลวทําการเก็บสวนของตัวทําละลายที่ผานออกจากคอลัมน
ของ HPLC ในเวลาที่สารมัธยันตรปรากฏ peak  โดยนําสวนของตัวทําละลายที่เก็บไดไประเหย
แหงดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุนจนไดตะกอนของสารมัธยันตร    ทําซ้ําเชนนี้
หลายๆ คร้ัง  เพื่อสะสมสารมัธยันตรใหไดปริมาณมาก        และเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ จนกวาจะ
นําไปวิเคราะห  
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3.8  การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตรที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยแมสสเปกโตรเมทรี 
(MS) 
  
 3.8.1 นําสารมัธยันตรที่เตรียมไดมาพิสูจนเอกลักษณโดย MS ดวยเทคนิค Electron 
Impact (EI) ที่ 70 eV เปรียบเทียบมวลโมเลกุลและรูปแบบการแตกตัวของสารมัธยันตรที่สะสม
จากการยอยสลายฟลูออรีนเทียบกบัสารมัธยันตรมาตรฐานตางๆ  

  
 การวิเคราะหในสวนนี้ทําโดยภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ภายใตความอนุเคราะหของ รศ.ดร.อมร เพชรสม 
 
3.9 การเติมสารอาหารจากดนิสกัดเพื่อเรงการยอยสลายฟลอูอรีนโดย  Sphingomonas sp. 

P2 
 3.9.1 เก็บตัวอยางดินจากแหลงดินตางๆ ที่มีลักษณะอุดมสมบูรณ  โดยสังเกตจาก
ความชื้น  มีสีดํา  รวนซุย รวมทั้งลักษณะการเจริญเติบโตของพืชในบริเวณดังกลาว  ซึ่งใชเปนขอ
บงชี้เบื้องตนถึงความเปนไปไดที่จุลินทรียจะสามารถเจริญและอาจยอยสลายสารเคมีตางๆ ได  
เก็บดินที่ความลึกประมาณ 3-5 ซม. จากผิวหนาดิน  ติดฉลากระบุตําแหนงดินใหชัดเจน  เก็บไวที่
อุณหภูมิ 4 °ซ จนกวาจะทําการทดลอง โดยแสดงสถานที่เก็บตัวอยางดินแตละตัวอยางจํานวน 3 
ตัวอยางดังแสดงในตารางที่ 3.1 
 
ตารางที่  3.1  แหลงที่มาของตัวอยางดินทีน่ํามาการสกัดสารอาหารเพือ่ใชเรงการยอยสลาย

ฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 
 

ตัวอยางดิน สถานที่เก็บ 
1 
2 
3 

ดินบริเวณใตตนไทรหลงัตึกคณิตศาสตร จุฬา ฯ กรุงเทพ ฯ 
ดินบริเวณสวนหยอมดานขางตึกพฤกษศาสตร จุฬา ฯ กรุงเทพ ฯ 
ดินจากสวนผลไม  จังหวัดชลบุรี 

 
3.9.2 นําตัวอยางดินมาสกัด ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ตามวิธีของ  Molina และ

คณะ (1999)โดยชั่งดิน 250 กรัม  ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM 250 มล.  นําไปเขยาดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวแยกสวนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CFMM ที่มีสารอาหารจากดินออกจากตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอ
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นาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ เปนเวลา 30 นาที  กรองอาหารเหลวผานกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 
เพื่อแยกเศษวัสดุที่แขวนลอยในสารละลายออกบางสวน แลวทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานชุด
กรองสําเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตตขนาดรูกวาง 0.22  ไมโครเมตร 

 
3.9.3  เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.1 แลวถายหัวเชื้อที่มีคา

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0  ลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 
มล. ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร  ที่เติมสารอาหารจากดินสกัดจากขอ 3.9.2  โดย
เจือจางใหมีความเขมขนของดินในอาหารเหลวเทากับ 0     0.05     0.1     0.25    0.5    0.75  
และ 1.0 กรัมตอมล. เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปน
เวลา 7 วัน 

3.9.3 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอธิลอะซีเตทเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 
3.2.3 แลวนําไปวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลืออยู และวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการ
ยอยสลายฟลูออรีนโดยวิธี HPLC 

 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1  รูปแบบการเจริญและความสามารถในการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2 
  

จากผลงานวิจยัของณัฐพนัธุ ศุภกา (2542)    ไดคัดแยกแบคทีเรีย Sphingomonas sp. 
P2 จากแหลงดินที่มกีารปนเปอน PAHs โดยใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน  พบวา
แบคทีเรียนี้สามารถยอยสลายฟลูออรีนไดในระยะตน  และพบวาจํานวนเซลลของแบคทีเรีย
เพิ่มข้ึนเชนกัน  แตในเวลาตอมาจํานวนเซลลไดลดลง    จึงคาดวาอาจมีการสะสมสารมัธยนัตร
บางชนิดจากการยอยสลายสารฟลูออรีน  ที่อาจมีผลตอการเจริญของ Sphingomonas sp. P2    

  
ดังนัน้ในเบื้องตนงานวิจัยนีจ้ึงทาํการศึกษารูปแบบการเจริญและความสามารถในการ

ยอยสลายฟลอูอรีนของ Sphingomonas sp. P2  รวมทั้งวิเคราะหสารมัธยนัตรทีเ่กิดขึ้น   โดย
เลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว CFMM ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก. ตอลิตร  และติดตามการเจรญิ
ของแบคทีเรียควบคูไปกับการวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลือและสารมัธยันตรทีเ่กดิขึ้นดวย 
HPLC ทุก 24 ชั่วโมง  เปนเวลา 7 วัน  พบวารูปแบบการเจริญและความสามารถในการยอยสลาย
ฟลูออรีนของ Sphingomonas sp. P2  ดังแสดงผลการทดลองในรูปที ่4.1 
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จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมฟลูออรีน

 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1  ลักษณะการเจรญิและการยอยสลายฟลูออรีนของ Sphingomonas sp. P2  ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีฟลูออรีนเขมขน 100 มก.ตอลิตร 
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จากที่รูป 4.1 พบวา Sphingomonas sp. P2  สามารถยอยสลายฟลอูอรีนไดปริมาณนอย
มาก  หลงัจากเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเปนเวลา 7 วนั ยงัคงมีปริมาณฟลอูอรีนเหลืออยูในอาหารเหลว 
CFMM   75.86 มก.ตอลิตร  หรือสูญหายไปประมาณ 18.6 % ของปริมาณฟลูออรีนเริ่มตน  สวน
ในชุดควบคุมที่ไมเติมแบคทีเรียนัน้มฟีลอูอรีนเหลืออยู 83.7 มก.ตอลิตร  หรือสูญหายไปประมาณ 
12.9 % ภายหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน   ซึง่สวนที่หายไปนี้อาจเกิดจากปจจยัทางกายภาพ 
เชน การระเหยของฟลูออรีน เปนตน      จึงแสดงใหเหน็วาปริมาณฟลูออรีนในอาหารเหลว CFMM 
ที่คาดวาถูกยอยสลายโดยแบคทีเรียมีปริมาณนอยมาก (คิดเปน 5.7 % เมื่อหกัลบจากปริมาณ
ฟลูออรีนในชดุควบคุมที่ไมเติมแบคทีเรีย)  ในขณะที่การเพิ่มจํานวนเซลลของแบคทีเรียเพิม่ข้ึน
เพียงเล็กนอยจากเริ่มตน 7.3 x 106 CFU ตอมล.   ไปเปน  8.0 x 107 CFU ตอมล. ในวนัที ่7 ของ
การเลี้ยงเชื้อ    ซึ่งไมแตกตางกนัเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมเตมิฟลูออรีนซึง่มีปริมาณเซลล
เร่ิมตนเทากับ  2.8 x 106 CFU ตอมล. และเพิ่มเปน 8.5 x 107 CFU ตอมล. ภายหลงัจากเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียเปนเวลา 7 วนั 

 
แตในขณะเดียวกนัพบวา Sphingomonas sp. P2  สามารถทาํใหสีของอาหารเหลว 

CFMM ที่มฟีลูออรีนเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีเหลืองได      พบวาสีดังกลาวเกิดขึ้นภายหลงัจากเลี้ยง
เชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง   และสีที่เกิดขึน้มีการสะสมอยูเพียงชัว่คราวเทานัน้    โดยอาหารเลี้ยงเชื้อ
จะมีสีเหลืองเขมที่สุดในชั่วโมงที ่ 24   และเมื่อเลี้ยงเชือ้แบคทีเรียตอไปสีเหลืองที่เกิดขึ้นจะคอยๆ 
จางลงตามระยะเวลาทีเ่พิ่มข้ึน      แตอยางไรก็ตามถงึแมวาอาหารเหลว CFMM จะมีการ
เปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น   ยงัคงพบวามีผลึกของฟลูออรีนเหลืออยูในอาหารเหลวปริมาณมาก  
ลักษณะของอาหารเหลว  CFMM ที่เกิดจาการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ดัง
แสดงในรูปที่ 4.2  
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รูปที่ 4.2  ลกัษณะของอาหารเหลว  CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนเขมขน 100 มก. ตอ

ลิตร  ของ Sphingomonas sp. P2 ในการเลี้ยงเชื้อที่ระยะ 1-7 วนั 
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ผลการติดตามโครมาโทแกรมจากการวิเคราะห HPLC เพื่อใชในการหาปริมาณฟลูออรีน
และสารมัธยนัตรที่เกิดขึ้นในอาหารเลี้ยงเชือ้ CFMM  ดังแสดงในรปูที่ 4.3 พบวาปริมาณของ
ฟลูออรีนในชดุทดลองทีม่ีการเติมแบคทีเรียลดลงนอยมาก  แทบจะไมแตกตางจากชุดควบคุมทีไ่ม
เติมแบคทีเรีย   แตอยางไรก็ตามพบวาในชุดทดลอง Sphingomonas sp. P2 สามารถทําให
ฟลูออรีนถูกยอยสลายไปไดบางสวน   และพบสารมธัยนัตรที่มีคา retention time (Rt) เทากับ 3.2 
นาทีเกิดขึ้น  ซึ่งปริมาณของสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นนอยมากและสอดคลองกับปริมาณของฟลูออรีน
ที่ตรวจพบในอาหารเลี้ยงเชือ้ CFMM ที่พบวายงัมีเหลืออยูมาก   การสรางสารมธัยนัตรเร่ิมเกิดขึ้น
ภายหลงัจาก 24 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ     สารดังกลาวจะคอยๆ เพิม่ข้ึนจนกระทัง่มีปริมาณมาก
ที่สุดในชั่วโมงที่ 72 ของการเลี้ยงเชื้อ  และปริมาณของสารมัธยนัตรจะคอยๆ ลดลงตามระยะเวลา
การเลี้ยงเชื้อ     
 

เมื่อนําตวัอยางที่เหลือจากการวิเคราะหดวย HPLC มาตรวจสอบการดูดกลืนแสงของ
สารมัธยนัตรทีเ่กิดขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่ความยาวคลืน่ตางๆ (1100 – 190 นาโนเมตร) 
พบวาสารมัธยันตรมีคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ประมาณ  450-460 นาโนเมตร  และมี
ปริมาณสอดคลองกับระยะเวลาการเกิดสีเหลืองในอาหารเหลว CFMM โดยพบวาปริมาณของสาร
ที่ดูดกลืนแสงในชวงความยาวคลื่นนี้มีปริมาณสูงที่สุดภายหลงัจากเลีย้งเชื้อเปนเวลา 24 ชัว่โมง   
และเมื่อเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอไปคาการดูดกลืนแสงของสารที่ความยาวคลื่นนี้จะคอยๆ ลดลงตาม
ระยะเวลาทีเ่พิม่ข้ึน ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4. 4                                                                                            
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รูปที่ 4.3 โครมาโทแกรม HPLC จากการวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนและสารมัธยนัตรที่เกิดขึ้นจาก
การยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 หลังจากเลีย้งเชื้อที่เวลาตางๆ                    
(Rt 9.3 นาทีคอืฟลูออรีน) 
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ก.) ชุดควบคมุไมเติมแบคทีเรีย ข.) ชุดทดลองเติมแบคทีเรีย

0 ชั่วโมง

48 ชั่วโมง 

72 ชั่วโมง 

120 ชั่วโมง 

168 ชั่วโมง 

24 ชั่วโมง
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0 ช่ัวโมง 12 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง

72 ช่ัวโมง 120 ช่ัวโมง 144 ช่ัวโมง 168 ช่ัวโมง

 
 
 
รูปที่ 4.4  คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่นตางๆ (ตั้งแต 1100 ถึง 190 นาโนเมตร)    ของ

สารมัธยนัตรทีเ่กิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 หลังจาก
เลี้ยงเชื้อที่เวลา 1-7 วัน 
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4.2 การเติมสารอาหารเพื่อชวยการยอยสลายฟลูออรนีโดย Sphingomonas sp. P2 
 
จากรายงานตางๆ ดังที่กลาวไวในบทที ่ 2 พบวาการเตมิสารอินทรียบางชนิด เชน กลูโคส 

ยีสตสกัดหรือเปปโตนชวยเพิม่ประสิทธิภาพแบคทีเรียหลายชนิดในการยอยสลาย PAHs และจาก
ผลการทดลองของงานวิจยันีใ้นขอ 4.1 พบวา  Sphingomonas sp. P2   สามารถเปลี่ยนฟลูออรีน
ไปเปนสารมัธยันตรไดเพียงเล็กนอยเทานัน้ และการเจรญิของแบคทีเรียแทบไมตางจากชุดควบคมุ
ที่ไมเติมฟลูออรีน  ดังนัน้ในงานวิจยันี้จงึทดลองเติมสารอาหารเพื่อสงเสริมการเจริญของแบคทีเรีย 
ซึ่งอาจมีผลตอการเจริญและการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2    โดยทดลอง
เติมแหลงสารอินทรีย ไดแก ยีสตสกัด เปปโตน  และแหลงสารอนนิทรียไดแก แอมโมเนียมคลอไรด  
เขมขน 0.1 % (น้ําหนักตอปริมาตร)ในอาหารเหลว CFMM ที่มฟีลูออรีน 100 มก. ตอลิตร  หลัง
การเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชัว่โมง    ซึ่งเปนระยะที่สารมธัยันตรสีเหลืองในอาหารเหลว CFMM มีสี
เขมมากที่สุด   เลีย้งแบคทีเรียที่ภาวะเดิมตอจนครบเวลา 7 วนั  แลวจงึนาํอาหารเหลวมาวิเคราะห
ปริมาณฟลูออรีนที่เหลือและสารมัธยนัตรทีเ่กิดขึ้นโดย HPLC ดังแสดงผลการทดลองในรูปที ่4.5   
 

 

       
 
 

           
. 
 
 

      
 
 
รูปที่ 4.5  โครมาโทแกรม HPLC แสดงปริมาณฟลูออรีนที่เหลือและสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นโดย 

Sphingomonas sp. P2 ในอาหารเหลว CFMM ที่มีฟลูออรีน 100 มก. ตอลิตร    และเติม
ยีสตสกัด เปปโตน  แอมโมเนียมคลอไรด(0.1% น้ําหนักตอปริมาตร)   ภายหลังจากเลี้ยงเชื้อ
เปนเวลา 7 วัน 
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0 แอมโมเนียมคลอไรด 

เปปโตน 

ยีสตสกัด 

ก. ข. 

ก.) ชุดควบคุมไมเติมแบคทีเรีย ข.) ชุดทดลองเติมแบคทีเรีย 
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จากผลการทดลองจะเห็นไดวาการเติมสารอาหารอนินทรียคือแอมโมเนียมคลอไรดไมมี
ผลตอการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 แตพบวาการเติมสารอินทรียไดแกยีสต
สกัดและเปปโตนในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM สงผลใหความสามารถในการยอยสลายฟลูออรีนของ 
Sphingomonas sp. P2 เพิ่มมากขึ้น          โดยยีสตสกัดสงเสริมประสิทธิภาพดีที่สุด           จาก
โครมาโทแกรมการวิเคราะห HPLC    พบวาเมื่อเติมยีสตสกัดฟลูออรีนถูกยอยสลายไดมากขึ้น  
จนกระทั่งปริมาณฟลูออรีนลดลงเหลือเพียง  0.44 มก.ตอลิตร       และสงผลทําใหสารมัธยันตรทีม่ี
คา Rt เทากับ 3.2 มีปริมาณเพิ่มข้ึนดวย  ดังแสดงผลการทดลองในรูปที่ 4.6 
 

              
 

 
     

 
 

 
                                  

                               
 
 
 
 
รูปที่ 4.6  โครมาโทแกรม HPLC แสดงปริมาณฟลอูอรีนที่เหลือและสารมัธยนัตรจากการยอย

สลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ในอาหารเหลว CFMM ที่มีฟลูออรีน 100 
มก. ตอลิตร    และเติมยีสตสกัด (0.1% น้ําหนักตอปริมาตร)   ภายหลงัจากเลี้ยงเชื้อ
เปนเวลา 7 วนั 
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ก.) ชุดควบคมุที่เติมฟลูออรีน และแบคทเีรีย แตไมเติมยีสตสกัด 

ค.) ชุดทดลองที่เติมทัง้ฟลูออรีน แบคทีเรีย และยีสตสกดั 

0 

15 

ข.) ชุดควบคุมที่เติมยีสตสกดั และแบคทีเรีย แตไมเติมฟลูออรีน 
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นอกจากนีเ้มื่อเลี้ยง Sphingomonas sp. P2 บนอาหารแข็ง CFMM  เปนเวลา 5 วัน    
(ผลการทดลองในรูปที ่ 4.7)    พบวาในชุดทดลองทีเ่จริญบนอาหารแข็ง CFMM ที่เติมยีสตสกัด 
0.1  % และโรยผลึกฟลูออรีนที่ฝาเพลท (ข.)    แบคทเีรียสามารถเจริญไดอยางรวดเร็ว  โดยเมือ่
เจริญบนอาหารดังกลาวในระยะแรกโคโลนีจะมีสีเหลืองออน  และมกีารสรางสารมธัยันตรสีเหลือง
เกิดขึ้นรอบๆ โคโลนีของแบคทีเรียภายหลงัการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชัว่โมง      จนกระทั่งในวนัที ่3 
ของการเลี้ยงเชื้อพบวาสีของโคโลนีของแบคทีเรียจะเปลี่ยนเปนสีน้าํตาลเขม     ในขณะทีชุ่ด
ควบคุมที่ไมเตมิยีสตสกัด (ค.)   ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียมีขนาดเล็กกวาและมสีีน้ําตาลเขมใน
บางโคโลนีซึง่เกิดขึ้นเมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 5 วนั        แตพบวามีการสรางสารมธัยันตรสีเหลือง
เกิดขึ้นรอบๆ โคโลนีของแบคทีเรียในชัว่โมงที ่ 24 เชนเดียวกนักับชุดทดลอง  สวนแบคทีเรียในชดุ
ควบคุมที่เจริญบนอาหารแข็ง CFMM  ทีเ่ติมยีสตสกัดแตไมเติมฟลูออรีน (ก.) นัน้สามารถเจริญได
ดีเชนเดียวกับชุดทดลองแตพบวาโคโลนมีสีีเหลืองออน  ไมพบวามีการเปลี่ยนเปนสีน้าํตาลเขม  
และไมมีสารมธัยันตรสีเหลืองเกิดขึ้น  ตลอดระยะเวลา 5 วนัของการเลี้ยงเชื้อ 

 

 
 
 
รูปที่ 4.7  ลักษณะโคโลนีของ Sphingomonas sp. P2 ที่มีอาย ุ 5 วันเมื่อเลี้ยงเชือ้บนอาหารแข็ง 

CFMM ที่เติมยีสตสกัด   และโรยผลึกฟลูออรีนที่ฝาเพลท  
 

ก. ข. ค. 

ก. เติมยีสตสกัดแตไมเติมฟลูออรีน 
ข. เติมยีสตสกัด  และโรยผลึกฟลูออรีนที่ฝาเพลท 
ค. ไมเติมยีสตสกัด  แตโรยผลึกฟลูออรีนที่ฝาเพลท
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4.2.1 ความเขมขนของยีสตสกดัที่เหมาะสมตอการเจริญและยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2 
 

ความเขมขนของยีสตสกัดทีเ่หมาะสมตอการเจริญและการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2   ทําโดยการเตมิยีสตสกัดใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ  0  0.02 0.05  
0.07  0.10   0.50  และ 1.0 %  ในอาหารเหลว CFMM  ที่มฟีลูออรีน 100 มก. ตอลิตร  เลี้ยงเชือ้
เปนเวลา 7 วนั  แลวจึงนาํมาวิเคราะหปริมาณฟลูออรีนที่เหลือและสารมัธยนัตรที่เกิดขึ้นโดย 
HPLC   ดังแสดงผลในรูปที ่  4.8 และ 4.9     จากผลการทดลองพบวาเมื่อยิง่เติมยีสตสกัดใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ CFMM ในปริมาณที่เพิ่มมากขึ้นจะสงผลทาํใหการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2 เพิ่มข้ึนตามไปดวย  โดยพบวาการเติมยีสตสกัดในอาหารเหลว CFMM 
ใหมีความเขมขนตั้งแต 0.5 % ข้ึนไปมีผลทําใหปริมาณฟลูออรีนในอาหารเหลวลดลงจนไม
สามารถตรวจวัดไดดวย HPLC   แตในขณะเดียวกนักลับพบวาเมื่อเติมยีสตสกัดในอาหารเหลว
เพิ่มข้ึน  มีผลทําใหปริมาณของฟลูออรีนที่สกัดไดจากอาหารเหลวมปีริมาณลดลงดวย  ดงัแสดงใน
ชุดควบคุมที่ไมเติมแบคทีเรียในรูปที ่4.8 

 
นอกจากนี้ผลการทดลองในรูปที่ 4.9 พบวาในชุดทดลองการเติมยีสตสกัดในอาหารเหลว

เพิ่มข้ึนจะทาํใหมีสีเหลืองของสารมัธยันตรในอาหารเหลว CFMM มีสเีขมมากขึน้ดวย  โดยสีของ
อาหารเหลวจะคอยๆ เขมข้ึนจากสีเหลืองออนเพิ่มเปนสีเหลืองเขม  และพบวาเมื่อเติมยีสตสกัด
เขมขน 1.0 % สงผลใหสีของอาหารเหลว CFMM เปลี่ยนเปนสีน้าํตาลเขม      ขณะที่ชุดควบคุมที่
ไมเติมแบคทีเรียพบวาเมื่อเติมยีสตสกัดในปริมาณมาก (0.5 และ 1.0%) ทาํใหอาหารเลี้ยงเชือ้ 
CFMM มีสีเหลืองออนเกิดขึน้ซึ่งเปนลักษณะของยีสตสกัด        แตอยางไรก็ตามพบวาลักษณะ
ดังกลาวมีความแตกตางจากชุดทดลอง  ซึง่สีของอาหารที่พบนาจะเปนสีของสารมธัยันตรที่เกิดขึ้น
จากการยอยสลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรีย 
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รูปที่ 4.8  โครมาโทแกรม HPLC แสดงปริมาณฟลูออรีนในอาหารเหลว CFMM ที่เติมยีสตสกดั

ความเขมขนตางๆ หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา  7 วัน  (Rt 9.3 นาทีคือฟลูออรีน ) 
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ก.) ชุดควบคมุไมเติมแบคทีเรีย ข.) ชุดทดลองเติมแบคทีเรีย 

ยีสตสกัด 0 % 

ยีสตสกัด 0.05 % 

ยีสตสกัด 0.02 % 

ยีสตสกัด 0.07 % 

ยีสตสกัด 0.1 % 

ยีสตสกัด 0.5 % 

ยีสตสกัด 1.0 % 

ก. ข. 
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รูปที่ 4.9  ลักษณะของอาหารเหลว CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas 

sp. P2 ที่เติมยีสตสกัดความเขมขนตางๆ หลงัจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน 
ก.) ชุดควบคมุไมเติมแบคทีเรีย ข.) ชุดทดลองเติมแบคทีเรีย 

ก.

ข.
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4.2.2 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเติมยีสตสกดัเพื่อชวยการยอยสลาย
ฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 
 

เนื่องจากผลการทดลองในขอ 4.2.1 พบวาการเติมยีสตสกัดเขมขน 0.5 % ในอาหารเหลว 
CFMM ภายหลังจากเลี้ยงเชือ้เปนเวลา 24 ชั่วโมง  มีผลทําให Sphingomonas sp. P2 สามารถ
ยอยสลายฟลอูอรีนไดอยางรวดเร็วจนไมสามารถตรวจวดัไดดวย HPLC หลังจากเลี้ยงเชือ้
แบคทีเรียเปนเวลา 7 วนั   รวมทัง้ยงัสงผลใหมีการสะสมสารมัธยนัตรที่มีคา Rt เทากับ 3.2  นาที
ในปริมาณที่เพิ่มมากขึ้นดวย    ดังนัน้ในการทดลองตอไปนี้จึงศึกษาผลของการเติมยีสตสกัดที่
ระยะเวลาตางๆ กัน    ทัง้ตอการเจริญ การยอยสลายฟลูออรีน และการสรางสารมัธยนัตรของ 
Sphingomonas sp. P2 ในอาหารเหลว CFMM        โดยเลีย้งแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก. ตอลิตร   และเติมยีสตสกัดใหมีความเขมขนสุดทาย
เทากับ 0.5 % ในชัว่โมงที ่0   12    และ 24  ของการเลี้ยงเชื้อ         แลวติดตามการเจริญของ
แบคทีเรียควบคูไปกับวิเคราะหปริมาณฟลอูอรีที่เหลือและสารมัธยนัตรที่เกิดขึ้นในอาหารเหลวดวย 
HPLC ทุก 12 ชั่วโมง  เปนเวลา 7 วัน  แสดงผลการทดลองดังรูปที ่4.10 
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รูปที่ 4.10 ก. การยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว CFMM 

ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก. ตอลิตร  และเติมยีสตสกัด ที่เวลาตางๆ 
 

ปริมาณฟลูออรีนในชุดควบคุมที่ไมเติมแบคทีเรีย  แตเติมยีสตสกัด 
ปริมาณฟลูออรีนในชุดควบคุมที่เติมแบคทีเรีย  แตไมเติมยีสตสกัด 
ปริมาณฟลูออรีนในชุดทดลองที่เติมทั้งแบคทีเรียและยีสตสกัด 
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคมุที่ไมเติมฟลอูอรีน  แตเติมยีสตสกัด 
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคมุที่เติมฟลูออรีน  แตไมเติมยีสตสกัด 
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมทั้งฟลอูอรีนและยีสตสกัด 
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รูปที่ 4.10 ข. เปรียบเทียบการยอยสลายฟลูออรีนโดย  Sphingomonas sp. P2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว CFMM ที่มีฟลูออรีนความเขมขน 100 มก. ตอลิตร  และเติมยีสตสกัด ที่เวลา
ตางๆ 
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 จากผลการทดลองพบวาการเติมยีสตสกัดเขมขน 0.5 % ในอาหารเหลว CFMM ในเวลาที่ 
0   12   และ  24 ชั่วโมง  ตางก็สงผลใหการลดลงฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2  เกิดขึ้น
อยางรวดเร็ว  โดยการเติมยีสตสกัดในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ในชั่วโมงที่ 0 และ 12 มีผลทําให
ปริมาณฟลูออรีนลดลงไดอยางรวดเร็ว  เมือ่วิเคราะหดวย HPLC ตรวจไมพบฟลูออรีนเหลืออยูใน
อาหารเหลว CFMM  ภายหลังการเลี้ยงเชื้อ 36 ชั่วโมง  สวนการเติมยีสตสกัดในชัว่โมงที่ 24 พบ
การยอยสลายฟลูออรีนเกิดขึน้ในลักษณะเดียวกนั  โดยตรวจไมพบฟลูออรีนเหลืออยูในอาหาร
เหลว CFMM  ภายหลังการเลี้ยงเชื้อ 72 ชั่วโมง  ซึ่งจะเหน็ไดวาเมื่อเติมยีสตสกัดที่ระยะเวลาชา
ออกไป  ก็จะมีผลทําใหระยะเวลาในการยอยสลายฟลูออรีนชาออกไปตามระยะเวลาทีท่ําการเติม
สารดังกลาว 
 

สวนการเจริญของ Sphingomonas sp. P2 พบวาปริมาณเซลลของแบคทีเรียมกีารเพิม่
จํานวนมากขึน้      เมื่อเตมิยีสตสกัดในชั่วโมงที ่ 0     เซลลของแบคทีเรียเพิม่จํานวนจากเริ่มตน     
6  x 105 CFU ตอมล.  ไปเปน  6 x 108 CFU ตอมล. ภายหลงัจากการเลี้ยงเชื้อ 60 ชั่วโมง  สวน
การเจริญของแบคทีเรียในชดุทดลองอื่นๆ ใหผลการทดลองเชนเดียวกัน  แตระยะเวลาในการยอย
สลายฟลูออรีนและการเจริญของแบคทีเรียจะชาออกไปตามระยะเวลาที่เติมยีสตสกัด   
 

ดังนัน้การเติมยีสตสกัดใหมคีวามเขมขนสดุทายเทากับ 0.5 % ในอาหารเหลว CFMM 
ตั้งแตชั่วโมงที ่ 0  หรือเร่ิมแรกของการเลีย้งเชื้อแบคทีเรียจึงเปนการสงเสริมการลดลงฟลูออรีนไดดี
ที่สุด       และเปนภาวะทีเ่หมาะสมสาํหรบัการนาํไปใชศึกษาและวิเคราะสารมัธยันตรจากการยอย
สลายฟลูออรีนของแบคทีเรียนี้ในการทดลองขั้นตอไป 
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4.3 วิเคราะหสารมัธยันตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. 
P2 ดวยวิธ ีTLC และ HPLC 
 

คัดเลือกระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการสกัดสารมัธยนัตรโดยหาระยะเวลาในการเลี้ยง
เชื้อที่มีสารมัธยันตรสะสมปริมาณสูงที่สุด  เพื่อใชในการเลีย้งเชื้อแบคทีเรียในระดับขยายสวน       
และมีปริมาณเพียงพอสาํหรบัการแยกสารใหบริสุทธิ ์     รวมทั้งการศึกษาลกัษณะสมบัติของ
สารมัธยนัตรในการทดลองขัน้ตอไป       

เนื่องจาก Sphingomonas sp. P2 สามารถยอยสลายฟลูออรีนเมื่อเติมยีสตสกัดในเวลา
เร่ิมตนไดภายในระยะเวลาอนัรวดเร็ว       ดังผลการทดลองในขอ 4.2.2 พบวาแบคทีเรียนี้สามารถ
ยอยสลายฟลอูอรีนจนกระทัง่เมื่อวเิคราะหดวย HPLC แลวไมพบฟลอูอรีนในอาหารเหลว CFMM 
ภายหลงัการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 36 ชั่วโมง         ดังนัน้จึงติดตามการยอยสลายฟลูออรีนและ
สารมัธยนัตรทีเ่กิดขึ้นในระยะเวลาตางๆ ภายในชวง 48 ชั่วโมงของการเลี้ยงเชื้อ  ซึ่งคาดวานาจะ
เปนชวงเวลาที่เกิดกิจกรรมตางๆ เพื่อยอยสลายฟลูออรีน  และเปนชวงที่มีสารมัธยันตรตางๆ 
สะสมอยูปริมาณมาก   การศึกษาขั้นตอนนี้ทาํโดยติดตามการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2 ในอาหารเหลว CFMM ที่เติมยีสตสกัดเขมขน 0.5 %     แลวติดตาม
วิเคราะหสารมัธยนัตรที่เกิดขึ้นที่เวลาตางๆ ไดแกชั่วโมงที่  0     6     12    15     18     24 และ 48    
ดวยวิธ ีTLC และ HPLC ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่4.11 และ 4.12 ตามลําดับ 

 

 
 
รูปที่ 4.11 โครมาโทแกรม TLC ของสารมัธยนัตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย 

Sphingomonas sp. P2  ที่เวลาตางๆ ในอาหารเหลว CFMM ที่มียีสตสกัด 0.5 % 

ก.

ฟลูออรีน 0 
เวลา (ชั่วโมง)

6 12 18 24 30 36 48 
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ระบบตัวทาํละลาย : โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน 

: 90 : 25 : 4 (ปริมาตรตอปริมาตร) 
รูปที่ 4.11 TLC โครมาโทแกรมของสารมธัยันตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย 

Sphingomonas sp. P2  ที่เวลาตางๆ ในอาหารเหลว CFMM ที่มียีสตสกัด 0.5 % 

0.69 

Rf 

ข.

ฟลูออรีน 0
เวลา (ชั่วโมง)

6 12 15 18 21 24 27 30 36 48 

ฟลูออรีน 0 
เวลา (ชั่วโมง)

6 12 15 18 21 24 27 30 36 48 

ก. ชุดควบคุมที่เติมยีสตสกัดและฟลูออรีน ไมเติมแบคทีเรีย

ค. ชุดทดลองเติมทั้งยีสตสกัด ฟลูออรีนและแบคทีเรีย
ข. ชุดควบคุมที่เติมยีสตสกัดและแบคทีเรียแตไมเติมฟลูออรีน

ค.
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 รูปที่ 4.12   โครมาโทแกรม HPLC ของสารมัธยนัตรที่สะสมจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย 

Sphingomonas sp. P2  ที่เวลาตางๆ (Rt 9.3 นาทีคือฟลูออรีน) 
   

6 ชั่วโมง
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12 ชั่วโมง
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15 

0 
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ก.) ชุดควบคมุไมเติมฟลูออรีน ข.) ชุดทดลองเติมฟลูออรีน 

ก. ข. 
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 จากผลการวิเคราะหดวย TLC และ HPLC พบสารหลายชนิดที่สกดัไดจากอาหารเหลว 
CFMM ทั้งชดุควบคุมที่ไมเติมฟลูออรีน (รูปที่ 4.11 ก. และ 4.12 ก.)   และชุดทดลองทีเ่ติม
ฟลูออรีน (รูปที่ 4.11 ข. และ 4.12 ข.)    เมื่อพิจารณา HPLC โครมาโทแกรมพบวาในชุดทดลอง
ฟลูออรีนถูกยอยสลายภายในระยะเวลาอนัรวดเร็ว  โดยตรวจไมพบสารดังกลาวภายหลงัการเลีย้ง
เชื้อ  24 ชั่วโมง   และในชวงระยะเวลาดงักลาวมีสารมธัยันตรทีม่ีคา Rt  เทากับ 3.2 นาทีปรากฎ
ขึ้นภายหลังการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 12 ชัว่โมง และสารดังกลาวสะสมและเพิ่มปริมาณขึ้นจนกระทัง่
มีปริมาณสูงในชั่วโมงที่ 15 - 18 ของการเลี้ยงเชื้อ   สารนี้มีการสะสมอยูเพียงชัว่คราวเทานั้น  โดย
จะคอยๆลดปริมาณลงจนตรวจไมพบในชัว่โมงที ่ 36 ของการเลีย้งเชื้อ  แตพบวาที่เวลา 24 ชั่วโมง
ในขณะที่สารมัธยนัตรที่มี Rt 3.2 นาทีลดปริมาณลงนัน้  มีสารมธัยนัตรที่มีคา Rt เทากับ 1.9 นาที
มีปริมาณเพิม่ข้ึน   และพบสารที่ปรากฏ peak ที่เวลาเดียวกนันี้ในชดุทดลองที่ไมเติมฟลูออรีนดวย
เชนกนั    สวน TLC โครมาโทแกรม  พบวาในเวลาเดยีวกนัคือช่ัวโมงที ่ 15 ของการเลี้ยงเชื้อ  พบ
สารมัธยนัตรทีม่ีคา Rf เทากับ 0.69 ซึง่มีความเขมของจุด (spot) ของสารบนโครมาโทแกรมที่
วิเคราะหนี้ใหผลสอดคลองกับ HPLC โครมาโทแกรมในรูปที่ 4.11 ซึง่ตรวจพบสารมัธยนัตรชนิดที่
มี Rt เทากับ 3.2 นาทมีปีริมาณมากทีสุ่ดในชั่วโมงที ่ 15 ของการเลี้ยงเชื้อเชนเดียวกนั  โดย
พิจารณาจากพื้นที่ใตกราฟ  

ดังนัน้ระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการเลีย้งเชื้อในระดับขยายสวน   เพื่อนาํมาสกัด
สารมัธยนัตรทีเ่กิดขึ้นจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2  คือช่ัวโมงที ่ 15 
ของการเลี้ยงเชื้อ   
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4.3 แยกสารมธัยนัตรที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2  
ใหบริสทุธดวยวิธ ีpreparative HPLC 
 

ผลการทดลองในขอ 4.3 พบวาภายหลงัการเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp. P2 ในอาหาร
เหลว CFMM  ทีม่ีฟลูออรีนเขมขน 100 มก.ตอลิตร  และยีสตสกัด 0.5 % เปนเวลา 15 ชัว่โมง  มี
การสะสมสารมัธยนัตรที่มีคา Rt เทากับ 3.2 นาทีในปริมาณมาก  (วิเคราะหดวย analytical 
HPLC โดยใชตัวทาํละลาย 80 % เมทานอลเปนตัวชะ)   จงึนําสารสกัดที่ไดในชวงเวลานี้ไป
วิเคราะหโดยใช preparative HPLC เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมในการแยกสารมัธยันตรที่เกิดขึ้น  ผล
การทดลองแสดงดังรูปที่ 4.13   พบวาเมื่อใชสารละลายอะซีโตไนไตรเขมขน 95 % ในเมทานอล  ที่
มีอัตราการไหล 5.0 มล. ตอนาทีเปนตวัชะ  ปรากฏ peak ของสารมธัยันตรทีม่ีคา Rt เทากับ 3.3
และ 3.7 นาทใีนชุดทดลอง (รูปที่ 4.13 ข.)    และพบ peak ของสารมธัยันตรทีม่ีคา Rt เทากับ 3.3 
นาทีในชุดควบคุมที่ไมเติมฟลูออรีน (รูปที่ 4.13 ก.)       ซึง่คา Rt ของสารที่ปรากฏเมื่อวิเคราะห
ดวย  preparative HPLC  จะมีความสอดคลองกับคา Rt ของสารที่วิเคราะหดวย analytical  
HPLC ดังแสดงในตารางที่ 4.1 
 
ตารางที่ 4.1 เปรียบเทยีบคา retention time ของสารมัธยนัตรจากการยอยสลายฟลูออรีนเมื่อ

วิเคราะหโดย analytical HPLC และ preparative HPLC 
 

วิธีวิเคราะห Retention time      (Rt)  (นาที)  
 สาร 1 สาร 2 ฟลูออรีน 

analytical HPLC* 3.2 1.9 9.3 
preparative HPLC** 3.7 3.3 4.8 

 
*   วิเคราะหโดยใชสารละลายเมทานอล 80 % ในน้ําเปนตัวชะ  
     (อัตราการไหล 1.0 มล. ตอนาที) 
**  วิเคราะหโดยใชสารละลายอะซีโตไนไตรเขมขน 95 % ในเมทานอลเปนตัวชะ  
     (อัตราการไหล 5.0 มล. ตอนาที) 

 
จากตารางจะเห็นไดวาสาร 1 ซึ่งมีคา Rt เทากับ 3.7 นาทีเมื่อวิเคราะหโดย preparative 

HPLC  ซึ่งเปนสารชนิดเดียวกนักับสารมัธยนัตรที่มีคา Rt เทากับ 3.2 นาทีเมือ่วิเคราะหดวย 
analytical HPLC  ดังนั้นจงึใชภาวะดังกลาวในการแยกสารมัธยนัตรใหบริสุทธิ์ตอไป 
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รูปที่ 4.13 โครมาโทแกรม preparative HPLC ของสารมธัยันตรที่สะสมจากการยอยสลาย

ฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2  ที่เวลา 15 ชั่วโมง  โดยใชสารละลายอะซโีตไน
ไตรเขมขน 95 %ในเมธานอลเปนตัวชะ  

 
 

ก. ชุดควบคุมไมเติมฟลูออรีน ข. ชุดทดลองเติมฟลูออรีน 

ก.

ข.
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การทดลองในขั้นตอนตอไปไดแยกสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2  ใหบริสุทธิ์ดวยวิธ ี preparative HPLC กอนนาํไปพิสูจนเอกลักษณและ
ชนิดของสารดวยวธิีทางเคม ี  โดยเมื่อเลี้ยง Sphingomonas sp. P2  ในอาหารเหลว CFMM ที่มี
ฟลูออรีนเขมขน 100 มก.ตอลิตร  และยสีตสกัดความเขมขน 0.5 % เปนเวลา 15 ชั่วโมง  นําไป
สกัดสารมัธยนัตรดวยเอทธลิอะซีเทต   จากนัน้นําสารสกัด (crude extract)  ที่ไดมาทาํใหบริสทุธิ์
ดวย  preparative HPLC    โดยสารละลายอะซีโตไนไตรเขมขน 95 % ในเมทานอลเปนตวัชะ   
เก็บสวนของตวัทาํละลายทีผ่านออกจากคอลัมนของ HPLC ในเวลาที่สารมัธยนัตรปรากฏ peak       
ซึ่งตรงกับคา Rt เทากับ 3.7 นาที    แลวนาํไประเหยตวัทําละลายใหแหงโดยใชเครื่องระเหยสูญญา 
กาศแบบหมนุ  แลววเิคราะหตรวจสอบความบริสทุธิ์ของสารมัธยันตรดวย HPLC และ TLC  ผล
การทดลองแสดงดังรูปที ่4.13 และ 4.14 ตามลําดับ 

 
จากรูปที ่ 4.14  พบวาสามารถแยกสารมธัยันตร Rt 3.7 นาทีที่สะสมจากการยอยสลาย

ฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ใหมีความบริสุทธิ์ยิง่ขึ้น  โดยพบวาภายหลังจากการเกบ็
ลําดับสวนของตัวทาํละลายที่แยกไดโดย preparative HPLC แลวนาํมาวิเคราะหซ้ําดวย HPLC 
พบสารมัธยันตรปรากฏเพียง peak เดียวและมีคา Rt เทากบั 3.7 นาที  แตจากผลการวิเคราะห
ดวย TLC พบสวนของสารมัธยนัตรที่แยกไดนั้นยงัไมบริสุทธิ์  โดยพบจุดของสารมธัยันตร  2 จุด 
ซึ่งมีคา Rf เทากับ 0.69 และ 0.55 ซึง่ใหชื่อวาสารมัธยนัตร ก. และ ข. ตามลาํดับ  แสดงผลการ
ทดลองในรูปที่ 4.15 
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รูปที่ 4.14 โครมาโทแกรม preparative HPLC แสดงความบริสุทธิ์ของสารมัธยนัตรจากการยอย

สลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 (Rt เทากับ 4.8 คือฟลูออรีน)  
                  ก. สารสกัดจากน้ําเลีย้งเชื้อ     ข. สารมัธยนัตรที่แยกไดโดยวิธ ีpreparative HPLC 
 
 
 
 

ก. 

ข.  
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       ก.         ข. 
 
 
รูปที่ 4.15  โครมาโทแกรม TLC แสดงความบริสทุธิ์ของสารมัธยันตรจากการยอยสลายฟลูออรีน

โดย Sphingomonas sp. P2  
                  ก. สารสกัดจากน้ําเลีย้งเชื้อ     ข. สารมัธยนัตรที่แยกไดโดยวิธ ีpreparative HPLC  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สารมัธยันตร ก 

สารมัธยันตร ข 0.55

0.69

Rf
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4.5  การตรวจสอบชนิดของสารเบื้องตนดวยวธิี TLC และ HPLC 
 
 การตรวจสอบชนิดของสารในเบื้องตนดวย TLC ทําไดโดยการเปรียบเทียบคา Rf ซึ่งเปน
คาเฉพาะตัวของสารแตละชนิดกับคา Rf ของสารมาตรฐาน  โดยการนําสารทีม่ีรายงานวาเปน
สารมัธยนัตรทีเ่กิดจากการยอยสลายฟลูออรีนไดแก 9-ฟลูออรีนอล 9-ฟลูออรีโนน   2,3-ไดไฮดรอก
ซีไบฟนิล   กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก   และกรดซาลิไซลิก     มาวเิคราะหดวย TLC 
เปรียบเทยีบกบัสารมัธยนัตรจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ที่ผานการ
ทําใหบริสุทธิบ์างสวนในขอ 4.4    ผลการทดลองดังแสดงในรูปที ่4.16 และตารางที่ 4.2     พบวา
สารมัธยนัตรทีไ่ดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ซึ่งมีจุดของสารมธั
ยันตร 2 จุด  ไดแกจุดที่มีคา Rf เทากับ 0.69   เรืองแสงสีมวงภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  ตรงกับ 
9-ฟลูออรีนอลใหชื่อวาสารมธัยันตร ก    สวนสารมัธยนัตรที่มีคา Rf เทากับ 0.55 ซึ่งใกลเคียงกบั
กรดซาลิไซลิก แตเรืองแสงสเีหลืองภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  ซึง่ไมพบวาตรงกบัสารมาตรฐานใด
เลยใหชื่อวาสารมัธยนัตร ข ตามลําดับ 
 

  
 
  
 
รูปที่ 4.16   TLC โครมาโทแกรมของสารมธัยันตรจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas 

sp. P2 (7) เปรียบเทียบกบั ฟลูออรีน (1), 9-ฟลูออรีนอล (2), 9-ฟลูออรีโนน (3),          
2,3-ไดไฮดรอกซีไบฟนิล (4), กรดซาลิไซลิก (5), กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (6) 

 

0.75 

(3)(2)(1) (4) (5) (6) (7)

สารมัธยันตร ก 

สารมัธยันตร ข 0.55 

0.69 

Rf 

0.83 

0.59 

0.38 
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ตารางที่ 4.2 คา Rf จากการวิเคราะห TLC และลักษณะการเรืองแสงของสารมัธยนัตรจากการยอย
สลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวงความ
ยาวคลืน่ 215-250 นาโนเมตรเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานชนิดตางๆ 

 
สาร การเรืองแสง คา Rf 

สารมัธยนัตร ก มวง 0.69 
สารมัธยนัตร ข เหลือง 0.55 
ฟลูออรีน มวง 0.83 

9-ฟลูออรีนอล มวง 0.69 
9-ฟลูออรีโนน ฟา 0.75 

2,3-ไดไฮดรอกซีไบฟนิล น้ําตาล 0.59 
กรดซาลิไซลิก มวง 0.55 

กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ฟา 0.38 
 
 จากผลการทดลองจะเห็นไดวาสารมธัยนัตร ก ซึ่งมีคา Rf เทากับ 0.69 และเรืองแสงสีมวง
ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  ซึ่งมีสมบัติเชนเดียวกับกับ 9-ฟลูออรีนอล  ดังนั้นขัน้ตอไปจึงทําการ
วิเคราะหสารมัธยนัตร 1 เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอลดวยวิธ ีTLC และ HPLC ผล
การทดลองแสดงดังรูปที ่ 4.17 และ 4.18 ตามลาํดับ  สวนสารมธัยันตร ข นัน้เมื่อตรวจสอบ
เบื้องตนดวย TLC แลวไมพบวาตรงกบัสารมาตรฐานใดๆ เลย 
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รูปที่ 4.17   โครมาโทแกรม TLC ของ 9-ฟลูออรีนอล (ก.) เปรียบเทยีบกับสารมัธยนัตรจากการยอย

สลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 (ข.)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ข.ก.

สารมัธยันตร ก 

สารมัธยันตร ข 
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รูปที่ 4.18   HPLC โครมาโทแกรมของ 9-ฟลูออรีนอล (ก.) เปรียบเทยีบกับสารมัธยันตรจากการ

ยอยสลายฟลอูอรีนโดย Sphingomonas sp. P2 (ข.) (ใชสารละลายอะซีโตไนไตร
เขมขน 95 % ในเมทานอล  อัตราการไหล 3.0 มล.ตอนาที  เปนตวัชะ) 

 
 

ก. 

ข. 
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 จากผลการทดลองในรูปที ่4.16 และ4.17 แสดงใหเหน็วา  สารมัธยนัตรจากการยอยสลาย
ฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 ซึ่งทําใหบริสทุธิ์บางสวนดวย preparative HPLC มี
ลักษณะสมบตัิในเบื้องตนตรงกับ 9-ฟลูออรีนอล ซึ่งเปนสารทีเ่คยมีรายงานอยางแพรหลายวาเปน
สารมัธยนัตรทีเ่กิดจากการยอยสลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรียตางๆ  โดยพบวาทัง้สารมาตรฐานและ
สารมัธยนัตรทีแ่ยกไดตางก็มคีา Rf เทากับ 0.69 เมื่อตรวจวิเคราะหดวย TLC      และเมื่อวิเคราะห
ดวย HPLC โดยใชสารละลายอะซีโตไนไตรเขมขน 95 % ในเมทานอล  อัตราการไหล 3.0 มล.ตอ
นาที เปนตัวชะ     เปรียบเทียบระหวาง 9-ฟลูออรีนอล และสารมัธยนัตรที่แยกไดยงัพบวาทั้งสาร
มาตรฐานและสารตัวอยางมคีา retention time ตรงกัน  คือ Rt เทากับ 6.3 นาที ดงัผลการทดลอง
ในรูปที่ 4.17  นอกจากนีเ้มื่อนําสารมาตรฐาน 9-ฟลูออรีนอลผสมกับสารมัธยนัตรที่สกัดแยกได
แลวนําไปวิเคราะหดวย HPLC  พบสารมธัยันตรปรากฏ peak เพียงยอดเดียวซึ่งมีคา Rt เทากบั 
6.3 นาที  และมีพืน้ที่ใตกราฟเพิ่มมากขึน้เมื่อเปรียบเทียบกับรูปที่ 4.17 ก.   ซึ่งเปนโครมาโทแกรม
ของ 9-ฟลูออรีนอลเขมขน 1.0 มก. ตอลิตร  ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.18 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.19   โครมาโทแกรม HPLC ของสารผสมระหวาง 9-ฟลูออรีนอลกับสารมัธยันตรจากการ
ยอยสลายฟลอูอรีนโดย Sphingomonas sp. P2 (ใชสารละลายอะซีโตไนไตรเขมขน 
95 % ในเมทานอลเปนตวัชะ  อัตราการไหล 3.0 มล.ตอนาที) 
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4.4 การเติมสารอาหารจากดนิสกัดเพื่อชวยการยอยสลายฟลูออรนีโดย 
Sphingomonas sp. P2 

 
 เนื่องจาก Sphingomonas sp. P2  สามารถเจริญและยอยลสลายฟลูออรีนแบบโคเมตาบอ
ลิสมไดเมื่อเติมยีสตสกัดเปนสับสเตรทในการเจริญ  ในขั้นนี้จึงทดลองเติมสารอาหารที่สกัดจากดิน
แทนการเติมยสีตสกัด  เพื่อทํานายประสทิธิภาพเจริญและการยอยสลายฟลูออรีนของแบคทีเรียเมื่อ
อยูในแหลงดินที่ปนเปอน โดยเติมสารอาหารที่สกัดจากดินทีม่ีความอุดมสมบูรณ 3 แหลงไดแก  ดิน
บริเวณดานหลังตึกคณิตศาสตร  ดนิบริเวณดานขางตกึพฤกษศาสตร  และดนิสวนผลไม จังหวัด 
ชลบุรี   เจือจางใหมีความเขมขนของดินสกัดในอาหารเหลว CFMM เทากับ 0     0.05     0.1     
0.25    0.5    0.75  และ 1.0 กรัมตอมล. และมีฟลูออรีนเขมขน 100 มก. ตอลิตร เลี้ยงเชื้อแบคทเีรีย
เปนเวลา 7 วนั  แลวจึงนาํอาหารเหลวมาวิเคราะหปริมาณฟลอูอรีนที่เหลืออยูโดย HPLC ดัง
แสดงผลการทดลองในรูปที ่ 4.20 พบวาเมื่อเติมดินสกัดจากแหลงดินบริเวณดานขางตึก
พฤกษศาสตรเขมขน 0.05 กรัมตอมล. สงผลใหปริมาณของฟลูออรีนในชุดทดลองที่เติมแบคทีเรีย
ลดลงเหลือ 65.0 มก.ตอลิตร  ในขณะที่ชดุทดลองที่ไมเติมดินสกัด (0 กรัมตอมล.) ปริมาณฟลูออรีน
ลดลงเหลือ 80.7 มก.ตอลิตร   และเมื่อเพิ่มความเขมขนของดินสกัดเปน 0.25 กรัมตอมล. ปริมาณ
ฟลูออรีนในอาหารเหลวลดลงเหลือ 48.1 มก.ตอลิตร  แตพบวาปริมาณฟลูออรีนทีถ่กูยอยสลายคงที่   
แมวาจะเติมดินสกัดเพิ่มข้ึนเปน 1.0 กรัมตอมล.   โดยมีปริมาณฟลอูอรีนในอาหารเหลว CFMM 
เหลืออยู 49.8 มก.ตอลิตร สวนดนิจากแหลงอื่นๆ ใหผลการยอยสลายฟลูออรีนไมแตกตางจากชุด
ควบคุมที่ไมเตมิดินสกัด 
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รูปที่ 4.20  แผนภูมิแสดงปริมาณฟลูออรีนในอาหารเหลว CFMM ที่เตมิสารอาหารสกัดจากดนิ

บริเวณดานขางตึกพฤษศาสตร จุฬา ฯ ความเขมขนตางๆ   หลังจากเลีย้งเชื้อเปนเวลา  
7 วัน 

 
 
 

 
 



บทที่ 5 
 

สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 
 

Sphingomonas sp. P2 เปนแบคทีเรียที่คัดแยกจากแหลงดินทีป่นเปอนน้าํมนัเครื่อง  
บริเวณอูซอมรถจังหวัดปราจนีบุรี   โดยใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและพลงังาน (ณัฐพนัธุ  
ศุภกา, 2542)  และพบวาแบคทีเรียนีย้ังสามารถใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน  โดย
จํานวนเซลลของแบคทีเรียเพิ่มข้ึนในระยะแรก  แตในเวลาตอมาจาํนวนเซลลไดลดลง  จงึคาดวา
อาจเปนผลมาจากการสะสมสารมัธยนัตรบางชนิดจากการยอยสลายฟลูออรีนที่อาจมีผลตอการ
เจริญของ Sphingomonas sp. P2  

ในงานวิจัยนี้ไดทดลองขั้นตนโดยเลีย้ง Sphingomonas sp. P2 ในอาหารเลีย้งเชื้อ 
CFMM ที่มฟีลูออรีน 100 มก.ตอลิตร  พบวาแบคทีเรียมีอัตราการเจริญและมีประสิทธิภาพการ
ยอยสลายฟลอูอรีนลดลง  อาจเปนผลมาจากการเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียซึง่เก็บโดยวิธกีารแชแข็งที่
อุณหภูมิ –70 °ซ  เปนเวลานาน  จึงทําใหความสามารถในการเจรญิและการยอยสลายฟลูออรีน
ของแบคทีเรียนี้มีประสิทธิภาพลดลง 

สัจจะ ธรรมสวางสุข (2544)  ศึกษาการเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียยอยสลาย PAHs ไดแก 
Sphingomonas sp. P2 และ Rhizobium sp. CU-A1  ซึ่งมีความสามารถยอยสลายฟแนนทรีน
และอะซีแนพธิลีนไดตามลําดับ   พบวาภายหลงัเก็บรักษา Rhizobium sp. CU-A1 โดยวิธีแชแข็ง
ที่อุณหภูม ิ –70 °ซ เปนเวลา 6 เดือน  สามารถรักษาเซลลแบคทีเรียใหมีชีวิตอยูไดแต
ความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธลิีนของแบคทีเรียลดลง  สวนการเก็บรักษา 
Sphingomonas sp. P2 โดยวิธกีารเดียวกัน  สามารถรักษาเซลลแบคทีเรียใหมชีีวิตอยูและคง
ความสามารถในการยอยสลายฟแนนทรีนของแบคทีเรียนี้ไดในเวลา 4 เดือน  แตเนือ่งจากงานวิจยั
นี้ทาํการทดลองเพยีง 4 เดอืน  ถาเพิม่ระยะเวลาทดลองใหยาวขึน้ อาจพบวาความสามารถในการ
ยอยสลายฟแนนทรีนของแบคทีเรียมีแนวโนมลดลง 

Lang และ Malik (1996) ศึกษาผลของการเก็บรักษาแบคทีเรียกรมัลบ 6 สายพันธุที่มี
ความสามารถในการยอยสลายสารพษิชนดิตางๆ กนั  โดยวิธีทาํใหแหงในสภาพแข็ง (freeze-
dried หรือ lyophilization) ทั้งในภาวะที่เติมและไมเติมสารปองกนัเซลล (protective agent)   
และวิธ ี liquid-dried (การดึงน้ําออกจากสารละลายเซลลในสภาพเหลวแตไมผานภาวะแชแข็ง)      
พบวาภายหลงัการเก็บรักษาเปนเวลา 1 ป  ทั้งสามวธิลีวนสงผลทาํใหการมชีีวิตและความสามารถ
ของแบคทีเรียในการยอยสลายสารพิษลดลงแตกตางกัน   รวมทั้งเมื่อทดลองสกดัพลาสมิดของ
แบคทีเรียเหลานีพ้บการสูญเสียพลาสมิดของแบคทีเรียภายหลังเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียดวย 
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ดังนัน้จะเห็นไดวาการเก็บรักษาแบคทเีรียโดยวิธีแชแข็งที่อุณหภูม ิ –70 °ซ เปนวิธทีี่
สามารถเก็บรักษาเซลลแบคทีเรียใหมชีีวติอยูไดนาน แตอาจจะไมสามารถเก็บรักษาความสามารถ
ในการยอยสลาย PAHs เปนเวลานานก็ได  จงึอาจสงผลให Sphingomonas sp. P2 ซึ่งผานการ
เก็บรักษาดวยวิธีนีม้ีประสิทธิภาพการยอยสลายฟลูออรีนตางไปจากเดิม 

ถึงแมวา Sphingomonas sp. P2  ยอยสลายฟลูออรีนไดเพียงเล็กนอย    แตพบการ
เปลี่ยนแปลงที่บงชี้ถึงการยอยสลายคือมีสารมัธยันตรสีเหลืองสะสมอยูชั่วคราวในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CFMM ซึ่งสีเหลืองที่เกิดขึ้นมักเปนลักษณะของการแตกวงแบบเมตาของสารอะโรมาติก (Grifoll 
และคณะ, 1995)  และสารมัธยันตรสีเหลืองที่เกิดขึ้นดูดกลืนแสงสงูสุด (λmax) ที่ความยาวคลื่น
ในชวง 450-460 นาโนเมตร  จึงไมสามารถวัดปริมาณสารดังกลาวโดยใช HPLC ที่ติดตั้งความยาว
คลื่นตรวจสอบไวที่ 275 นาโนเมตรได  แตเมื่อเปรียบเทียบลักษณะการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่นตางๆ (absorption spectrum) ของสารมัธยันตรนี้พบวาใกลเคียงกับสารมัธยันตรที่รายงานไว
ดังนี้ 

 Foght    และ Westlake (1988)    พบสารที่มีคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 460 
นาโนเมตรในสวนน้ําใสที่ไดจากการบม Pseudomonas sp. HL7b  รวมกับฟลูออรีนในอาหาร
เลี้ยงชื้อเหลว  

นอกจากนีย้ังเคยมีรายงานโดย Grifoll และคณะ (1995)  ซึ่งพบสารมธัยันตรสีเหลืองจาก
การยอยสลายฟลูออรีนโดย Pseudomonas cepacia F297 มีคาการดูดกลนืแสงสูงสุดที่ความ
ยาวคลืน่ 462 นาโนเมตร  คณะผูวิจัยพยายามแยกสารมัธยนัตรนี้แตไมประสบผลสําเร็จเนื่องจาก
โครงสรางทางเคมีของสารไมคงตัว และไมสามารถวัดปริมาณสารดังกลาวโดยใช HPLC 
(ตรวจสอบที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร) 
 แตอยางไรก็ตามจากการวิเคราะห HPLC ยังพบสารมัธยันตรอีกชนิดหนึง่ (Rt เทากับ 3.2 
นาท)ี  ซึ่งระยะเวลาและปริมาณของสารที่เกิดขึน้ ไมสอดคลองกบัสารมัธยนัตรสีเหลืองที่กลาว
กอนหนานี้  จึงไมนาจะเปนสารชนิดเดียวกนั  รวมทั้งสารมัธยนัตรที่พบมีปริมาณนอยมากเมือ่
เทียบสัดสวนกับฟลูออรีนทีย่ังเหลืออยูในอาหารเหลว CFMM ทาํใหไมเพียงพอตอการแยกและ
พิสูจนเอกลักษณสารมัธยนัตรที่ไดจากการทดลองในขั้นนี ้
 วิธีการหนึ่งที่สงเสริมการยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรียคือการใชตัวชกันําเพื่อกระตุนการ
เจริญของแบคทีเรียยอยสลาย PAHs และชักนาํใหสาร PAHs ถูกเมแทบอไลท (Chen และ 
Aitken, 1999)    โดยเฉพาะการเติมแหลงคารบอนที่สามารถยอยสลายไดงายอาจกระตุนการยอย
สลายสารเคมอัีนตรายได (Shimp และ Pfaender, 1985) ดังนัน้ในการทดลองขั้นตอไปจึงเติม
สารอาหารที่คาดวา Sphingomonas sp. P2  สามารถใชเปนสับสเตรทในการเจริญได   
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Lehtomake และ Niemela (1975) อางถึงโดย Dibble และ Bartha (1979) เตมิยีสตที่
เหลือจากการหมักเบยีรเพื่อใชกระตุนการยอยสลายน้าํมันในดนิที่ปนเปอนแบบโคเมแทบอลิซึม    

Grifoll และคณะ (1992) ใชอาหาร mineral salt medium (MSM) ที่เติมยีสตสกดัในการ
คัดแยกแบคทีเรียยอยสลายฟลูออรีน เพื่อเพิ่มจํานวนแบคทีเรีย และทดแทนสารอาหารที่แบคทีเรีย
ตองการเพื่อการเจริญ  แตในเวลาตอมาพบวา Arthrobacter sp.F101 ตองการวิตามินบี 12 เปน
ปจจัยสําคัญในการเจริญ (growth factor)  และผูวจิัยตองการวิเคราะหการเจรญิและการยอย
สลายฟลูออรีนของ Arthrobacter sp.F101 เมื่อมีสารนี้เปนแหลงคารบอนและพลงังานเพียงแหลง
เดียว   จงึเปลีย่นมาเติมวิตามินบี 12 ในอาหารเลี้ยงเชื้อแทนยีสตสกัด 

ในงานวิจัยนี้พบวาเมื่อเติมยีสตสกัดซึ่งเปนสารอินทรียที่มักใชเปนสารอาหารเพื่อการ
เจริญสําหรับแบคทีเรียทั่วไป  พบวานอกจาก Sphingomonas sp. P2  สามารถใชยีสตสกัดเปน
สับสเตรทในการเจริญไดแลวยังสงผลใหปริมาณฟลูออรีนลดลงจนตรวจไมพบดวย HPLC และทํา
ใหปริมาณสารมัธยันตรที่มี Rt เทากับ 3.2 มีปริมาณเพิ่มข้ึนดวย  เนื่องจากยีสตสกัดประกอบดวย
แหลงอาหารที่อุดมสมบูรณ  โดยมีปริมาณโปรตีนสูงถงึ 73-75 %  รวมถึงวิตามินและแรธาตุซึ่งมี
ปริมาณแตกตางกันขึ้นกับข้ันตอนการผลิต    และภายในเซลลยีสตยังมีกรดไรโบนิวคลีอิก 
(ribonucleic acid, RNA) ปริมาณสูง (6-8 %)   ในบางสายพันธุอาจมีปริมาณสูงถึง 13 % 
(Sommer, 1996)         จะเห็นไดวายีสตสกัดมีสารอาหารหลากหลายชนิดซึ่งครอบคลุมชนิดของ
สารที่จําเปนตอการเจรญิของแบคทีเรีย  จึงเหมาะสําหรับใชเปนแหลงอาหารสําหรับการเจริญของ
จุลินทรีย  

จากรูปแบบการเจริญของ Sphingomonas sp. P2  ในอาหารเหลว CFMM ที่มียีสตสกัด 
0.5 % (น้ําหนักตอปริมาตร) การเจริญของแบคทีเรียไมแตกตางกันทั้งในชุดทดลองและชุดควบคุม
ที่เติมและไมเติมฟลูออรีนตามลําดับ  จึงแสดงใหเห็นวา  Sphingomonas sp. P2 ใชยีสตสกัดเปน
สับสเตรทในการเจริญเพียงอยางเดียว และยอยสลายฟลูออรีนโดยการเปลี่ยนโครงสราง 
(biotransformation) เปนสารชนิดอื่น จึงแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียนี้ไมสามารถยอยสลายฟลูออรีน
อยางสมบูรณ (mineralization) จนสมารถสรางการเจริญของเซลลได  

นอกจากการเติมยีสตสกัดแลวยังมีการเตมิสารอินทรียอ่ืนๆ เพื่อสงเสริมการเจริญและการ
ยอยสลายสารพิษตางๆ โดยแบคทีเรียดวย 

Stringfellow และ Aitken  (1995)   พบการยอยสลายฟลูออรีนแบบโคเมแทบอลิซึม
รวมกับเปปโตนโดย Pseudomonas stutzeri P16 โดยทําใหสีของอาหารเหลวเปลีย่นเปนสีเหลือง
ใส  และพบสารมัธยนัตรจากการวเิคราะห HPLC สองชนิดคือ 9-ฟลอูอรีนอล  และ 9-ฟลูออรีโนน   
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Yuan และคณะ (2000) พบวาการเติมแหลงคารบอนที่เปนสารอินทรียไดแก ยีสตสกัด  
อะซีเตท  กลูโคส  และไพรูเวท  (50 มก.ตอลิตร) ทําใหอัตราการยอยสลายฟแนนทรนีในดิน
ตะกอนจากแมน้ําเพิ่มข้ึน     
 จะเห็นไดวาเมื่อเติมสารอินทรียตางๆ รวมกับสาร PAHs มีผลทําใหการยอยสลายโดย
แบคทีเรียเกิดขึ้นอยางมีประสิทธิภาพ  และสารที่กลาวมาลวนเปนสารที่จุลินทรียสามารถนําไปใช
เปนแหลงคารบอนในการเจริญไดงายกวาการใชสาร PAHs ซึ่งมีโครงสรางและระบบเอนไซมที่ใช
ในการยอยสลายซับซอนกวา  โดยไมเกิดผลยับยั้งการยอยสลายสาร PAHs  แตการเติม
สารอินทรียในการบําบัดทางชีวภาพอาจไมใหผลดีเสมอไป     Piehler และ Paerl (1996) พบวา
เมื่อเติมแมนนิทอลทําใหยอยสลายเชื้อเพลิงดีเซลไดลดลง  เนื่องจากแมนนิทอลอาจเปนแหลง
คารบอนและพลังงานที่จุลินทรียใชในการเจริญไดงายกวา   

การเติมสารอนิทรียโดยเฉพาะการเติมปริมาณมากอาจมีผลยับยัง้การยอยสลายเนือ่งจาก
จุลินทรียเลือกใชแหลงคารบอนที่ใชในการเจริญไดงายกอน  และเมื่อแหลงคารบอนนัน้หมดไป  
แบคทีเรียจึงหนัมาใชแหลงคารบอนทีม่ีโครงสรางซับซอนยากแกการยอยสลาย  ทาํใหเกิดการยอย
สลายสารเปนลําดับ (sequential degradation) (Molina และคณะ, 1999)  

การเติมสารคารบอนเพื่อใชเปนสับสเตรทชนิดที่สองอาจสงเสริมหรือยับยั้งการยอยสลาย
สารพิษตางๆ ขึ้นกับความสัมพันธของสารที่เติมกับสารที่ตองการบาํบัด  รวมทัง้กลไกในการยอย
สลายดวย (Schmidt และ Alexander, 1985) 

การยอยสลาย PAHs แบบโคเมแทบอลิซมึรวมกับสาร PAHs ดวยกันเอง  มีรายงาน
แพรหลายวาเกิดจากเอนไซมที่ใชยอยสลาย PAHs ที่ผลิตโดยแบคทีเรีย มักจะสามารถยอยสลาย 
PAHs ไดหลายชนิด (broad substrate range)  (Stringfellow และ Aitken,  1995)    แตกลไก
การยอยสลาย PAHs รวมกับสารอาหารอินทรียอ่ืนที่ไมใชสารกลุม PAHs แลวทําใหสาร PAHs 
ถูกเมแทบอไลทตอไปไดนั้นยังไมมีรายงานที่ชัดเจน  แตในงานวิจัยนี้อาจสันนิษฐานไดวา 
Sphingomonas sp. P2  ยอยสลายฟลูออรีนรวมกับยสีตสกัดโดย 
1. เดิม Sphingomonas sp. P2  สามารถผลิตโมโนออกซีจิเนสเปนเอนไซมเร่ิมแรก (initial 
enzyme) ที่เปลี่ยนฟลูออรีนไปเปนสารอื่น        ซึ่งพบไดในแบคทีเรียยอยสลายฟลูออรีนเชน 
Arthrobacter sp. F101 (Casellas และคณะ, 1997)   และ Pseudomonas sp. F274  (Grifoll 
และคณะ, 1994) เปนตน  เอนไซมดังกลาวทําหนาที่เติมออกซิเจนแกวงไซโคลเพนธีนของ
ฟลูออรีนทําใหเปลี่ยนฟลูออรีนเปน 9-ฟลูออรีนอลได  แตเนื่องจาก Sphingomonas sp. P2  มี
ปริมาณเซลลที่จํากัดจึงมีเอนไซมผลิตขึ้นเพียงเล็กนอย  ทําใหฟลูออรีนในอาหรเหลวถูกเปลี่ยนไป
บางสวน  เมื่อเติมยีสตสกัดทําใหแบคทีเรียสามารถเพิ่มจํานวนเซลลได  ปริมาณโมโนออกซีจิเน
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สจึงเพิ่มข้ึนดวยซึ่งสงผลใหฟลูออรีนถูกเปลี่ยนรูปไปไดมากขึ้น จนตรวจไมพบฟลูออรีนเหลืออยูใน
อาหารเหลว 
2. ภายในองคประกอบของยีสตสกัดมีกรดอะมิโนหลายชนิดที่มโีครงสรางเปนวงอะโรมาติก
ไดแก ฟนิลอะลานนี   ไทโรซีน   และทริปโตเฟน รวมทั้งกรดไรโบนิวคลีอิกสารเหลานี้มโีครงสราง
เปนวงคลายกบัสาร PAHs อาจชักนําใหผลิตเอนไซมที่สามารถยอยสลาย PAHs ได  โดยเอนไซม
ที่ถูกชกันาํใหสรางขึ้นคือไดออกซีจิเนสซึง่มีความจาํเพาะต่ําสามารถเรงปฏิกิริยาที่ใกลเคียงกันได
หลายชนิด (Stringfellow และ Aitken,  1995) ในงานวิจัยนี้ยีสตสกดัอาจชักนาํให 
Sphingomonas sp. P2  ผลิตไดออกซีจิเนสที่สามารถเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยน 9-ฟลูออรีโนนซึง่
เปนสารมธัยนัตรที่เกิดขึ้นภายหลงัจากสาร 9-ฟลูออรีนอลถูกดึงไฮโดรเจนออก           โดยเปลี่ยน 
9-ฟลูออรีโนนเปน 1,1เอ-ไดไฮดรอกซี-1-ไดไฮโดร-9-ฟลูออรีโนน (1,1a-dihydroxy-1-hydro-9-
fluorenone) และถูกยอยสลายตอไป 
 จากการเติมยสีตสกัดในงานวิจยันี้มีผลทาํใหปริมาณฟลูออรีนลดลงและทําใหปริมาณ
สารมัธยนัตรจากการวิเคราะห HPLC มีปริมาณเพิม่ข้ึนดวย  ผลการทาํสารมัธยนัตรใหบริสุทธิ์และ
การวิเคราะหทางเคมีพบวาเมื่อ Sphingomonas sp. P2 ยอยสลายฟลูออรีนแบบโคเมแทบอลิซมึ
รวมกับยีสตสกัดทําใหมีการสะสมสารมัธยันตรจากการยอยสลายดังกลาวอยูชั่วคราว และไมมีผล
ทําใหจํานวนเซลลแบคทีเรียลดลงแตอยางใด   สารมัธยนัตรที่แยกไดคือ            9-ฟลูออรีนอลซึง่
มีรายงานวาเปนสารมัธยันตรตัวแรกที่พบในการยอยสลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรียชนิดตางๆ  
 Grifoll และคณะ (1994) ไดเสนอวิถีการยอยสลายฟลูออรีนโดย Pseudomonas sp. 
F274  พบแบคทีเรียนี้อาศยักิจกรรมของเอนไซมไดออกซีจิเนสเปลี่ยน 9-ฟลูออรีโนนเปน 1,1เอ-
ไดไฮดรอกซี-1-ไดไฮโดร-9-ฟลูออรีโนน (1,1a-dihydroxy-1-hydro-9-fluorenone) แลวจึงมีการ
เปดวงไซโคลเพนธนี    และยอยสลายตามวถิีการยอยสลายไบฟนิล (biphenyl) ตอไปจนได
ผลิตภณัฑเปนกรดพธาลิก (phthalic acid) และกรดโปรโตคาทีคอิูก (protocatechuic acid) 
ตามลําดับ 
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รูปที่ 5.1 วิถกีารยอยสลายฟลูออรีนโดย Pseudomonas sp. F274 (Grifoll และคณะ, 1994) 

fluorene (I), 9-fluorenol (II), 9-fluorenone (III), 1,1a-dihydroxy-1-hydro-9-fluorenone (IV),     
8-hydroxy-3,4-benzocoumarin (VI), phthalate (VII), 4,5-dihydroxyphthalate (VIII), 
protocatechuate (IX), 2-hydroxy-4-carboxy-cis,cis-muconic semialdehyde (X) 
 
 

 
แตในงานวิจยันี้ไมสามารถแยก 9-ฟลูออรีโนน และสารมัธยนัตรอ่ืนๆ ที่ถกูยอยสลายตอ

จากฟลูออรีโนน  จงึยงัไมสามารถสรุปไดวาฟลูออรีนถกูยอยสลายผาน 9-ฟลูออรีนอล  แลวดึง
ไฮโดรเจนออกกลายเปน 9- ฟลูออรีโนน  และยอยสลายตอไปตามวิถนีี้  รวมทั้งการพบสารมัธ
ยันตรสีเหลืองในอาหารเหลว CFMM ซึ่งเปนลักษณะของการแตกวงเบนซีนแบบเมตา  การยอย
สลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2  จึงอาจเกดิโดยอาศัยแนวทางอื่นไดเชนกนั 

Grifoll และคณะ (1992) รายงานวาเชื้อแบคทีเรีย Arthrobacter sp. F101 (Casellas 
และคณะ, 1997)สามารถใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและพลงังานในการเจริญได   และพบ
สารมัธยนัตรสีเหลืองในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM  จึงเสนอวิถีเมตาบอลิสมในการยอยสลายฟลูออรีน
โดย Arthrobacter sp. F101 อีกวิถหีนึง่โดยฟลูออรีนถูกเปลี่ยนโครงสรางเปน 3,4-ไดไฮโดรคูมา
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ริน  (3,4-dihydrocoumarin) ซึ่งเกิดจากการแตกวงเบนซีนที่คารบอนตําแหนงที่ 3 และ 4 ของ
ฟลูออรีน  โดยวิถีนีเ้ปนวิถทีีท่ําใหเกิดการเพิ่มจํานวนเซลล        

Grifoll และคณะ (1995) รายงานวาในระหวางการเจรญิของ Pseudomonas cepacia 
F297 โดยใชฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน    ตรวจพบสารมัธยนัตรทีท่ําใหอาหาร
เลี้ยงเชื้อเปลีย่นจากไมมีสีเปนสีเหลืองซึง่สะสมอยูในอาหารเหลวเพียงชั่วคราว  แตสารสีเหลืองที่
เกิดขึ้นตรวจไมพบเมื่อวิเคราะหโดย HPLC แตผูวิจัยตรวจพบสารมัธยันตรอ่ืนๆ หลายชนิดและพบ
สารชนิดใหมที่สําคัญคือ 1-อินดาโนน (1-indanone)  ซึ่งเกิดจากกลไกการยอยสลายที่คลายกับ
วิถีการยอยสลายแนพธาลีน (naphthalene)  คือมีการเติมหมูออกซิเจนเขาที่วงเบนซีนในตําแหนง
คารบอนที่ 3 และ 4  แลวจงึเกิดการแตกวงและปลดปลอยไพรูเวท (pyruvate)  วถิีการยอยสลาย
ฟลูออรีนโดย Pseudomonas cepacia F297 แสดงดังรูปที่ 2.3 ในวารสารปริทัศน 

Casellas และคณะ (1997) พบสารมธัยนัตรชนิดใหมที่สนับสนุนการนําเสนอวิถกีารยอย
สลายฟลูออรีนโดย Arthrobacter sp. F101 ยอยสลายฟลูออรีนโดยเริ่มจากการเติมหมูออกซิเจน
โดยเอนไซมไดออกซีจิเนสที่คารบอนตําแหนงที่ 3 และ 4  ทําใหมีการแตกวงแบบเมตา    แลวจงึ
เกิดอัลโดเลส (aldolase) เปลี่ยนเปนฟอรมิล อินดาโนน (formyl indanone)   ซึ่งเปนวถิีที่
แบคทีเรียใชในการเจริญ  วถิีการยอยสลายฟลูออรีนโดย Arthrobacter sp. F101 ดังรูปที่ 5.2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 5.2 วิถีการยอยสลายฟลูออรีนโดย Arthrobacter sp. F101โดยเริ่มจากการเติมหมูออกซิเจน

ที่คารบอนตําแหนงที ่3 และ 4 (Casellas และคณะ, 1997) 
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ในงานวิจัยนี ้ Sphingomonas sp. P2  อาจยอยสลายฟลูออรีนโดยเติมออกซิเจนที่
คารบอนตําแหนงที ่ 9 ของฟลูออรีน  ทําใหมีการสะสม 9-ฟลูออรีนอล และตอมาถูกดึงไฮโดรเจน
ออกกลายเปน 9-ฟลูออรีโนน  ซึ่งอาจถกูยอยสลายตอไปโดยอาศัยกลไกที่เหมือนกับ 
Pseudomonas sp. F274 (Grifoll และคณะ, 1994)   คือเอนไซมไดออกซีจิเนสเติมออกซิเจนแก 
9-ฟลูออรีโนนกลายเปน 1,1เอ-ไดไฮดรอกซี-1-ไดไฮโดร-9-ฟลูออรีโนน จึงทําใหวงไซโคลเพนธี
นเปดออกแลวยอยสลายตามวิถีการสลายไบฟนิลจนไดผลิตภัณฑเปนกรดพธาลิกและกรดโปรโต
คาทีคูอิก  ซึง่จะถูกยอยสลายตอไปในที่สดุ 

ในการทดลองเติมสารอาหารจากดินสกัดตอการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas 
sp. P2 พบวาสารอาหารในดินบริเวณดานขางตึกพฤกษศาสตรมีผลทําใหปริมาณฟลูออรีนใน
อาหารเหลว CFMM ลดลง 40 %    เมื่อเทียบกับชุดที่ไมเติมสารจากดินสกัด อาจเปนเพราะในดนิ
สกัดมีสารอาหารเชน กรดอะมิโน วิตามนิ หรือแรธาตุตางๆ ที่เกิดจากการทับถมของซากพืชซาก
สัตว  ซึ่ง Sphingomonas sp. P2 สามารถในไปใชในการเจริญได และสารตางๆ เหลานี้อาจชักนาํ
ใหแบคทีเรียผลิตเอนไซมยอยสลาย PAHs ไดดวย  สวนดินบริเวณอื่นๆ อาจมีปริมาณธาตุอาหารที่
จุลินทรียสามารถนาํไปใชไดเจือจางกวา  จึงไมมีผลตอการยอยสลายฟลูออรีนโดยแบคทีเรียนี ้
 การยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 เพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่มปริมาณของดินสกัด
ในอาหารเหลว CFMM     แตพบวาเมื่อเพิ่มปริมาณสารจนถึงระดับหนึ่งฟลูออรีนทีถู่กยอยสลายก็
มิไดเพิ่มข้ึนแตอยางใด          คาดวาเปนเพราะในสารสกัดจากดนิอาจมีสารหลายชนิดผสมกนัอยู
แตปริมาณธาตุอาหารที่จุลนิทรียสามารถนําไปใชไดมีอยูจํากัด ถงึแมวาจะเพิ่มปริมาณของดินที่
นํามาสกัดแตปริมาณของสารอาหารที่จุลินทรียนํามาใชไดอาจไมเพิ่มข้ึน 

แตเมื่อเปรียบเทียบผลการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2 รวมกบัยีสต
สกัดและสารอาหารจากดนิสกัดแลวพบวา สารอาหารจากยีสตสกัดสงผลใหการยอยสลาย
ฟลูออรีนเกิดไดอยางรวดเรว็และมีประสิทธิภาพกวาการเติมสารอาหารจากดินสกัด อาจเปนเพราะ
ยีสตสกัดเปนแหลงที่อุดมไปดวยสารอาหารที่จุลนิทรียสามารถนําไปใชไดงาย  และประกอบดวย
สารอาหารที่เขมขนกวา  สวนสารอาหารจากดินสกัดนัน้อาจจะเจือจางกวาทําใหจลิุนทรียนําไปใช
ไดในปริมาณนอย   



บทที่ 6 
 

ขอเสนอแนะงานวจิัย 
 

6.1 กอนนําเชื้อแบคทีเรียยอยสลาย PAHs ที่เกบ็รักษาโดยวิธแีชแข็ง– 70 °ซ มาใชใน
การวิจยั  ควรตรวจสอบความสามารถในการยอยสลาย PAHs  วายงัมีประสิทธิภาพหรือไม  และ
ควรหาวิธีการที่มีประสิทธิภาพในการเก็บรักษาเซลลแบคทีเรียใหมชีีวติอยูไดนาน และรักษา
ความสามารถในการยอยสลาย PAHs ใหคงที่มากที่สุด 

6.2 กอนเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียเพื่อใชในการทดลองควรเลี้ยง Sphingomonas sp. 
P2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่เติมฟลูออรีน  และถายเชื้อสูอาหารใหมอยางนอย 2-3 คร้ัง  
เพื่อใหแบคทเีรียปรับตัวจนคุนเคยกับสารฟลูออรีน  จะทาํใหประสิทธิภาพการยอยลายฟลูออรีน
คงที่เทากันทุกครั้งกอนนําไปใชในการทดลอง 

6.3 การวิเคราะหสารมัธยันตรดวย TLC และวิธี HPLC พบวาสารมัธยันตรหลายชนิด
ที่เกิดขึ้นมีคา Rf  และ คา Rt ใกลเคียงกันมากซึ่งยากตอการจําแนกวาเปนสารชนิดใด และ
ประสิทธิภาพการแยกสารมัธยันตรอาจไมสมบูรณ     อาจทําการปรับเปล่ียนระบบตัวทําละลายที่
ใชในการชะใหเหมาะสม  

6.4 ควรจะทาํการสกัดแยกและพิสูจนเอกลักษณของสารมธัยันตรชนิดอื่นๆ ที่สะสม
จากการยอยสลายฟลูออรีนเพิ่มเติม  เพื่อพิสูจนวา Sphingomonas sp. P2 ยอยสลายฟลูออรีน
โดยผาน 9-ฟลูออรีนอลแลวสารนีถู้กยอยสลายตอไปโดยเชนเดียวกบัวิถีการยอยสลายฟลูออรีน
โดย Pseudomonas sp. F274 (Grifoll และคณะ, 1994)      หรืออาจยอยสลายฟลูออรีนผาน 
3,4-ไดไฮดรอกซีฟลูออรีน หรือ1,2-ไดไฮดรอกซีฟลูออรีน  แตในขณะเดียวกนักส็ามารถออกซไิดส 
ฟลูออรีนผาน 9-ฟลูออรีนอลดวย เพื่อใชรักษาสมดุลไพรูเวทเชนเดียวกบั Pseudomonas cepacia 
F297 (Grifoll และคณะ, 1995) 
 6.5 ควรวิเคราะหองคประกอบและปริมาณสารอาหารในแหลงดนิทีน่ํามาทดสอบการ
ยอยสลายฟลอูอรีนโดย Sphingomonas sp. P2    เพื่อใหทราบวาสารอาหารใดในแหลงดนิทีม่ี
บทบาทตอการยอยลายฟลอูอรีน รวมถึงทราบแนวทางในการยอยสลายฟลอูอรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2 เมือ่อยูในแหลงดินที่มกีารปนเปอน PAHs  
 6.6 ควรติดตามสารมัธยนัตรจากการวเิคราะห TLC เพิ่มเติมหลังจาก 15 ชม. เพื่อให
ทราบชนิดของสารมัธยนัตรอ่ืนๆ เพิ่มข้ึน เพื่อสามารถทาํนายวิถกีารยอยสลายฟลูออรีนโดย 
Sphingomonas sp. P2 ไดชัดเจนยิง่ขึ้น 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM) 
 
แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3)     3.0       กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO4•12H2O) 5.5       กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.8       กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4•7H2O)    0.01     กรัม 
เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O)    0.005   กรัม 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O)   0.005   กรัม 

 
 ละลายสารสามชนิดแรกในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที ในสวนของสารละลายสามชนดิหลงัทาํ
การเตรียมแยกแตละชนิดแลวทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตต
ขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร แลวจึงเติมลงในอาหารที่ทําการนึ่งฆาเชื้อแลว 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM (CFMM agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเหลว CFMM แตละลายแบคโตอะการ  
15 กรัมตออาหาร 1,000 มล. ลงไปในสารสามชนิดแรกกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที ทิ้งไวจนไดอุณหภูมิ 50-60°ซ จึงเติมสาร
สามชนิดหลังที่ฆาเชื้อแลวกอนนําไปใช 
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3. อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย  
 

เตรียมอาหารดวยวิธเีชนเดียวกับการเตรยีมอาหารเหลว CFMM แตเติมโซเดียมเบนโซเอท  
1 กรัมตออาหาร 1,000 มล. ลงไปในสารสามชนิดแรกกอนนาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที  แลวจึงเตมิสารสามชนิดหลังที่ฆาเชื้อแลว
กอนนําไปใช 
 
4. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 

ทริปโตน       10.0 กรัม 
ผงสกัดจากยีสต         5.0 กรัม 
โซเดียมคลอไรด         5.0 กรัม 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 

 
5. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB แตละลายวุนผง 15 
กรัมตออาหาร 1,000 มล. ลงไปในอาหารกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที  
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

1. สารละลายฟลูออรีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด (Fluorene in DMSO solution) 
 

ชั่งฟลูออรีน 0.1 กรัม ละลายในไดเมทธิลซลัฟอกไซดปริมาตร1.0 มล. ผสมดวยเครื่องปน
ผสมจนฟลูออรีนละลายหมด ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสาํเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาด
รูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เกบ็รักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ เติมลงใน
อาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว  

 
2. สารละลายมาตรฐานของ PAHs และอนุพันธชนิดตางๆ ในเมทธานอล 

 
ชั่งสารฟลูออรีน  9-ฟลูออรีนอล  9-ฟลูออรีโนน  2,3-ไดไฮดรอกซีไบฟนิล  กรดซาลิไซลิก  

และกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก  ชนิดละ 0.1 กรัม ละลายสารมาตรฐานแตละชนิดในเมธานอล
ปริมาตร 10 มล. ผสมดวยเครื่องปนผสมจนสารละลายหมด กรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด 
PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร        เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ 
–20 °ซ เพื่อใชเปนสารมาตรฐานในการวิเคราะหสารมัธยันตดวยวิธี TLC และ HPLC 
 
3. สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 

 
ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที  
 

4. กลีเซอรอล 
 

นํากลีเซอรอลมานึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปน
เวลา 20 นาที ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามานึ่งฆาเชื้อใหมอีก 2 คร้ัง 
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5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล 
 

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 4.0 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 90 มล. ในขวดวดัปริมาตรขนาด 100 
มล. ปรับปริมาตรใหครบ 100 มล. ดวยน้าํกลั่น 

 
6. สารละลายเมธานอลเขมขน 80 %ในน้ํา (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 

กรองเมธานอล 100 %ผานเยื่อกรองชนิด FH ที่มีขนาดรูกวาง 0.5 ไมโครเมตร กําจัด
อากาศออกดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง จากนั้นผสมเมธานอล 100 %ปริมาตร 80 มล. กับน้ํา
กลั่นที่กรองและกําจัดอากาศออกแลวปริมาตร 20 มล. นําไปกําจัดอากาศดวยเครื่องกําเนิดเสียง
ความถี่สูงอีกครั้งจนไมเหลือฟองอากาศ 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐานของฟลูออรีน 
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รูปที่ ค. 1 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟลูออรีนกบัพื้นที่ใตกราฟ ที่ไดจากการวิเคราะหโดยวิธี 
HPLC 

 
ความเขมขนของฟลูออรีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธ ี HPLC 

มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี ้
 

พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณฟลูออรีน) + จดุตัดแกนวาย 
โดยที ่   ความชนัของกราฟมาตรฐาน  = 581.35 
   จุดตัดแกนวาย   =         -54.292 
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ภาคผนวก ง 
 

 
รูปที่ ง.1 แมสสเปกตรัมของสารมัธยนัตรจากการยอยสลายฟลูออรีนโดย Sphingomonas sp. P2(
ก.)   เปรียบเทยีบกับแมสสเปกตรัมของสารมาตรฐาน 9- ฟลูออรีนอล (ข.) 
 

ข.

ก.
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 นางสาวธัญญรัตน  ชํานาญกิจ  เกิดเมื่อวันที ่ 30 มกราคม พ.ศ. 2522 ทีจ่ังหวัด
นครราชสีมา    สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต     สาขาจุลชีววทิยา    ภาควิชา
จุลชีววทิยา  คณะวิทยาศาสตร  มหาวทิยาลัยบูรพา ในปการศึกษา 2542 และเขารับการศึกษาตอ
ในระดับปริญญามหาบัณฑติ  สาขาจุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม  ภาควชิาจุลชีววิทยา               
คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ในปการศกึษา 2543 
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