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A bacteria consortium, isolated from waste water contaminated with gas and oil , 
was found capable of degrading a range of PAHs including phenanthrene,  
acenaphthene, fluorene and fluoranthene. The consortium contains three predominant 
isolates, one of which was identified as Sphingomonas sp. via its morphological and 
biochemical characteristics along with 16S rDNA gene sequencing and consequently 
designated as Sphingomanas sp. SP2 . The organism was able to use acenaphthene as 
carbon and energy source but unable to use naphthalene, acenaphthylene, 
dibenzofuran, phenanthrene, anthracene, fluorene, fluoranthene and pyrene. Cultivation 
of the organism in minimum medium supplemented with acenaphthene, revealed that 
the organism could utilize 900 mg/L acenaphthene down to undetectable amount via 
HPLC within 6 days of which six metabolic products were detected by TLC after 54 h of 
cultivation. The three major metabolites were further isolated, purified and identified by 
TLC and HLPC with reference to standard compounds, one of which was likely either 
acenaphthenequinone or naphthalene 1,8-dicarboxylic acid. It was also found that 
growth and degradative ability toward acenaphthene of Sphingomanas sp. SP2 was 
inhibited during cometabolism with 75 mg/L acenaphthene, 200 mg/L naphthalene or 75 
mg/L dibenzofuran.
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บทที่ 1

บทนํา

ปจจุบันเปนที่ยอมรับกันโดยทั่วไปวาภาคอุตสาหกรรมจัดเปนแหลงสําคัญของมลพิษที่
ปลอยออกสูสิ่งแวดลอม  ดวยการพัฒนาเศรษฐกิจของประเทศจากระบบเกษตรกรรมสูระบบ     
อุตสาหกรรมทําใหเกิดการขยายตัวของอุตสาหกรรมเปนอยางมากในชวงระยะ 10 ปที่ผานมา   
โดยมี อัตราการขยายตัวของภาคอุตสาหกรรมโดยเฉลี่ยเพิ่มสูงขึ้นรอยละ  13.7 ตอป                
(เครือขายความรวมมือมหาวิทยาลัยไทยดานการจัดการสิ่งแวดลอม, 2545) ผลที่ติดตามมาคือ
การใชเชื้อเพลิงเพิ่มมากขึ้น   โดยสวนใหญอยูในภาคการขนสง ในรูปยานพาหนะ และภาคการ
ผลิต ในรูปเครื่องจักรกลสําหรับการผลิตสินคา   แมวาการพัฒนาทางอุตสาหกรรมจะทําใหเกิด
ความมั่นคงทางเศรษฐกิจ   เกิดการสรางงานในชุมชนและทําใหคุณภาพชีวิตของประชากรดีขึ้นก็
ตามแตผลเสียที่ตามมาคือปญหาสิ่งแวดลอมเปนพิษ ท้ังในดิน แหลงน้ํา และอากาศ    อันเนื่องมา
จากการปลอยของเสียมีพิษจากแหลงตางๆทั้งจากบานเรือนและโรงงานอุตสาหกรรมออกสู        
สิ่งแวดลอม   จากขอมูลการสํารวจของกรมควบคุมมลพิษ กระทรวงวิทยาศาสตร เทคโนโลยีและ
สิ่งแวดลอม ในป พ.ศ. 2539  พบวาปริมาณกากของเสียอันตรายที่เกิดขึ้นทั่วประเทศมีทั้งสิ้น     
1.6 ลานตัน  ในจํานวนนี้เปนกากของเสียอันตรายที่เกิดจากโรงงานอุตสาหกรรมประมาณ          
1.2 ลานตัน หรือคิดเปนรอยละ 73.3 ของกากของเสียอันตรายที่เกิดขึ้นทั้งหมด   ทั้งนี้จากจํานวน
โรงงานอุตสาหกรรมทั่วประเทศประมาณ 104,000 โรงงาน มีโรงงานอุตสาหกรรมที่กอใหเกิดของ
เสียอันตรายอันมีผลตอสุขภาพรางกายของมนุษยและคุณภาพสิ่งแวดลอมอยูประมาณ       
16,000 โรงงาน เชน อุตสาหกรรมปโตรเลียม อุตสาหกรรมเคมี อุตสาหกรรมพลาสติก                
อุตสาหกรรมแบตเตอรี่  อุตสาหกรรมถลุงโลหะ  อุตสาหกรรมกําจัดศัตรูพืช เปนตน (กรมควบคุม
มลพิษ, 2541) ในจํานวนนี้มีของเสียที่จัดเปนของเสียอันตรายประเภทน้ํามันและปโตรเลียมดวย 
โดยของเสียประเภทนี้มีสวนประกอบสารอินทรียหลายชนิดและที่สําคัญคือ สารในกลุม              
พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs)

สาร PAHs เปนสารประกอบอินทรียที่มีโครงสรางของคารบอนและไฮโดรเจนรวมกันเปน
วงอะโรมาติกเบนซีนมาเชื่อมตอกันเปนเสนตรง (linear) เปนมุมงอ (angular) หรือเปนกลุม 
(cluster) ตั้งแต 2 วงขึ้นไป จัดเปนสารที่กอใหเกิดอันตรายรายแรงตอส่ิงมีชีวิตเนื่องจากความเปน
พิษของตัวมัน เปนสารซึ่งกอใหเกิดมะเร็ง (carcinogen) เปนสารที่กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของ
ยีน (mutagen) และเปนสารที่กอใหเกิดลักษณะทารกในครรภมีรูปรางวิปริต (teratogen) (WHO, 
1983 อางถึงโดย Wilson และ Jones, 1993) โดยสารเหลานี้มีแหลงกําเนิดมาจากกระบวนการ
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ผลิตในภาคอุตสาหกรรม น้ํามัน ถานหิน กระบวนการเผาไหมที่ไมสมบูรณของเชื้อเพลิงฟอสซิล  
(Volkering และคณะ, 1992) นอกจากนี้สาร PAHs ยังสามารถเกิดขึ้นไดเองตามธรรมชาติจาก
การรั่วซึมของน้ํามันตามธรรมชาติ ไฟไหมปา และภูเขาไฟระเบิด (Cerniglia, 1992)

อะซีแนพธีน เปนหนึ่งในสารประกอบในกลุมสาร PAHs ที่มีวงเบนซีน 2 วงเชื่อมตอกับวง
แหวน ไซโคลเพนเทน  1 วง มีการเรียงตัวเปนกลุม พบเปนสวนประกอบของสารครีโอโสต 
(creosote) (Mueller และคณะ, 1989)  น้ํามันดําจาก  ถานหิน (coal tar) และในควันบุหร่ี 
(Neurath, 1972) กอใหเกิดความเปนพิษทั้งแบบเฉียบพลันและแบบเรื้อรัง ทําใหสัตวน้ําตาย 
(Holcomb และคณะ, 1983) และเกิดกลายพันธุของแมลง Candida scothii (Imshenetskii และ
คณะ , 1985) The United State Environmental Protection Agency (USEPA) จัดอะซีแนพธีน 
(acenaphthene) และสาร PAHs รวมทั้งหมด 16 ชนิด อยูในกลุมของสารกอมลพิษที่ตองปองกัน
การปนเปอนและกําจัดออกจากสิ่งแวดลอมอยางเรงดวน (WHO, 1983 อางถึงโดย Wilson และ 
Jones, 1993)

 ปญหามลพิษในส่ิงแวดลอมที่เกิดขึ้นในปจจุบัน นักวิทยาศาสตรไดพยายามหาแนวทางที่
มีประสิทธิภาพในการกําจัดสารพิษกลุมนี้ หนึ่งในวิธีการที่ใชคือกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ 
(bioremediation) โดยการใชประโยชนจากความสามารถของจุลินทรียมาสลายสารพิษใหมีความ
เปนพิษลดลงหรือหมดไป (Mueller และคณะ, 1989) ซึ่งเปนวิธีที่ดีกวาการบําบัดทางเคมี การฝง
กลบ และการเผาที่อุณหภูมิสูง เนื่องจากปลอดภัยตอส่ิงแวดลอม คาใชจายต่ํา (Lee และ 
Cutright, 1996)  และไมกอใหเกิดสารพิษชนิดใหมที่มีอันตรายมากกวาเดิม เนื่องจากจุลินทรียใช
สารพิษเปนแหลงพลังงานและคารบอน

อยางไรก็ตามการยอยสลายสาร PAHs ทางชีวภาพนั้น ยังมีขอจํากัดอยูบางเชน  จุลินทรีย
สวนใหญไมสามารถยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง  ซึ่งมีความเปนพิษสูง ละลายน้ํา
ไดต่ํา และมีความคงตัวมาก จึงยากตอการยอยสลายโดยจุลินทรียได (Wilson และ Jone, 1993) 
แตการยอยสลายโดยกลุมจุลินทรีย (consortium) (Bouchez และคณะ,1995) และโคเมตา        
บอลิสม (co–metabolism ) ( Wilson และ Jones, 1993 ) เปนกระบวนการที่ทําใหการยอยสลาย
สาร PAHs มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น ดังนั้นการคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอย
สลายสาร PAHs จึงเปนสิ่งที่สําคัญ อีกทั้งประเทศไทยตั้งอยูในพื้นที่ภูมิอากาศแบบรอนชื้น ทําใหมี
ความหลากหลายทางชีวภาพสูงรวมถึงจุลินทรียดวย จึงมีความเปนไปไดที่จะสามารถคัดแยก      
จุลินทรียทองถิ่นที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารกลุมนี้ โดยมีขอดีที่จุลินทรียที่คัดแยกไดยอม
สามารถปรับตัวไดดีกับสภาพดินฟาอากาศทองถิ่น (Wilson และ Jone, 1993) ซึ่งคาดวาจะ
สามารถนําไปใชเพื่อการบําบัดหรือกําจัดสารกลุมนี้จากสิ่งแวดลอมที่มีการปนเปอนสาร PAHs ใน
ประเทศไทยได
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วัตถุประสงคของงานวิจัย

คัดแยก และจําแนกชนิดแบคทีเรียสายพันธุใหม ที่สามารถยอยสลายสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน รวมไปถึงศึกษาการเจริญ และความสามารถในการยอยสลายสารพอลิไซคลิก    
อะโรมาติกไฮโดรคารบอน ของแบคทีเรียที่คัดแยกได

 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ

แยกแบคทีเรียไดจากน้ําเสียที่ปนเปอนสารปโตรเคมี ที่สามารถยอยสลายสารพอลิไซคลิก           
อะโรมาติกไฮโดรคารบอนได และทราบลักษณะการยอยสลายสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน  เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนตอการนําจุลินทรียนี้ไปใชประโยชนในการบําบัดปญหา   
ส่ิงแวดลอมตอไป
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บทที่ 2

วารสารปริทัศน

 สารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, 
PAHs) เปนสารประกอบอินทรียที่พบปนเปอนอยูทั่วไปในส่ิงแวดลอมทั้งในแหลงน้ํา ดิน และ 
อากาศ   สาร PAHs เกิดจากกระบวนการสังเคราะหตามธรรมชาติ หรือจากกิจกรรมตางๆของ
มนุษย เชน การเผาไหมเชื้อเพลิงในชีวิตประจําวัน การติดเครื่องยนต การประกอบอาหารในครัว
เรือน และจากควันบุหร่ี โดยบริเวณแหลงโรงงานอุตสาหกรรมปโตรเคมี  อุตสาหกรรมการผลิต
และใชสารเคลือบเนื้อไมเปนตน จะพบการปนเปอนของสาร PAHs ในปริมาณสูง เมื่อสาร PAHs      
ปนเปอนในสิ่งแวดลอม จะตกคางอยูในสิ่งแวดลอมเปนเวลานาน เนื่องจากมีโครงสรางโมเลกุลที่
เสถียร โดยปกติในธรรมชาติจะเปนของแข็ง และละลายน้ําไดนอยมาก รวมทั้งถูกดูดซับโดยสาร
อินทรียไดอยางรวดเร็ว ทําใหสาร PAHs สลายตัวไดชามาก (Grosser และคณะ, 1991)       
PAHs สามารถเขาสูวงจรอาหารได โดยการสะสมอยูในพืชที่ข้ึนบนดินและน้ําที่ปนเปอนและเขาสู
สัตวผานทางหวงโซอาหารทําใหเขาสูมนุษยไดในที่สุด (Means และคณะ, 1980) สาร PAHs เขาสู
รางกายมนุษยไดทั้งทางหายใจ รับประทาน และสัมผัสโดยตรงทางผิวหนัง

สาร PAHs รวม16 ชนิดเปนสารกอมลพิษที่สําคัญซึ่งทาง The United State 
Environment Protection Agency ( USEPA )  จัดใหอยูในกลุมของสารกอมลพิษที่ตองกําจัดออก
จากสิ่งแวดลอมอยางเรงดวน ( Cerniglia, 1992 ) ดังแสดงในตารางที่ 2.1 เนื่องจากพบวาสาร
PAHs หลายชนิดมีความเปนพิษตอส่ิงมีชีวิตเปน สารกอมะเร็ง (carcinogen) กอการกลายพันธุ 
(mutagen) และทําใหทารกในครรภมีรูปรางผิดปกติ (teratogen) อีกดวย ( Narro และคณะ, 
1992 )

เมื่อสารเหลานี้ปนเปอนในสิ่งแวดลอม   อาจเกิดการเปลี่ยนแปลงไปโดยกระบวนการ
ตางๆ ทั้งทางกายภาพ เคมีและชีวภาพ ( Ashok และ Saxena ,1995 ) การยอยสลายโดยจุลินทรีย
เปนกระบวนการสําคัญในการกําจัดหรือลดความเปนพิษของสาร PAHs ความสามารถในการยอย
สลายสาร PAHs พบในจุลินทรียทุกกลุมทั้ง แบคทีเรีย รา ไซยาโนแบคทีเรีย และสาหรายเซลล
เดียว โดยจุลินทรียแตละกลุมจะมีกลไกเฉพาะและแตกตางกันในการยอยสลายสาร PAHs

การยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าเกิดขึ้นไดงายกวากลุมที่มีน้ําหนักโมเลกุล
สูง  ดังนั้นจุลินทรียอาจตองอาศัยกิจกรรมรวมกัน (synergism) หรือกระบวนการโคเมตาบอลิสม 
ในการยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ( Bouchez และคณะ, 1995 ) การศึกษาถึง   
กลไกตางๆ ที่เกี่ยวของกับกระบวนการยอยสลาย PAHs จึงมีความสําคัญตอการใชเปนขอมูลพื้น
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ฐานสําหรับการนําเอาจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพมาใชในกระบวนการเรงการยอยสลายตาม    
ธรรมชาติ ( bioremediation ) เพื่อกําจัดสาร PAHs ออกจากสิ่งแวดลอม

ตารางที่ 2.1   โครงสรางและสมบัติทางเคมีของสาร PAHs 16 ชนิด
                   (Schirmer และคณะ, 1998)

สาร PAHs โครงสราง
น้ําหนัก
โมเลกุล

การละลายในน้ําที่อุณหภูมิ 25Oซ
(มก.ตอลิตร)

แนพธาลีน 128.18 31
อะซีแนพธิลีน 152.20 4.3

อะซีแนพธีน 154.22 3.9
ฟลูออรีน 166.23 1.9
ฟแนนทรีน 178.24 1.1
แอนทราซีน 178.24 0.05
ฟลูออแรนธีน 178.24 0.26

ไพรีน 202.26 0.13

ไครซีน 228.30 0.002

เบนซ[เอ]แอนทราซีน 228.30 0.002

เบนซ[บี]ฟลูออแรนธีน 252.32 0.0015

เบนซ[เค]ฟลูออแรนธีน 252.32 0.0008

เบนโซ[เอ]ไพรีน 252.32 0.003

เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน 276.34 0.0003

อินดิโน[1,2,3-ซีดี]ไพรีน 276.34 0.062

ไดเบนซ[เอ,เอช]แอนทราซีน 278.36 0.0003
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อะซีแนพธีน

อะซีแนพธีนเปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่ งในกลุมพอลิ ไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน มีโครงสรางโมเลกุลประกอบดวยคารบอน และไฮโดรเจนที่รวมกันเปนอะโรมาติก
เบนซีน 2 วงเชื่อมกับวงไซโคลเพนเทน 1 วง มีการเรียงตัวเปนกลุม (cluster arrangement) ดัง
แสดงในรูปที่ 2.1

รูปที่ 2.1 โครงสรางโมเลกุลของอะซีแนพธีน

สมบัติของอะซีแนพธีน
สูตรโมเลกุล              C12H10

น้ําหนักโมเลกุล       154.22
ชื่อสามัญ                                                   อะซีแนฟโน (acenafeno)
ความถวงจําเพาะ                                                     0.983
อุณหภูมิหลอมเหลว      95-97 oซ
อุณหภูมิกลายเปนไอ                                                279 oซ
หมายเลขสากลทางเคมี        83-32-9
(Cas Number)
พลังงานเรโซแนนซ                                                    7.76
ความดันไอ                                               3 มม. ปรอท ที่อุณหภูมิ 25 oซ
การละลาย        4.3 มก.ตอลิตรของน้ํา ที่อุณหภูมิ 25 oซ
                                                       ละลายไดดีใน 95% เอทธานอล อีเธอร
                                                        เบนซีน เมทธานอล อะซีโตน โทลูอีน

          ลักษณะปรากฎ            เปนผลึกสีขาว
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แหลงกําเนิดอะซีแนพธีน

อะซีแนพธีนพบเปนสวนประกอบของน้ํามันดิบ, น้ํามันดําจากถานหิน, ควันบุหร่ี 
(Neurath, 1972) ผลิตภัณฑปโตรเคมี ผลิตภัณฑจากถานหิน และเกิดจากการเผาไหมหรือ
กระบวนการไพโรไลซิสของเชื้อเพลิงฟอสซิล (Jones และคณะ, 1989) ไอเสียรถยนต (Grimmer 
และคณะ, 1977)  นอกจากนี้พบอะซีแนพธีนจากของเสียที่ปลอยออกมาจากโรงงานอุตสาหกรรม
ที่เกี่ยวกับผลิตภัณฑถนอมและรักษาเนื้อไม (Wilson และ Jones, 1993) ปโตรเคมี ยาฆาแมลง
เนื่องจากใชอะซีแนพธีนในการสังเคราะหสียอม พลาสติกและ ยาฆาแมลง (U.S. Environmental 
protection agency อางโดย Pothuluri และคณะ, 1992) จากการรั่วไหลของผลิตภัณฑดังกลาว
จากการนําไปใชในกระบวนการอุตสาหกรรม รวมทั้งการขนสง การดูแลเก็บรักษา ตลอดจนการ
กําจัดกากของเสียจากอุตสาหกรรมดังกลาว ทําใหอะซีแนพธีนปนเปอนในอากาศ พื้นดิน แหลงน้ํา
ใตดิน และแหลงน้ําบนดิน (Mattox และ Humenick, 1980) ในประเทศไทย พบการปนเปอน         
อะซีแนพธีน และสาร PAHs ชนิดอ่ืน ในน้ําทะเลบริเวณอุตสาหกรรมแปรสภาพเรือเหล็กเกา    
มาบตาพุด จังหวัดระยอง (พรศรี, 2533) และในอากาศเขตกรุงเทพมหานคร พบปริมาณสูงใน
บริเวณเสนทางการจราจร  โดยสาร PAHs จะเกาะติดกับฝุนละอองขนาดเล็ก (กรมควบคุมมลพิษ, 
2541)

ความเปนพิษของอะซีแนพธีน

อะซีแนพธีน จัดเปนสารที่มีผลกระทบตอส่ิงแวดลอมกอใหเกิดความเปนพิษทั้งแบบเฉียบ
พลันและแบบเรื้อรัง โดยที่ความเขมขน 970 ไมโครกรัมตอลิตร ทําใหสัตวน้ําตาย (Holcomb และ
คณะ, 1983) และที่ความเขมขน 413 ไมโครกรัมตอลิตร ทําใหตัวออนของปลา Pimephales 
promelas มีพฤติกรรมเฉื่อยชา (Cairns และ Nebeker, 1982) อะซีแนพธีนเปนสารที่กอใหเกิด
มะเร็ง (Leaderer, 1985) และกอใหเกิดการกลายพันธุ โดยจะมีผลตอเซลลตับและไตของสัตว
เลี้ยงลูกดวยนม, เกิดกลายพันธุในแมลง Candida scothii (Imshenetskii และคณะ , 1985)  ถา
ไดรับอะซีแนพธีนติดตอกันเปนเวลานานจะกอใหเกิดโรคระบบทางเดินหายใจและยังสามารถ
กระตุนใหนิวเคลียส และกระบวนการที่เกี่ยวกับเซลลในพืชและจุลินทรียเปลี่ยน โดยทําใหมีขนาด
เซลลและปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มข้ึน
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การเปลี่ยนแปลงอะซีแนพธีนและสาร PAHs ในสิ่งแวดลอม

เมื่อเขาสูส่ิงแวดลอม สาร PAHs มักจะสะสมอยูในดิน และอากาศ โดยจะเกาะติดอยูใน
อนุภาคของดิน ตะกอน หรือฝุน ซึ่งสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงไดโดยขบวนการตางๆ ทั้งทางดาน
กายภาพ เคมีและชีวภาพ การเปลี่ยนแปลงของสาร PAHs เปนไปไดหลายวิธี โดยจะเกิดขึ้นไดมาก
หรือนอยเพียงใดขึ้นอยูกับสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของสาร PAHs นั้นๆ รวมทั้งขึ้นกับ
ปจจัยสิ่งแวดลอมตางๆ ดวย (Ashok และ Saxena, 1995)

1. การดูดซับ (Sorption)

จากสมบัติที่สาร PAHs เปนสารที่มีความสามารถในการละลายน้ําไดต่ํา จึงถูกดูดซับติด
กับอนุภาคของดินหรือตะกอนไดมาก  โดยเฉพาะในดินที่ประกอบดวยสารอินทรียมากจะถูกดูดซับ
ไวไดดี การถูกดูดซับใหติดกับอนุภาคของดินหรือตะกอนไดอยางเหนียวแนนนั้นขึ้นอยูกับความไม
มีขั้วของสาร PAHs ดังนั้นจึงทําใหสาร PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูงถูกเกาะติดแนนเปนเวลานานกวา
สาร PAHs ที่มีมวลโมเลกุลตํ่า

2. การระเหย (Volatillization)

สวนใหญสาร PAHs ที่ปนเปอนในดิน ระเหยไดชาและนอยมาก เนื่องจากสาร PAHs เกาะ
ติดแนนอยูในอนุภาคดิน การระเหยของสาร PAHs เกิดจากการรวมตัวกับโครงสรางของน้ําแลว
ระเหยไป ซึ่งสาร PAHs ที่ปนเปอนในน้ําและอยูผิวน้ําจะมีอัตราการระเหยสูงกวาสาร PAHs ที่อยู
ผิวดิน จากการศึกษาพบวาสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่า เชน แนพธาลีน จะมีอัตราการระเหย
ไดสูงกวาสาร PAHs ที่มีมวลโมเลกุลสูง

3. การยอยสลายโดยใชแสง (Photochemical degradation)

การยอยสลายสาร PAHs โดยใชแสงนั้นเปนกระบวนการยอยสลายทางเคมี ซึ่งจะมี
ออกซิเจนเปนตัวสําคัญที่ทําใหเกิดปฏิกิริยา กลไกการยอยสลายจะขึ้นอยูกับปริมาณออกซิเจน 
อุณหภูมิ และปริมาณความเขมขนของแสง อะซีแนพธีนถูกยอยสลายโดยเกิดปฏิกิริยากับแสงได 
1-อะซีแนพธีนอล และอะซีแนพธีโนน (Reyes และคณะ, 1998)
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4. การยอยสลายโดยจุลินทรีย (Microbial degradation)

จุลินทรียในธรรมชาติใชกระบวนการเมตาบอลิสมหลายแบบในการยอยสลายสาร
ประกอบทางธรรมชาติและสารสังเคราะหที่มนุษยสรางขึ้น ในขณะที่ภาคอุตสาหกรรมมีการพัฒนา
อยางรวดเร็ว จุลินทรียก็มีวิวัฒนาการใหมีความสามารถยอยสลายสารสังเคราะหชนิดตางๆที่    
ปนเปอนเขามาในสิ่งแวดลอมตาม ซึ่งก็รวมทั้งสาร PAHs ดวย การปรับตัวของจุลินทรียเพื่อใหมี
ความสามารถในการยอยสลายสารดังกลาวไดอาจเกิดขึ้นโดยมีการชักนําใหสรางเอนไซมที่จําเปน
หรือการเปลี่ยนแปลงในระดับยีนซึ่งเปนผลทําใหจุลินทรียสามารถพัฒนาวิถีเมตาบอลิสมข้ึนมา
ใหมเพื่อใชในการยอยสลายสาร PAHs ได จุลินทรียแตละกลุมจะมีกลไกการยอยสลายสาร PAHs
แตกตางกันไป อยางไรก็ตามพบวาการยอยสลายสาร PAHs โดยจุลินทรียเปนกระบวนการสาํคัญ
ในการทําใหเกิดการลดลงหรือกําจัดสาร PAHs ใหหมดไปจากสิ่งแวดลอมได (Ashok และ 
Saxena, 1995)

การยอยสลายอะซีแนพธีนและสาร PAHs โดยวิธีทางชีวภาพ
  

การยอยสลายอะซีแนพธีนและสาร PAHs ชนิดอื่นๆโดยอาศัยกิจกรรมของจุลินทรียนั้น 
เปนวิธีหนึ่งที่ไดรับการยอมรับวามีประสิทธิภาพในการกําจัดสาร PAHs และสารพิษอันตรายชนิด
อ่ืน ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอมใหหมดไป หรือลดความเปนพิษใหนอยลง มีงานวิจัยพบวาการยอย
สลายสารพิษโดยจุลินทรียเปนกระบวนการหลักที่เกิดขึ้นในสิ่งแวดลอม และมีผลลดการปนเปอน
ในดินและตะกอนดิน โดยสาร PAHs บางชนิดจะถูกแบคทีเรียยอยสลายไดอยางสมบูรณ 
(mineralization) ไดเปนคารบอนไดออกไซด น้ํา และพลังงานที่ใชในการเจริญของเชื้อ หรือสาร 
PAHs บางชนิดอาจเกิดการเปลี่ยงแปลงโครงสรางบางสวน (partially transformed) กระบวนการ
ทั้ง 2 ชนิด อาจเกิดโดยจลุินทรียเพียงชนิดเดียว หรือโดยกลุมจุลินทรีย (Cerniglia, 1992)

ขอไดเปรียบของวิธีบําบัดการปนเปอนของอะซีแนพธีนและสาร PAHs อ่ืน  โดยใชการยอย
สลายดวยวิธีชีวภาพคือ สามารถปฏิบัติไดในพื้นที่ที่มีการปนเปอน  โดยไมกอใหเกิดความเสียหาย 
ชวยลดคาใชจายในการขนสงและคาแรงงาน สามารถกําจัดสารพิษไดอยางถาวรและยังทําการ
บําบัดควบคูไปกับวิธีทางเคมี เพื่อใหสามารถทําลายสารพิษไดอยางสมบูรณ   แตอยางไรก็ตาม
การยอยสลายโดยวิธีทางชีวภาพก็มีขอเสียคือ สารที่มีคลอรีนหรือโลหะเปนองคประกอบใน
ปริมาณสูงจะไมถูกทําลาย หรืออาจมีการผลิตสารตัวกลางที่มีความเปนพิษสูงกวาสารตั้งตน และ
เสียคาใชจายสูงกวาวิธีการอื่นๆสําหรับข้ันแรกของการปฏิบัติงาน  รวมทั้งตองมีการควบคุมปจจัย
ตางๆ ทั้งทางชีวภาพและกายภาพ   การบําบัดทางชีวภาพสามารถปฏิบัติไดทั้งในพื้นที่ที่มีการ    
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ปนเปอน (in situ) หรือขนยายสารพิษไปบําบัดนอกพื้นที่ (ex situ) โดย Mark และคณะ (1992)  
รายงานถึงการพัฒนาวิธีบําบัดสาร PAHs ในขั้นแรก โดยใชจุลินทรียยอยสลายสารพิษเพื่อใหโครง
สรางบางสวนถูกทําลาย ขั้นตอมาก็นําวิธีการบําบัด (land treatment) เขามาชวย เพื่อใหสารตัว
กลางที่เกิดขึ้นถูกกําจัดอยางสมบูรณ วิธีการดังกลาวชวยลดคาใชจายเมื่อเทียบกับการทําลายสาร 
PAHs โดยการเผาที่อุณหภูมิสูง ไดถึง 3 เทา

การยอยสลายสาร PAHs โดยจุลินทรียบริสุทธิ์, กลุมจุลินทรีย และกระบวนการ             
โคเมตาบอลิสมมีการศึกษามากวา 80 ปแลว (Cerniglia, 1992) แตการนําวิธีดังกลาวมาใชลดการ
ปนเปอนของอะซีแนพธีนและสาร PAHs ไดอยางมีประสิทธิภาพนั้น จําเปนตองทําความเขาใจ
เกี่ยวกับจุลินทรีย ระบบเอนไซมและสภาพแวดลอมที่จําเปนตอการเจริญของจุลินทรียเพื่อใหเกิด
การยอยสลายไดมากที่สุด

การยอยสลายสาร PAHs โดยจุลินทรียบริสุทธิ์

การยอยสลายสาร PAHs สามารถเกิดขึ้นไดทั้งในแบคทีเรีย รา ยีสต และสาหรายสีเขียว
แกรมน้ําเงิน แตนักวิจัยสวนใหญใหความสําคัญกับการยอยสลายโดยแบคทีเรียเนื่องจาก การยอย
สลายโดยเชื้อรา ยีสต และสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน  (Cerniglia, 1992) จะทําใหสาร PAHs บาง
ชนิดเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางเพียงบางสวน  (partially transformed)  ถึงแมวาจะสามารถ
เปลี่ยนโครงสรางไดสารมัธยันตรที่มีความเปนพิษลดลงก็ตาม (Sutherland, 1992) แตกระบวน
การดังกลาวจะเกิดขึ้นชาเมื่อเทียบกับแบคทีเรีย นอกจากนี้แบคทีเรียยังสะดวกสําหรับการศึกษา
วิวัฒนาการ วิถีการยอยสลาย  ตลอดจนถึงระดับพันธุศาสตร เพื่อนําขอมูลไปพัฒนาสายพันธุให
ไดแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพตอไป

โดยปกติแบคทีเรียจะยอยสลายสารที่ละลายน้ําไดงายกวาสารที่ไมละลายน้ํา ดังนั้นการ
ยอยสลายสาร PAHs ซึ่งเปนสารที่มีความสามารถในการละลายน้ําต่ํา แบคทีเรียทั่วไปจะไม
สามารถยอยสลายสารนี้ได  แตมีแบคทีเรียบางชนิดเทานั้นที่สามารถสรางเอนไซมตางๆ ที่ใชใน
การยอยสลายสาร PAHs เพื่อจะนําไปใชเปนแหลงคารบอนและพลังงาน   สวนใหญแบคทีเรียสาย
พันธุเดี่ยวจะสามารถยอยสลายสาร PAHs น้ําหนักโมเลกุลตํ่า ที่ประกอบไปดวยวงเบนซีน  2-3 วง 
แบคทีเรียมีกลไกนําสาร PAHs ไปใช  โดยเขาไปทาํปฏิกิริยากับสารโดยการสัมผัสโดยตรงกับผลึก
สาร PAHs  แบคทีเรียบางชนิดสามารถสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) ซึ่งจะเพิ่ม
การละลายน้ําของสาร PAHs  ชวยใหแบคทีเรียสัมผัสกับสาร PAHs ไดงาย  ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นที่
ผนังเซลล  จากนั้นสาร PAHs จะถูกสงผานผนังเซลลโดยการแพร (passive diffusion) โดยไมใช
พลังงานจากเซลล (Bugg และคณะ,  2000) เนื่องจากผนังเซลลของแบคทีเรียประกอบดวย
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ชั้นฟอสโฟไลปด เมื่อสาร PAHs เขาสูเซลล เอนไซมตัวแรกที่เร่ิมการยอยสลายคือ ออกซิจีเนส 
กระบวนตางๆจะดําเนินอยางตอเนื่องจนไดคารบอนไดออกไซด น้ํา และพลังงานที่ใชในการเจริญ
ของแบคทีเรียโดย กระบวนการดังกลาวจะเกิดอยางสมบูรณ ตองอาศัยกิจกรรมของเอนไซมหลาย
ชนิด ดังแสดงในรูปที่ 2.2

A                                B
hydrophobic PAHs adsorbed
   to soil partical

              C                    D                      E

รูปที่ 2.2 การยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรีย (www.enzymetech.com/knowledge/pahs-
            cre-coal.)  (A  คือ PAHs ถูกละลายโดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
            แบคทีเรียสรางขึ้น, B คือ PAHs แพรผานผนังเซลลของแบคทีเรีย, C คือ PAHs
           ถูกยอยสลายโดยเอนไซมในกระบวนการยอยสลายขั้นแรก ภายในเซลล
           แบคทีเรีย, D คือ PAHs แพรผานไซโตพลาสมิกเมมเบรนของแบคทีเรีย,  E คือ
           การยอยสลาย PAHs อยางสมบูรณโดยเอนไซมหลายชนิด)

พบวาแบคทีเรียที่มีความสามารถดังกลาว จะสามารถยอยสลายสาร PAHs ไดหลายชนิด 
เนื่องจากออกซิจีเนส เปนเอนไซมที่สามารถยอยสลายสับสเตรตไดหลายชนิด (broad specificity 
enzyme) ซึ่งถือวาเปนลักษณะที่ดี เพราะในสิ่งแวดลอมมีการปนเปอนสาร PAHs หลายชนิด 
(Baver และ Capone, 1988, Stringfellow และ Aitken, 1995)

แตการยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ที่ประกอบดวยวงเบนซีนตั้งแต 4 วง
ข้ึนไป มีความคงตัวมาก ยากตอการยอยสลาย  ดังนั้นแบคทีเรียเดี่ยวสวนใหญไมสามารถยอย
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สลายสารดังกลาวไดอยางสมบูรณ   สวนใหญการยอยสลายสาร  PAHs ที่มีโครงสรางซับซอนนั้น
ตองอาศัยกระบวนการยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสม หรือ การยอยสลายโดยกลุมจุลินทรีย
(Wilson และ Jones, 1993)

การยอยสลายสาร PAHs โดยกลุมจุลินทรีย

มีการรายงานจํานวนมากเกี่ยวกับการยอยสลายสาร PAHs ที่ตองอาศัยการทํางานรวมกัน
ของจุลินทรียหลายชนิด (synergism) โดยจุลินทรียเหลานั้นจะอยูรวมกันแบบพึ่งพาอาศัยกัน   
ปกติสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงมีโครงสรางซับซอน และถูกยอยสลายไดยากโดยจุลินทรีย
เพียงชนิดเดียว  การยอยสลายโดยกลุมจุลินทรียจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย PAHs 
ไดดียิ่งขึ้น โดยทําใหการยอยสลายมีอัตราเร็วขึ้น และที่สําคัญยังทําใหเกิดการยอยสลายสาร 
PAHs ไดอยางสมบูรณ (mineralization) ความสมัพันธ หรือกลไกที่เกิดขึ้นในการทํางานรวมกัน
ของจุลินทรียตอการยอยสลายสาร PAHs นั้น  สิ่งที่สําคัญคือระบบเอนไซม  จุลินทรียชนิดที่1 
สามารถสรางเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารตั้งตนได แตไมมีระบบเอนไซมที่จะสามารถยอยสาร
จนสมบูรณ เนื่องจากสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นเปนสารที่จุลินทรียนั้นไมสามารถยอยสลาย (dead-
end metabolite) หรืออาจเปนสารที่มีความปนพิษตอจุลนิทรียชนิดที่ 1 ในขณะที่จุลินทรียชนิดที่ 2 
มีระบบเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารดังกลาวได  อาจทําใหสารมีความเปนพิษลดลงหรือนําสาร
ดังกลาวใชในการเจริญได ผลจากการเจริญของจุลินทรียชนิดที่ 2 อาจสรางวิตามิน  กรดอะมิโน 
หรือสารที่ชวยใหมีการยอยสลายสารตั้งตนดีข้ึนเชน สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) ซึ่ง
เปนปจจัยที่มีผลตอการเจริญและการยอยสลายสาร PAHs ของแบคทีเรียชนิดอื่น (Mueller และ
คณะ, 1989)

การทดลองในหองปฏิบัติการแสดงใหเห็นวากระบวนการยอยสลายโดยกลุมจุลินทรีย มี
ความสําคัญตอการยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ดังตอไปนี้

Cerniglia และคณะ (1979) รายงานวา Beijerinckia สายพันธุกลาย และ 
Cunningnamella elegans รวมกันยอยสลายไดเบนโซฟูแรน  โดยรายอยสลายไดเบนโซฟูแรนได 
ทรานส-ไดไฮโดรไดออล แลวแบคทีเรียจะยอยสลายตอจนไดคาทิคอล

ในป 1996 Juhasz และคณะ รายงานวา Pseudomonas cepacia สายพันธุ VUN 
10001  VUN 10002 และVUN 10003 สามารถยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน ไดเบนซ [เอ,เอช]      
แอนทราซีน และไครซีน ที่มีโครงสรางประกอบดวยวงเบนซีน 5, 6 และ4 ตามลําดับ เปนแหลง
คารบอน และพลังงานได
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การศึกษาของ Boonchan และคณะ (2000) ใชรา Penicillium janthinellum สายพันธุ 
VUO10004 ยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน ไดเปนสารมัธยันตรที่ไมถูกยอยสลายตอ (dead -end 
metabolites) เมื่อนํา Stenotrophomonas maltophilia สายพันธุ VUN10010 มาเลี้ยงรวมกันกับ
ราชนิดนี้ในอาหาร BSM เพื่อทําการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีน  พบการเจริญของแบคทีเรียและ
เกิดการยอยสลาย เบนโซ[เอ]ไพรีนไดอยางสมบูรณ

การยอยสลายสาร PAHs โดยกระบวนการโคเมตาบอลิสม (co-metabolism)

มีการรายงานเกี่ยวกับกระบวนการโคเมตาบอลิสมมาเปนเวลานาน โดยสวนใหญใหการ
ยอมรับวาเปนกระบวนการที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารพิษอันตรายในสิ่งแวดลอม ซึ่งมีผู
ใหคําจํากัดความของกระบวนการนี้มากมายไดแก

Alexander  (1967) ใหคําจํากัดความวา “โคเมตาบอลิสมคือการเปลี่ยนโครงสรางสาร 
อินทรียโดยจุลินทรีย ซึ่งจุลินทรียไมสามารถนําสารอินทรียนี้มาเปนแหลงพลังงานหรือเปนองค
ประกอบสําคัญของเซลล”

Dalton (1982) “โคเมตาบอลิสมคือการเปลี่ยนโครงสรางสับสเตรตที่จุลินทรียไมสามารถ
นําไปใชในการเจริญ โดยจะเกิดขึ้นในสภาวะที่มีสับสเตรตในการเจริญหรือสารอื่นที่จุลินทรีย
สามารถเปลี่ยนโครงสรางได”

โคเมตาบอลิสมไมใชกระบวนการเมตาบอลิสมแตเปนกระบวนการเปลี่ยนโครงสรางของ
สับสเตรต ซึ่งจุลินทรียจําเปนตองไดพลังงานจากการยอยสลายสับสเตรตที่สามารถใชในการเจริญ 
โดยเอนไซมที่เกิดขึ้นในขั้นตอนนี้สามารถเปลี่ยนโครงสรางสับสเตรตที่แตกตางกัน ผลจากการ
เปลี่ยนโครงสรางสับสเตรตนี้จะไมมีผลตอจุลินทรียไมวาจะเปนแหลงพลังงาน  แหลงคารบอน หรือ
กระบวนการอื่นๆที่ใชในการเจริญ (John และ Cookson, 1995)

นอกจากนี้พบการใชคําศัพท อ่ืนที่ เกี่ยวของกับกระบวนการโคเมตาบอลิสมคือ                 
โค-ออกซิเดชั่น (co-oxidation) ซึ่งมีความหมายเหมือนกันแตจะเนนหนักหรือมีความจําเพาะวา
เกิดจากกระบวนการออกซิเดชั่นเทานั้น (Alexander, 1994) แตในปจจุบันถือวาคํานี้ใหความ
หมายไมเพียงพอเนื่องจากจํากัดที่วาตองเกิดจากการออกซิเดชั่นเทานั้น ซึ่งไมครอบคุมถึงปฏิกิริยา
อ่ืนๆที่ไมใชการออกซิเดชั่น ซึ่งปจจุบันมีการศึกษาการยอยสลายสารแบบโคเมตาบอลิสมใน
สภาวะไรออกซิเจน (Annweiler และคณะ,  2001)

เมื่อนํากระบวนการนี้มาประยุกตใชในการบําบัดสาร PAHs ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม ซึ่ง
เชื่อวาในสิ่งแวดลอมกระบวนการนี้นาจะเกิดขึ้นอยูแลว   เนื่องจากในสิ่งแวดลอมมีการปนเปอน
สาร PAHs หลายชนิด    ถึงแมวาจุลินทรียจะไมสามารถนําสาร ที่เกิดจากกระบวนการ                
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โคเมตาบอลิสมไปใชในการเจริญ  แตอาจมีจุลินทรียชนิดอื่นในสิ่งแวดลอมนําเอาสารดังกลาวเปน
แหลงคารบอน และพลังงานก็เปนได   ซึ่งมีรายงานเกี่ยวกับประสิทธิภาพการยอยสลายสาร PAHs 
แบบโคเมตาบอลิสมมากมาย โดยสามารถทําใหยอยสลายสาร PAHs ไดหลายชนิด และที่สําคัญ
สามารถยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ซึ่งยากตอการยอยสลายโดยจุลินทรียเพียง
ชนิดเดียว   สับสเตรตที่จุลินทรียใชในการเจริญอาจเปนสารอินทรียชนิดตางๆที่อยูในบริเวณนั้น
หรืออาจเปนสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่า ซึ่งจุลินทรียจะเจริญและเพิ่มจํานวนมากขึ้นแลวเขา
ไปยอยสลายสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง

จากการศึกษาของ Walter  และคณะ (1991) พบวา Rhodococcus sp. สายพันธุ UW1 
ที่แยกไดจากดินที่ปนเปอนสาร PAHs มีความสามารถในการเจริญบน ไพรีน  ฟแนนทรีน            
แอนทราซีน  ฟลูออแรนธีน และไครซีน และมีความสามารถในการยอยสลายแนพธาลีน  ไดเบนโซ
ฟูแรน  ฟลูออรีน และ ไดเบนโซไธโอฟน แบบโคเมตาบอลิสม โดยใชไพรีนเปนแหลงของการเจริญ

Boldrin  และคณะ (1993) พบวา Mycobacterium sp. สายพันธุ  BB1 สามารถใช          
ฟแนนทรีน  ไพรีน และฟลูออแรนธีน เปนแหลงคารบอนและพลังงาน มีอัตราการยอยสลาย           
ฟแนนทรีนสูงสุด เมื่อนําสาร PAHs ทั้ง 3 ชนิดมาทดสอบประสิทธิภาพในการยอยสลายฟลูออรีน
แบบโคเมตาบอลิสม พบวาเมื่อใชฟแนนทรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน แบคทีเรียสามารถ
ยอยสลายฟลอูอรีนแบบโคเมตาบอลิสมไดเร็วกวาใชไพรีน และฟลูออแรนธีน เปนแหลงคารบอน 
และพลังงานของแบคทีเรีย ดังนั้นการยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสมใหไดประสิทธิภาพจําเปนตอง
ใหแบคทีเรียเจริญในสับสเตรตที่ใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานไดงาย
 Ye และคณะ (1996)  พบวา Sphingomonas paucimobilis ซึ่งไดแยกจากดินที่มีการปน
เปอนสารครีโอโสต มีความสามารถในการยอยสลายไพรีนได เมื่อใชฟลูออแรนธีนเปนแหลง
คารบอนและพลังงาน

Juhasz และคณะ (1997)  คัดแยกแบคทีเรียจากดินจากแหลงปนเปอนสาร PAHs ได
กลุมแบคทีเรียประกอบดวย แบคทีเรีย 5 สายพันธุ แตคัดเลือกแบคทีเรียเพียง 3 สายพันธุ                 
ไดแกBurkholderia cepacia  สายพันธุ VUN10001 VUN10002  และVUN10003มารวมกันเปน
กลุมแบคทีเรีย พบวาสามารถใชไพรีน  ฟลูออรีน  และฟแนนทรีน เปนแหลงคารบอนและพลังงาน  
นอกจากนี้ยังสามารถยอยสลายฟลูออแรนธีน  เบนโซ [เอ] ไพรีน   ไดเบนซ[เอ,เอช] แอนทราซีน ซึ่ง
มีโครงสรางประกอบดวยวงเบนซีน 5 วง แบบโคเมตาบอลิสม โดยมีฟแนนทรีนเปนสับสเตรตเพื่อ
การเจริญของแบคทีเรีย
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 วิถีการยอยสลายสารอะซีแนพธีนและ PAHs โดยกระบวนการทางชีวภาพ

กระบวนการยอยสลายสาร PAHs เกิดขึ้นไดทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจน ( aerobic) และ   
ไรออกซิเจน (anaerobic) แตเนื่องจากกระบวนการยอยสลายในสภาวะไรออกซิเจนเกิดขึ้นไดชา 
(Harayama, 1997) รายงานสวนใหญจึงมุงเนนศึกษากระบวนการยอยสลายในสภาวะที่มี
ออกซิเจน

กระบวนการยอยสลายสาร PAHs โดยจุลินทรีย จะเร่ิมจากการนําออกซิเจน 1 อะตอม
หรือ 2 อะตอมเขายังวงอะโรมาติก ไดเปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล ซึ่งเกิดจากการเรงปฏิกิริยาโดย
ระบบออกซจิีเนส  คือ  โมโนออกซิจีเนส และไดออกซิจีเนส ตามลําดับ พบวาแบคทีเรียจะยอย
สลายสาร PAHs โดยการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมซึ่งจะเกิดไดทั้งโมโนออกซิจีเนส และไดออกซิจีเน
ส แตราและสัตวเลี้ยงลูกดวยนม จะเกิดยอยสลายโดยโมโนออกซิจีเนส  จากนั้นเรงปฏิกิริยาตอโดย 
ซิส- ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส ไดปนสารอนุพันธุประเภทไดไฮดรอกซิล แลวสับสเตรตที่คลาย
กับคาทีคอลก็จะถูกตัดดวยออกซิจีเนสผานทางการแตกวงเบนซีนแบบออโธ (intradiol pathway) 
ที่เกิดขึ้นระหวางอะตอมคารบอนที่มีกลุมไฮดรอกซิล 2 อะตอม อยูติดกันไดเปน กรด ซิส, ทรานส
มิวโคนิก หรือวิถีหนึ่งผานทางการแตกวงเบนซีนแบบ เมตา (extradiol pathway) ที่เกิดขึ้นระหวาง
อะตอมคารบอนที่มีกลุมไฮดรอกซิลกับอะตอมคารบอนที่อยูถัดมา (Cerniglia, 1992) ดังแสดงใน
รูปที่ 2.3
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                                                                                                                               ortho  fission     COOH
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รูปที่ 2.3   วิถีการยอยสลายสาร PAHs ทั่วไปโดยแบคทีเรีย ( Cerniglia, 1992)
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มีการรายงานเกี่ยวกับวิถีการยอยสลาย PAHs  โดยใชแนพธาลีนเปนตนแบบในการศึกษา
วิถีการยอยสลายรวมทั้งยีนที่เกี่ยวของในวิถีการยอยสลายสาร PAHs ชนิดอื่น เนื่องจากแนพธาลีน
เปนสารที่มีโครงสรางงาย ที่ประกอบดวยวงเบนซีน 2 วง เชื่อมตอกัน Yen และ Serdar (1988)   
ไดศึกษาการยอยสลายแนพธาลีนรวมทั้ งยีนที่ เกี่ ยวของกับวิถีการยอยสลายโดยเชื้อ  
Pseudomonas putida สายพันธุ G7 พบวามีวิถีการยอยสลาย 2 ทาง คอื upper pathway ทํา
หนาที่เปลี่ยนแนพธาลีนไปเปนกรดซาลิไซลิก และ lower pathway ที่ยอยสลายกรดซาลิไซลิกจน
กระทั่งไดสารมัธยันตรที่พรอมเขาสูวัฎจักรทีซีเอ (TCA cycle) ไดแก ไพรูเวต และ อะซีทัลดีไฮด ซึ่ง
ในแตละวิถีการยอยสลายตองอาศัยการทํางานรวมกันของเอนไซมหลายชนิดที่ประมวลรหัสมา
จากยีนตางๆ  ดังแสดงในรูปที่ 2.4

รูปที่ 2.4 วิถีการยอยสลายแนพธาลีนในสวน upper pathway และยีนที่เกี่ยวของ (Eaton
            และ Chapman, 1992)
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นอกจากนี้ยังมีการรายงานเกี่ยวกับวิถีการยอยสลายแนพธาลีนโดย Sphingomonas 
yanoikuyae B1 (Kim และคณะ, 1997) ซึ่งมีความคลายคลึงกับการยอยสลายแนพธาลีนไปเปน
กรดซาลิไซลิกโดย Pseudomonas putida G7 (Yen และ Serdar, 1988)  แนพธาลีนจะถูกเติม
ออกซิเจน 2 อะตอมกลายเปน แนพธาลีน ซิส-1,2-ไดไฮโดรไดออล (naphthalene cis-1,2-
dihydrodiol)   จากการทํางานของแนพธาลีนไดออกซีจีเนส จากนั้นจะเปลี่ยนเปน 1,2-ไดไฮดรอก
ซีแนพธาลีน (1,2-dihydroxynaphthalene)   จากกิจกรรมของแนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจี
เนส จากนั้นไดไฮดรอกซีแนพธาลีนดีไฮโดรจีเนสจะออกซิไดซ1,2-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีนไปเปน
กรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิก (2-hydroxychromene -2-carboxylic acid: HCCA)   
จากนั้นจะถูก เปลี่ ยนเปน  กรด  ทรานส - โอ -ไฮดรอกซี เบนซิลิดีนไพรูวิก  ( t rans -0-
hydroxybenzylidenepyruvic acid: tHBPA) จากกิจกรรมของ HCCAไอโซเมอเรส จากนั้นเปลี่ยน
เปนซาลิไซรัลดีไฮด (salicylaldehyde) และกรดซาลิไซลิก (salicylic acid ) จากการทํางานของ
ไฮดราเทส-อัลโดเลส และซาลิไซรัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส ตามลําดับ จากนั้นจุลินทรียสวนใหญจะ
เปลี่ยนกรดซาลไิซลิกไปเปนคาทีคอลโดยซาลิไซเลสไฮดรอกซีเลส (salicylate hydroxylase) เพื่อ
แตกวงและเขาสูวัฏจักรเครบสตอไป  ดังแสดงในรูปที่ 2.5
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รูปที่ 2.5 วิถีการยอยสลายกรดซาลิไซลิก (Yen และ Gunsalus, 1982) (nahG คือซาลิไซ
            เลส ไฮดรอกซีเลส, nahH คือคาทีคอล-2,3-ไดออกซีจีเนส, nahI คือ 2-ไฮดรอกซี
            มิวโคนิกเซมิอัลดีไฮด ดีไฮโดรจีเนส, nahJ คือ 2-ไฮดรอกซีมิวโคเนท ดีไฮโดรจี
            เนส, nahK คือ 4-ออกซาโลโครโตเนท ดีคารบอกซิเลส, nahL คือ 2-ออกโซ
            เพนท- 4-อีโนเอท ไฮดราเทส, nahM คือ 4-ไฮดรอกซี-2-คีโตวาเลเรท อัลโดเรส,
               nahN คือ 2-ไฮดรอกซีมิวโคนิกเซมิอัลดีไฮด ไฮโดรเลส)

มีรายงานวาการยอยสลายเบนซีนโดยกระบวนการทางชีวภาพในสภาวะที่มีออกซิเจน  
(Baker และคณะ, 1994) เบนซีนไมไดถูกยอยสลายผานทางคาทีคอลแตเพียงวิถีเดียว อาจจะถูก
ยอยสลายผานทางกรดโปรโตคาทีคูอิก ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Kiyohara และคณะ (1972) 
ที่พบการยอยสลายฟแนนทรีนผานกรดโปรโตคาทีคูอิก นอกจากนี้ยังมีรายงานการยอยสลายกรด      
ซาลิไซลิกที่ไมผานทางคาทีคอล แตยอยสลายกรดซาลิไซลิกเปนกรดเจนทสิิก เชน การยอยสลาย
กรดซาลิไซลิกโดย Rhodococcus sp. สายพันธุ B4 ดังแสดงในรูปที่ 2.6  (Grund  และคณะ, 
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1992)  และกรดเจนทิสิกจะถูกออกซิไดซเปนมาริลไพรูเวท (maleylpyruvate) โดยเจนทิเสท-1,2-
ไดออกซีจีเนส (gentisate-1,2-dioxygenase) จากนั้นจะถูกเปลี่ยนเปน ไพรูเวทและฟูมาเรท 
(Ning และคณะ, 2001) ดังแสดงในรูปที่ 2.7

รูปที่ 2.6  วิถีการยอยสลายกรดซาลิไซลิกโดย Rhodococcus sp. สายพันธุ B4 (Grund
                และคณะ, 1992)

รูปที่ 2.7  วิถีการยอยสลายเจนทิเสทโดย Pseudomonas sp. สายพันธุ U2 (Ning และ
                คณะ, 2001) (NagI คือเจนทิเสท-1,2-ไดออกซีจีเนส, NagL คือมาริลไพรูเวท
                ไอโซเมอเรส, NagK คือฟูมาริลไพรูเวท ไฮโดรเลส)
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 การยอยสลายอะซีแนพธีนโดยกระบวนการชีวภาพ

การยอยสลายอะซีแนพธีนมีรายงานการศึกษามาเปนเวลานาน ทั้งในแบคทีเรีย ราและ
สัตวเลี้ยงลูกดวยนม  สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนได  ดังสรุปไวในตารางที่ 2.2  โดยสวนใหญ
เปนการยอยสลายแบบเปลี่ยนแปลงโครงสรางโมเลกุลให เปนสารมัธยันตรชนิดตางๆ
(biotransformation)    มีแบคทีเรียบางชนิดเทานั้นที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนเพื่อใชเปน
แหลงพลังงาน และคารบอนได ถึงแมวาสิ่งมีชีวิตแตละกลุมอาศัยกิจกรรมของเอนไซมที่แตกตาง
กันไปในการยอยสลายอะซีแนพธีน  แตไดผลิตภัณฑที่เกิดจากกระบวนการยอยสลายความ
คลายคลึงกัน

ตารางที่ 2.2  จุลินทรียที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธีน

สายพันธุแบคทีเรีย เอกสารอางอิง
แบคทีเรีย
Beijerinckia sp.
Beijerinckia sp. B8/36
Alcaligenes  eutrophus
Alcaligenes  paradoxus
Pseudomonas sp. A4
Pseudomonas aeruginosa PAO1
Pseudomonas sp. A2279
Pseudomonas sp. BR
Pseudomonas sp. BC
Sphingomonas sp.
Sphingomonas aromaticivorans
รา
Cunninghamella  elegans

Schocken และ Gibson (1984)
Schocken และ Gibson (1984)
Selifonov และคณะ (1993)
Selifonov และคณะ (1993)
Komatsu และคณะ (1993)
Selifonov และคณะ (1996)
Selifonov และคณะ (1996)
Selifonov และคณะ (1998)
Selifonov และคณะ (1998)
Hormishch และคณะ (2000)
Shi และคณะ (2001)

Pothuluri และคณะ 1992
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วิถีเมตาบอลิสมการยอยสลายอะซีแนพธีนโดยแบคทีเรีย

ในอดีตมีการศึกษาการยอยสลายอะซีแนพธีนอยางจํากัด สวนใหญเปนการยอยสลาย
แบบเปลี่ ยนแปลงโครงสร างโมเลกุลของอะซีแนพธีนให เปนสารมัธยันตรชนิดตางๆ
(biotransformation) (Pothuluri และคณะ, 1992) ไดแก

Schocken และ Gibson (1984) ศึกษาการยอยสลายอะซีแนพธีนแบบโคเมตาบอลิสม
โดย Beijerinckia sp. ที่ใชไบเฟเนล (biphenyl) เปนแหลงคารบอน และพลังงาน พบวาสามารถ
เปลี่ยนโครงสรางอะซีแนพธีนเปน อะซีแนพธีนอล โดยอาศัยกิจกรรมของโมโนออกซิจีเนส และเกิด
กระบวนการไฮดรอกซีเลชั่นได อะซีแนพธีโนน หลังจากนั้นจะถูกออกซิไดซดวยดีไฮโดรจีเนส เปน 
1-ไฮดรอกซี-2-คีโตอะซีแนพธีน และ1-2-ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธิลีน ซึ่งเปน tautomer และจะถูก
ออกซิไดซ หรือรีดิวซดวยดีไฮโดรจีเนส และรีดักเทส จนกลายเปน อะซีแนพธีนควิโนน เปนผลิต
ภัณฑสุดทาย แสดงวา Beijerinckia sp.ไมสามารถแตกวงไซโคลเพนเทนได

Selifonov และคณะ (1996)   ศึกษาการยอยสลายอะซีแนพธีนโดย Pseudomonas sp.
สายพันธุ PAO1 ที่มียีนแนพธาลีนไดออกซีจีเนสบน พลาสมิด NAH 7 พบวาสามารถเปลี่ยนโครง
สรางอะซีแนพธีนเปน อะซีแนพธีนอล และอะซีแนพธีโนน โดยการเติมออกซิเจน 1 อะตอมเขาที่
คารบอนตําแหนงที่ 1 ของกลุมเมทธิเลนิก (methylenic group) โดยเอนไซมโมโนออกซิจีเนส หลัง
จากนั้นดีไฮเดรสได  ซิส-หรือ ทรานส- อะซีแนพธีน -1, 2- ไดออล  แตสวนใหญมักพบเปน  ซิส-   
และจะถูกออกซิไดซ หรือรีดิวซดวยดีไฮโดรจีเนส และรีดักเทสจนกลายเปน อะซีแนพธีนควิโนน 
และจะแตกตัวไดเองเปน กรดแนพธาลีน 1, 8- ไดคารบอกซิลิก ซึ่งพบในรูปแอนไฮไดรด เปนผลิต
ภัณฑสุดทาย

Selifonov และคณะ (1998) ศึกษาการยอยสลายอะซีแนพธีนศึกษาการยอยสลาย          
อะซีแนพธีนแบบโคเมตาบอลิสมโดย Pseudomonas sp. ที่ใชแนพธาลีน เปนแหลงคารบอนและ
พลังงาน และติดตามการเปลี่ยนโครงสรางโดยติดฉลากดวย13C ที่คารบอนตําแหนง ที่ 1 พบวา
สามารถเปลี่ยนโครงสรางอะซีแนพธีนเปน อะซีแนพธีนอล   อะซีแนพธีโนน  อะซีแนพธีน -1, 2- ได
ออล และกรดแนพธาลีน 1, 8- ไดคารบอกซิลิก ตามลําดับ โดยอาศัยกิจกรรมของยีน แนพธาลีน 
1,2-ไดออกซิจีเนส  ที่เรงใหเกิดปฏิกิริยาโมโนออกซิเดสในขั้นตอนแรก

แตในป 1993 Selifonov และคณะ  รายงานการยอยสลายอะซีแนพธีนโดย Alcaligenes  
eutrophus และ A. paradoxus ที่สามารถใช อะซีแนพธีน  ซาลิไซเลท และ เจนทิเสท (2,5- ได
ไฮดรอกซีเบนโซเอท) เปนแหลงคารบอน และพลังงาน พบวา อะซีแนพธีนจะถูกเติมออกซิเจน   1
อะตอมลงบนวงไซโคลเพนเทนไดผลิตภัณฑเปน อะซีแนพธีนอล จากกิจกรรมของโมโนออกซีจีเนส 
หลังจากนั้นจะถูกออกซิไดซดวยไดออลดีไฮโดรจีเนส ไปเปน 1-ไฮดรอกซี-2-คีโตอะซีแนพธีน และ



22

อะซีแนพธีนไดออล ซึ่งเปน tautomer และจะถูกออกซิไดซ หรือรีดิวซ และแตกตัวไดเอง ทําใหวงไซ
โคลเพนเทนแตกออกจนไดผลิตภัณฑเปน กรด1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก และกรด        3- 
ไฮดรอกซีเจนซีน-1,2-ไดคารบอกซีลิก ดังแสดงในรูปที่ 2.8

   
Acenaphthene

                    Monooxygenase

  

OH

Acenaphthenol
Dehydrogenase

HO O

                      

HO OH

                                               1- Hydroxy –2 -                   Acenaphthendiol
                                             ketoacenaphthene

COO-COO-

1,8 – Naphthalene dicarboxylic acid

COO-

OH

OH

2,3 Dihydroxy benzoic acid

รูปที่ 2.8  วิถีการยอยสลายอะซีแนพธีนโดย Alcaligenes eutrophus  และ Alcaligenes
                paradoxus (Selifonov และคณะ, 1991)
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การยอยสลายอะซีแนพธีนโดยรา

การยอยสลายอะซีแนพธีนแบบโคเมตาบอลิสม โดย Cunninghamella elegans ที่ใชแนพ
ธาลีนเปนแหลงคารบอน และพลังงาน Cunninghamella elegans สามารถเปลี่ยนโครงสราง    
ของอะซีแนพธีนเปน สารฟนอล ควิโนน ทรานส ไดไฮโดรไดออล และอีปอกไซด  ซึ่งมีความเปนพิษ
ลดลง โดยCunninghamella elegans จะใชไซโทโครม พี-450 โมโนออกซิจีเนส ในการออกซิไดซ
โมเลกุลของอะซีแนพธีน โดยเขาจับที่คารบอนตําแหนงที่ 1 ทําใหเกิด 1-อะซีแนพธีนอล  ซึ่งวิถีการ
ยอยสลายนี้คลายคลึงกับการยอยสลายอะซีแนพธีนโดยแบคทีเรีย ดังแสดงในรูปที่ 2.9  ตอจากนั้น
จะถูกออกซิไดซ โดยเกิดกระบวนการไฮดรอกซิเลชั่นได ซิส,ทรานส, 1,2-ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธีน 
1,5-ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธีน และ 1-อะซีแนพธีโนน โดย1,5-ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธีน และ 6-ไฮ  
ดรอกซีอะซีแนพธีโนน เปนสารที่ถูกออกซิไดซที่คารบอนตําแหนงที่ 5 และ 6   ซึ่งผลที่ไดนี้
คลายคลึงกับการออกซิไดซ แนพธาลีนซึ่งชี้วาสารทั้ง 2 ชนิดนี้ เปน isomerize spontaneously กัน  
(Pothuluri และคณะ, 1992)

การยอยสลายอะซีแนพธีนโดยสัตวเลี้ยงลูกดวยนม

วิถีการยอยสลายอะซีแนพธีนในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมพบวา   อะซีแนพธีนจะถูกออกซิไดซ
เปนอะซีแนพธีนอีพอกไซดจากกิจกรรมของเอนไซมไซโทโครม P450   จากนั้นอีพอกไซดไฮโดรเลส
จะเติมไฮโดรเจนและหมูไฮดรอกซิลลงในโมเลกุลเกิดเปน  ซิส- และทรานส-1,2-อะซีแนพธีน       
ไดออล, อะซีแนพธีนควิโนน และกรดแนพธาลิก (Hopskins และคณะ, 1962) ซึ่งมีวิถีการยอย
สลายคลายคลึงกับในแบคทีเรีย
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รูปที่ 2.9  วิถีการยอยสลายอะซีแนพธีนโดย Cunninghamella elegans (Pothuluri
               และคณะ, 1992)
                  I   1,5 dihydroxyacenaphthene      II  trans-1,2-dihydroxyacenaphthene
               III  1,2-acenaphthenedione            IV cis-1,2-dihydroxyacenaphthene
               V   6-hydroxyacenaphthenone       VI 1-acenaphthenone
               VII 1-acenaphthenol)
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บทที่ 3

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินงานวิจัย

3.1 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. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freeze) อุณหภูมิ –70 o ซ ของบริษัท Forma Scientific, 

USA.
7. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freeze) อุณหภูมิ –20 o ซ ของบริษัท Sanyo Electric, 

Japan
8. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A ของบริษัท Shimadzu, 

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

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

Beckman Instrument Inc., USA.
12. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน KM-15200 ของบริษัท Kubota, 

Japan.
13. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งพื้น (centrifuge) รุน  ของบริษทั Kubota, Japan.
14. ตูอบแหง (Contherm digital series oven) ของบริษัท Contherm Scientific, New 

Zealand.
15. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 20, 100, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท

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

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

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

Roshi Kaisha, Japan.
23. ชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตต ขนาด 0.45 ไมโครเมตร รุน DISMIC-25CS ของ

บริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan.
24. แผนกรองชนิด FH ขนาด 0.5 ไมโครเมตร ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, 

Japan.Disposable micropipette. ของบริษัท E. Merck, Germany.
25. แผนอลูมิเนียมทีแอลซี (TLC aluminium sheet) เคลือบดวย silica gel 60 F254 ขนาด         

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

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

Ultrasonics, England.
28. ชุดเครื่องมือไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (high performance liquid 

chromatography, HPLC) (สําหรับตรวจสอบปริมาณ PAHs ที่เหลือและตรวจสอบสาร
มัธยันตร)
- 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.

29. ชุดเครื่องมือไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (high performance liquid 
chromatography, HPLC) (สําหรับคัดแยกสารมัธยันตร)
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- ลิควิดโครมาโตกราฟ (liquid chromatography) รุน LC-10AD ของบริษัท Shimadzu,
  Japan.
- คอลัมน (column) : intersill PREP-ODS ขนาด 10 × 250 มม. ของบริษัท
   Senshu Scientific, Japan
- เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุน SPD-10A ของบริษัท Shimadzu, Japan.

30. กระบอกฉีดยาขนาดเล็ก (microsyringe) รุน MS-R50 ของบริษัท Exmire, USA.
31. ชุดเครื่องมือ Mini Sub-Cell GT agarose gel eletrophoresis system ของบริษัท Bio-

Rad, USA.
32. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTH

Thermo- Block SLTDB-120  ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea.
33. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Nalgene, USA.
34. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, 

USA.
35. อุปกรณสําหรับถายภาพ

- กลองถายภาพโพลารอยด ของบริษัท Polaroid, USA
- แผนกรองสีแดง
- ฟลมโพรารอยดขาวดํา ความไวแสง 3000 (ISO 3000)

3.2 เคมีภัณฑ

1. อะซีแนพธิลีน (acenaphthylene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan
2. อะซีแนพธีน (acenaphthene) ของบริษัท Sigma, USA.
3. อะซีแนพธีนควิโนน (acenaphthenequinone) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan
4. กรด แนพธาลีน1,8-ไดคารบอกซิลิก (naphthalene-1,8-dicarboxylic acid) ของบริษัท 

Kanto Chemical, Japan
5. กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (2,5-dihydroxybenzoic acid) ของบริษัท Kanto 

Chemical, Japan
6. กรดโปรโตคาทีคูอิก (protocatechuic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan
7. กรดซาลิไซลิก (salicylic acid) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan
8. แนพธาลีน (naphthalene) ของบริษัท Sigma, USA.
9. ฟแนนทรีน (phenanthrene) ของบริษัท Sigma, USA.
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10. ฟลูออรีน (fluorene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan
11. ฟลูออแรนธีน (fluoranthene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan
12. ไดเบนโซฟูแรน (dibenzofuran) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan
13. ไพรีน (pyrene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan
14. แอนทราซีน (antracene) ของบริษัท Kanto Chemical, Japan
15. กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy.
16. ไดเมทธิลซัลฟอกไซด (CH3SOCH3) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy.
17. แบคโตอะการ (bacto agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
18. โซเดียมซักซิเนส (NaC4 H9) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia.
19. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia.
20. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคคะไฮเดรต (Na2HPO4•12H2O) ของบริษัท Carlo 

ERBA, Italy.
21. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia.
22. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4•7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy.
23. เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O) ของบริษัท May & Baker, England.
24. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia.
25. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
26. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
27. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E. Merck, Germany.
28. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E. Merck, Germany.
29. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia.
30. เมทธานอล (CH3OH) ของบริษัท E. Merck, Germany.
31. เอทธิลอะซีเตท (CH3COOC2H5) ของบริษัท E. Merck, Germany.
32. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) ของบริษัท E. Merck, Germany.
33. นอรมัลเฮกเซน (C6H14) ของบริษัท J.T. Baker, USA.
34. โทลูอีน (C6H5CH3) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy.
35. 1,4-ไดออกเซน (OCH2CH2OCH2CH2) Carlo ERBA, France.
36. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia.
37. ฟนอล (phenol) ของบริษัท E. Merck, Germany
38. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenolblue) ของบริษัท Fluka, Germany.
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39. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8•2H2O) ของบริษัท Sigma, 
USA.

40. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai Tesque, Japan.
41. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [(C16H32N(CH3)3)Br)] ของบริษัท TCI-EP, 

Japan
42. 1 kb DNA ladder ของบริษัท Promega, USA.
43. Taq DNA polymerase ของบริษัท Promega, USA.
44. Ribonuclease A (Rnase A) ของบริษัท Sigma, USA.
45. Proteinase K ของบริษัท Sigma, USA.

วิธีการดําเนินงาน

3.1. การเก็บตัวอยางน้ํา

            เก็บตัวอยางน้ําจากบริเวณที่มีการปนเปอนสารปโตรเลียมไฮโดรคารบอน เชน น้ํามัน น้ํา
มันเครื่อง ที่มีการสะสมอยูเปนเวลานาน เพื่อนํามาคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการ
ยอยสลายสาร  PAHs โดยเก็บลึกจากผิวน้ําประมาณ 50 ซม. เก็บน้ําตัวอยางไวที่อุณหภูมิ 4oซ จน
กวาจะนํามาแยกเชื้อ สถานที่เก็บตัวอยางน้ําแตละตัวอยางไดแสดงไวในตารางที่ 3.1

ตารางที่ 3.1  แหลงตัวอยางน้ําที่ใชในการคัดแยกแบคทีเรียที่ยอยสลายสาร PAHs ได

ตัวอยาง สถานที่เก็บ
1 น้ําเสียจากบอกอนบําบัดในระบบบําบัดน้ําเสีย อูทหารเรือพระจุลจอมเกลา จ.สมุทรปราการ
2 น้ําเสียจากบอเติมอากาศ 1 ในระบบบําบัดน้ําเสีย อูทหารเรือพระจุลจอมเกลา จ.สมุทรปราการ
3 น้ําเสียจากบอเติมอากาศ 2 ในระบบบําบัดน้ําเสีย อูทหารเรือพระจุลจอมเกลา จ.สมุทรปราการ
4 น้ําเสียจากบอตกตะกอน ในระบบบําบัดน้ําเสีย อูทหารเรือพระจุลจอมเกลา จ.สมุทรปราการ
5 น้ําเสียจากบอหลังบําบัด ในระบบบําบัดน้ําเสีย อูทหารเรือพระจุลจอมเกลา จ.สมุทรปราการ
6 น้ําเสียจากบอซอมบํารุงเรือ (บอลอย 1) ในอูทหารเรือพระจุลจอมเกลา จ.สมุทรปราการ
7 น้ําเสียจากบอซอมบํารุงเรือ (บอลอย 2) ในอูทหารเรือพระจุลจอมเกลา จ.สมุทรปราการ
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3.2. การคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์จากตัวอยางน้ํา ที่มีความสามารถยอย
      สลายสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน

3.2.1 การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสารประกอบพอลิไซคลิก    
                 อะโรมาติกไฮโดรคารบอน

เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียโดยการนําตัวอยางน้ําแตละแหลงที่ตองการแยกแบคทีเรีย
ปริมาตร 10 มล.ใสในขวดรูปชมพูที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวปราศจากแหลงคารบอน (carbon-
free mineral salt medium, CFMM)  (Omori และคณะ, 1992) ที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 40 มล. 
นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชม. เพื่อให
แบคทีเรียในตัวอยางน้ําปรับตัวกับสภาวะที่ใชในการทดลอง หลังจากนั้นถายน้ําตัวอยางปริมาตร
1 มล. ใสลงในแตละหลอดทดลองที่บรรจุอาหารเลี้ยงเหลว CFMM ปริมาตร 4 มล. เติมสาร PAHs 
อันไดแก แนพธาลีน  อะซีแนพธีน  อะซีแนพธิลีน  ฟแนนทรีน  แอนทราซีน  ไดเบนโซฟูแรน 
ฟลูออรีน  ฟลูออแรนธีน และ ไพรีน ในรูปสารละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซด ลงในหลอด ชนิดละ
หลอดที่ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร เพื่อใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานของแบคทีเรีย นําไป
เลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง สังเกตการเจริญของแบคทีเรีย 
โดยดูจากความขุนที่เพิ่มข้ึนของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและ/หรือการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว เปรียบเทียบกับหลอดควบคุม หลอดทดลองใดที่มีการเจริญของแบคทีเรียในลักษณะดัง
กลาว จะไดรับการถายเชื้อลงในอาหารเหลวใหม โดยปรับปริมาตรหัวเชื้อและอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
CFMM เปน 50 ไมโครลิตรและ 5 มล. ตามลําดับ โดยใชขั้นตอนตางๆที่กลาวมาขางตน ทําเชนนี้
ซ้ํา 5 คร้ัง เพื่อใหแบคทีเรียมีความคุนเคยและเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอย
สลายสาร PAHs
หมายเหตุ แนพธาลีน อะซีแนพธิลีน และอะซีแนพธีน มีคาความดันไอสูง จึงระเหยไดงาย ดังนั้น
ในการทดสอบจะปดผนึกจุกสําลีดวยพาราฟลม หรือเทปกาว เพื่อปองกันการระเหย

3.2.2 การคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายสาร PAHs

เนื่องจากแบคทีเรียในตัวอยางน้ําที่ 6 มีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ได
หลายชนิด โดยเฉพาะสามารถยอยสลายฟลูออแรนธีน ซึ่งเปนสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง   
จุลินทรียสวนใหญไมสามารถยอยสลายได   จึงทําการเพิ่มจํานวนแบคทีเรียดังกลาว ในอาหารที่
มีฟลูออแรนธีน  เพื่อใหแบคทีเรียคุนเคย และปรับตัวใหสามารถยอยสลายและนําฟลูออแรนธีนไป
ใชในการเจริญ โดยการถายเชื้อ 5 คร้ัง หลังจากนั้นนําอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีแบคทีเรียที่
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เจริญบนฟลูออแรนธีน มาทําการเจือจางในสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด เลือกความเขมขน
ที่เหมาะสม มาเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีฟลูออแรนธีนวางบนฝาจานอาหารเลี้ยง
เชื้อ นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 oซ จนพบการเจริญของแบคทีเรีย นําแบคทีเรียที่เจริญบนจานอาหาร
มายืนยันความสามารถในการยอยสลายฟลูออแรนธีนอีกครั้ง โดยถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM ที่มีฟลูออแรนธีนความเขมขน 0.1 มก.ตอมล. เลี้ยงบนเครื่องเขยา 200 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิหอง สังเกตการเจริญของเชื้อ เทียบกับชุดควบคุม นําเชื้อจากหลอดทดลองที่สังเกตวา
ขุนและมีการเปลี่ยนสีของอาหารมาตรวจสอบความบริสุทธิ์ โดยนํามาเจือจางในสารละลาย 
0.85% โซเดียมคลอไรด เลือกความเขมขนที่เหมาะสมมาเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  LB (Luria 
Bertani agar)  สังเกตดูลักษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหารจนกระทั่งไดเชื้อบริสุทธิ์  หลังจากนั้นนํา
แบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ที่แยกไดไปเขี่ยเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีฟลูออแรนธีน      
ฟแนนทรีน  ฟลูออรีน และอะซีแนพธีน วางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดละจาน นําไปบมที่อุณหภูมิ 
30 oซ  เปนเวลา 7 วัน สังเกตดูการเจริญของแบคทีเรียบนอาหาร

3.2.3 การเก็บเชื้อ

 นําแบคทีเรียสายพันธุ SP2 ซึ่งเปนเชื้อบริสุทธิ์ ที่คัดแยกไดจากตัวอยางน้ํา  ในบอซอม
บํารุงเรือ (บอลอย 1) ซึ่งมีความสามารถในการเจริญและยอยสลายอะซีแนพธีน มาเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธีน 0.1 มก.ตอมล. เมื่อแบคทีเรียมีการเจริญอยูในชวง         
สเตชันนารี นําอาหารเหลวที่มีเชื้อเจริญบรรจุลงในหลอดแชแข็ง ( cryotube ) และเติมกลีเซอรอล
ที่ผานการฆาเชื้อ ซึ่งผานการฆาเชื้อ 3 คร้ังที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 Oซ เปน
เวลา 20 นาที โดยใชอัตราสวนระหวางปริมาตรเชื้อในอาหารเหลวตอปริมาตรกลีเซอรอลเปน      
50 : 50 และ 70 : 30 ปริมาตรตอปริมาตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม เก็บเชื้อที่อุณหภูมิ      
-20 oซ หรือ -70 oซ ตามลําดับ

3.3 จําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียสายพันธุ SP2

3.3.1 ทดสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา ( morphological characteristics)

นําแบคทีเรียสายพันธุ SP2 มาศึกษาลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็งและลักษณะเซลลภาย
ใตกลองจุลทรรศน รวมกับสมบัติทางสรีรวิทยา ( physiological characteristics ) และสมบัติทาง  
ชีวเคมีวิทยา ( biochemical characteristics ) ตามที่รายงานไวใน Burgey’s Manual of 
Systematic Bacterialogy (Palleroni, 1984)
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3.3.2 วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ (16S ribosomal
        DNA )

 3.3.2.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรีย สายพันธุ SP2

สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรีย สายพันธุ SP2 ตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999) 
โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มล. แลวนําไปเขยาที่
อุณหภูมิหอง นาน 24 ชม. ถายเชื้อลงในหลอดไมโครฟวจ นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลดวยเครื่อง
ปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 10,000 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที แขวนลอยเซลลดวย   
บัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 567 ไมโครลิตร เติมสารละลาย SDS เขมขน 10% ปริมาตร 
30 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับหลอดเบาๆ จนเห็นสารแขวนลอยเริ่มหนืดและใสขึ้น เติมสาร
ละลายโปรตีเนสเค (Proteinase K)  เขมขน 20 มก.ตอมล. (ภาคผนวก ข)  ปริมาตร 3 ไมโครลิตร
(ความเขมขนสุดทายเปน 100 ไมโครกรัมตอมล. ของโปรตีเนสเคใน 0.5 % SDS)  ผสมใหเขากัน
โดยการกลับหลอด นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 oซ นาน 1 ชั่วโมง กลับหลอดเบาๆ ทุก 10 นาที แลวเติม
สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการ
กลับหลอด จากนั้นเติมสารละลาย CTAB/NaCl (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขา
กันโดยการกลับหลอด นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 oซ เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย
คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) (อัตราสวนปริมาตรเทากับปริมาตรของสาร
ละลายสุดทาย) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชั่น นําไปปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที  ถายสวนน้ําใสชั้นบนใส
หลอดไมโครฟวจอันใหม เติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข) 
ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชั่น  นําไปปนเหวี่ยงใหแยกชั้นดวย
เครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  ถายสวนน้ําใสชั้นบนใสหลอดไมโคร
ฟวจอันใหม เติมไอโซโปรพานอลปริมาตร 0.6 เทาของน้ําสวนใสที่ได ผสมใหเขากันโดยการกลับ
หลอดไปมาจนกระทั่งเห็นตะกอนสีขาวของดีเอ็นเอปรากฎ นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ
ตอนาที นาน 15 นาที นําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดมาลางดวยสารละลายเอทธานอล 70 % ที่เย็นจัด
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทําซ้ํา 2 คร้ัง โดยการปนลางเก็บตะกอนที่อุณหภูมิหอง นาน 5 นาที เทสวน
น้ําใสทิ้ง สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยใหแหงที่อุณหภูมิหอง แขวนลอยตะกอนดีเอ็นเอที่
ไดดวยบัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติมสารละลาย RNase เขมขน 10 มก.ตอมล.     
(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกําจัดอารเอ็นเอ เก็บที่อุณหภูมิ   4 oซ
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การวิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ

นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 
(A260 และ A280)  คํานวณคา A260 ตอ A280 โดยหากอัตราสวนที่ไดมีคานอยกวา 1.8 แสดงวามี
โปรตีนปนเปอนสูง แตถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูง

คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ

 ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 x 50 x dilution factor

3.3.2.2 การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส
          (Polymerase Chain Reduction ,PCR)

นําดีเอ็นเอ ที่สกัดตามวิธีในขอ 3.3.2.1 ไปทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชสวนผสม
ของสารในปฏิกิริยา และโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ออกแบบตามวิธีของ Blackall  (1999)   
โดยที่ความเขมขนสุดทายในปฏิกิริยาของสารแตละชนิดเปนดังนี้

สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) ความเขมขน1.5 มิลลิโมลาร  สารละลาย dNTP 
ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 1x Taq DNA polymerase buffer  Taq DNA polymerase ปริมาณ 
2.5 หนวย สารละลายไพรเมอรที่จําเพาะกับบริเวณปลายทั้ง 2 ดานของสายดีเอ็นเอแมแบบ
forward primer 27f   5’-CATTGTAGCACGTGTGTAGC-3’   และ reverse primer 1492r
5’-TTTCCTTAGAGTGCCCAACC -3’ ความเขมขน 200 นาโนกรัมตอไมโครลิตร (ของแตละตัว)  
ดีเอ็นเอแมแบบ ที่เตรียมไวในขอ 3.3.2.1 ปริมาณ 1 พิโคกรัม - 1 ไมโครกรัม ปรับปริมาตรดวยน้ํา
ปลอดประจุปลอดเชื้อ รวมสวนผสมทั้งหมดมีปริมาตรสุทธิ 50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ระวังอยา
ใหเกิดฟองอากาศและควรเก็บสวนผสมทั้งหมดในน้ําแข็ง หลังจากนั้นดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิ
เมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA  Thermol Cycler)   (Perkin Elmer, USA) โดยตั้ง
โปรแกรมดังนี้
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hot start           ที่อุณหภูมิ 95 o ซ  เปนเวลา 30 นาที
denaturation    ที่อุณหภูมิ 94 o ซ   เปนเวลา   1 นาที
annealing         ที่อุณหภูมิ 48 o ซ   เปนเวลา   1 นาที         30 รอบ
extension         ที่อุณหภูมิ 72 o ซ   เปนเวลา   2 นาที
extension         ที่อุณหภูมิ 72 o ซ   เปนเวลา   2 นาที
annealing        ที่อุณหภูมิ 48 o ซ   เปนเวลา    1 นาที          1 รอบ
final extension ที่อุณหภูมิ 72 o ซ   เปนเวลา    5 นาที

ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นโดยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ในขั้นตอไป

3.3.2.3 การแยกดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส

นําผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซที่ไดจากขอ 3.3.2.2 มาตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสาย        
ดีเอ็นเอ   ดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดยเตรียมอะกาโรสเจลเขมขน 1.0 % ที่หลอมใน
บัฟเฟอร TAE  (ภาคผนวก ข)   เทลงในแบบพิมพซึ่งมีหวีเสียบอยู ระวงัอยาใหมีฟองอากาศ 
ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 20 นาที วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร              
เทบัฟเฟอร TAE ใหทวมเหนืออะกาโรสเจล  2-3  มม. ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม    
หยอดลงในชองวิ่ง  โดยชองวิ่งแรกจะหยดดวยดีเอ็นเอมาตรฐานที่ผสมกับสีติดตามแลวปริมาตร   
3 ไมโครลิตร จากนั้นทําอีเลคโตรโฟเรซิส  โดยใชชุดทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสรุน Mini sub-
cell GT ใชความตางศักย 75 โวลต จนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลู เคลื่อนที่มาเกือบถึง    
ขอบอะกาโรสเจลอีกดาน   ยอมอะกาโรสเจลดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดเขมขน                
10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรในบัฟเฟอร TAE   เปนเวลา 10 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยแสง
อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร

3.3.2.4 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ

สงผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซที่ไดจากขอ 3.3.2.2  ไปหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอส    ไร
โบโซมัลดีเอ็นเอ และสังเคราะหโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรโดยเครื่องสังเคราะหดีเอ็นเออัตโนมัติ
โดยหนวยบริการชีวภาพ (BIOSERVICE UNIT, BSU)  สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) ในการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ ของ
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แบคทีเรียสายพันธุ SP2  ไดใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร forward และ reverse ดังแสดงใน    
ตารางที่ 3.2  เพื่ออานลําดับเบสของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ จนครบ 1,500 คูเบส

ตารางที่ 3.2  โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชสําหรับหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอส
                 ไรโบโซมัลดีเอ็นเอ ของแบคทีเรีย สายพันธุ SP2

โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด เอกสารอางอิง
Reverse primer1492r 5’-TTTCCTTAGAGTGCCCAACC -3’ Blackall L.L.(1999)
Forward primer 27f 5’-CATTGTAGCACGTGTGTAGC -3’ Blackall L.L. (1999)
Reverse primer 340r1 5’-TTTCCTTAGAGTGCCCAACC -3’ สรางในการทดลองนี้
Forward primer 250f1 5’-CATTGTAGCACGTGTGTAGC -3’ สรางในการทดลองนี้
Reverse primer 320r2 5’-TCATCGTTTACGGCGTGGAC-3’ สรางในการทดลองนี้
Forward primer 280f2 5’-CCACATGCTCCACCGCTTGT-3’ สรางในการทดลองนี้

รวบรวมและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดดวยโปรแกรม Bioedit และนําไปเปรียบ
เทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่มีการรายงานไวใน Gen Bank. โดยใชโปรแกรม Blast

3.4.  การเจริญและความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธีนของแบคทีเรียที่คัด
       แยกได

3.4.1 ศึกษารูปแบบการเจริญและความสามารถของแบคทีเรียที่คัคแยกได
       ในการใชอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน

เตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย โดยเขี่ยโคโลนีของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากจานอาหารแข็ง 
CFMM ที่วางอะซีแนพธีนบนฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  นํามาถายลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 
50 มล. ที่มีโซเดียมซักซิเนต (sodium succinate ) เขมขน 1 กรัมตอลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด   
250 มล.  เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่มีความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชม.
หลังจากนั้น นํามาปนแยกเซลลแบคทีเรียดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที      
ที่อุณหภูมิ 4 oซ เปนเวลา 10 นาที นําสวนเซลลแบคทีเรียมาลางในสารละลาย 0.85% โซเดียม
คลอไรด ทําการปนเหวี่ยงที่สภาวะเดิม โดยทําตามขั้นตอนนี้ 2 ซ้ํา นําสวนเซลลมาแขวนลอยใน
สารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด นําเซลลแขวนลอยมาวัดความขุน ( turbidity ) ที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และเจือจางใหมีคาการดูดกลืนแสงเทากับ 1.0  นําเซลลแขวนลอย
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ที่ปรับความเขมขนแลวมาเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 24 ชม. เพื่อใหแบคทีเรียใชอาหารสะสมที่เหลืออยูในเซลลใหหมดไป   หลังจากนั้นนําหัวเชื้อ
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ที่มีอะซีแนพธีนที่
ความ เขมขน 100  300  500  700 และ 900 มก.ตอลิตร   เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เกบ็ตัวอยางทุกวัน เปนเวลา 7 วัน โดยแตละเวลามีชุดควบคุม 2 ชุด 
คือ ชุดควบคุมสําหรับศึกษาการเจริญของแบคทีเรียที่ไมไดเกิดการยอยสลายอะซีแนพธีน  ซึ่ง
เตรียมโดยการเติมหัวเชื้อลงในอาหารเหลว CFMM ที่ไมมีอะซีแนพธีน  และชุดควบคุมสําหรับ
ตรวจการลดลงของอะซีแนพธีนที่ไมไดเกิดจากการยอยสลายของแบคทีเรีย  ซึ่งเตรียมโดยการใช
อาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธีนแตไมเติมหัวเชื้อ  วัดการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธี viable 
plate count  โดยนําอาหารมาเจือจางดวยสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด  ใหมีความเขมขน
ที่เหมาะสม   นํามาเกลี่ยบนอาหารแข็ง LB บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 oซ  เปนเวลา 2 วัน และวัด
ปริมาณอะซีแนพธีนที่เหลืออยู  โดยการสกัดดวยเอทธิลอะซีเตท  ตามวิธีการของ Grifoll และคณะ 
(1992)  นําสารสกัดที่ไดไปวิเคราะหปริมาณอะซีแนพธีนที่เหลือ และวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิด
จากการยอยสลายอะซีแนพธีนดวยวิธี HPLC ควบคูกับวิธี TLC

การสกัดสาร PAHs และสารมัธยันตรตามวิธีของ Grifoll และคณะ (1992)

 นําอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวมาปรับคาความเปนกรดเปนดางใหเทากับ 2.0-3.0    โดยการเติม
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน   จากนั้นเติมเอทธิลอะซเีตทปริมาตร 1 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อ  ผสมใหเขา
กันโดยใชเครื่องปนผสมดวยความเร็วสูงเปนเวลา 1-2 นาที   ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น  แยกสวนเอทธิล        
อะซีเตทเก็บไว  สกัดซ้ําดวยเอทธิลอะซีเตทปริมาตร 1 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อตามวิธีเดิม  รวมสวน     
เอทธิลอะซีเตทที่ได  เติมแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟตเพื่อกําจัดน้ําที่เหลืออยู  จากนั้นแยกสวนเอทธิล   
อะซีเตท  โดยนําไประเหยใหแหงดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุนจนไดสารที่แหงสนิท 
เติมเมทธานอลปริมาตร 1 มล.  ลงไปละลายสารในขวดลดปริมาตร กรองสารละลายที่ไดผานชุด
กรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกรอง 0.20 ไมโครเมตร  เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 oซ จนกวาจะทํา
การวิเคราะห
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การวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธีนดวยวิธี 
analytical Thin Layer Chromatography (TLC)

นําสารสกัดที่ละลายในเมทธานอล ปริมาตร 5 ไมโครลิตร มาจุดบนแผน  TLC  กวาง    
8x8 ซม. โดยใชระบบตัวทําละลายประกอบดวย โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน   
ในอัตราสวน 90 : 25 : 4 (ปริมาตรตอปริมาตร)  ตรวจดูสเปกตรัมของอะซีแนพธีนและสาร         
มัธยันตรที่เกิดขึ้นภายใตแสงอุลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร

การวิเคราะหปริมาณอะซีแนพธีน และสารมัธยันตรโดยวิธี HPLC

เตรียมสรางกราฟมาตรฐานของอะซีแนพธีน  โดยเติมสารอะซีแนพธีนในไดเมทธิล        
ซัลฟอกไซดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM   ใหมีความเขมขน 0 100  200  300  400  500
600  700  800  900 และ1,000 มก.ตอลิตร  ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ตามลําดับ   ทํา
การสกัดดวยเอทธิลอะซีเตท  โดยใชวิธีการเดียวกับการสกัดอะซีแนพธีนในชุดทดลอง   และนําไป
วิเคราะหปริมาณสารโดยใชวิธี HPLC ซึ่งมีสวนประกอบตางๆดังนี้

เครื่องลิควิดโครมาโตรกราฟ รุนLC-3A (Shimadzu, Japan) ใชคอลัมน Senshu Pak 
Pegasil ODS ขนาด 4.6x150 มม. ตั้งอุณหภูมิคอลัมนที่ 40 oซ ใชสารละลาย 80%เมทธานอล 
เปนสารละลายตัวพา และใชอัตราการไหลเทากับ 1.0 มล.ตอนาที ตรวจสอบคาการดูดกลืนแสง
ของอะซีแนพธีน และ PAHs   ที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร ฉีดสารละลายที่ตองการหา
ปริมาณสาร 60 ไมโครลิตร  โดยใชกระบอกฉีดยาขนาดเล็กรุน MS-R50  หาปริมาณอะซีแนพธีนที่
เหลืออยูจากการยอยสลายของแบคทีเรียในชุดทดลอง  โดยเปรียบเทียบพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการ
วิเคราะหกับกราฟมาตรฐานของอะซีแนพธีน

3.4.2 การวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธีน

3.4.2.1 เลือกระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับการสกัดสารมัธยันตร

เติมหัวเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมวิธีเชนเดียวกับการทดลอง 3.4.1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 10 มล. อะซีแนพธีน ความเขมขน 500 มก.ตอลิตร 
เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 oซ นาน 7 วัน โดยนําอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลวที่มีแบคทีเรียเจริญที่เวลา 0  12  24  30  36  42  48  54  60  66  72  78  84  90 
96  108  120  132  144 และ 158 ชม. มาสกัดสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธีน  
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ตามวิธีการของ Grifoll และคณะ 1992 และนําสารสกัดที่ไดไปวิเคราะหสารมัธยันตรดวยวิธี
analytical TLC

3.4.2.2 การแยกสารมัธยันตรใหบริสุทธิ์

เติมหัวเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมโดยวิธีเชนเดียวกับการทดลอง 3.4.1 ปริมาตร 2.5 มล. ลงใน
ขวดรูปชมพูขนาด 500 มล. ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 250 มล. อะซีแนพธีนความ
เขมขน 500 มก.ตอลิตร จํานวน 4 ขวด เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง ใชระยะเวลาที่เหมาะสมจากการทดลองในขอ 3.4.2.1 เมื่อครบกําหนด  แยกเซลล
แบคทีเรียออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  โดยใชเครื่องปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 oซ เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสที่ไดมาทําการสกัดสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการยอย
สลายอะซีแนพธีนดวยเอทธิลอะซีเตทตามวิธีของ Grifoll และคณะ 1992

การสกัดสารมัธยันตรตามวิธีของ Grifoll และคณะ (1992)

ใสอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ปรับคาความเปนกรดเปนดางใหเทากับ 2.0-3.0 ดวยกรด    
ไฮโดรคลอริกเขมขน ลงในขวดรูปชมพูขนาด 5,000 มล.จากนั้นเติมเอทธิลอะซีเตทปริมาตร 1,000 
มล. โดยแบงสกัด 3 คร้ัง เขยาผสมใหเขากัน นาน 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น แยกสวนเอทธิล       
อะซีเตทเก็บไว สกัดซ้ําจนครบ 3 คร้ัง รวมเอาสวนเอทธิลอะซีเตทเขาดวยกัน จากนั้นนําสวนดัง
กลาวมา สกัดดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ที่ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร ปริมาตร 1,000 
มล. โดยแบงสกัด 3 คร้ัง เขยาผสมใหเขากัน นาน 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น แยกสวนเอทธิล       
อะซีเตทเก็บไว สกัดซ้ําจนครบ 3 คร้ัง แยกสวนน้ําและสวนเอทธิลอะซีเตทออกจากกันโดยนําสวน
เอทธิลอะซีเตตไปเติมแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟตเพื่อกําจัดน้ําที่เหลืออยู เรียกสวนที่ไดนี้วา สวน
สกัดที่เปนกลาง (neutral extract)  สวนน้ําที่ไดจะนํามาสกัดซ้ําดวยเอทธิลอะซีเตทอีกครั้ง โดย
ปรับคาความเปนกรดเปนดางใหเทากับ 2.0-3.0 โดยการเติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จากนั้นเติม
เอทธิลอะซีเตทปริมาตร 1,000 มล โดยแบงสกัด 3 คร้ัง เขยาผสมใหเขากัน นาน 5 นาที ตั้งทิ้งไวให
แยกชั้น แยกสวนเอทธิลอะซีเตทเก็บไว สกัดซ้ําจนครบ 3 คร้ัง รวมเอาสวนเอทธิลอะซีเตทเขาดวย
กัน  เติมแอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟตเพื่อกําจัดน้ําที่เหลืออยู ซึ่งสวนที่ไดนี้เรียกวา สวนสกัดที่เปน
กรด (acidic extract)  นําสวนสกัดทั้ง 2 ชนิดไปลดปริมาตรโดยใชเครื่องระเหยแหงสูญญากาศ
แบบหมุนจนไดสารปริมาตร 1 มล.  จากนั้นนําแตละสวน ปริมาตร 5 ไมโครลิตร มาจุดบนแผน 
TLC กวาง 8x8 ซม. โดยใชระบบตัวทําละลายประกอบดวย โทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติก
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เขมขน ในอัตราสวน 90 : 25 : 4 (ปริมาตรตอปริมาตร)   ตรวจดูสารมัธยันตรในแตละสวนที่เกิดขึ้น
ภายใตแสงอุลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร   คัดเลือกสวนสกัดที่มีสาร    
มัธยันตสะสมอยูมากที่สุด มาทําใหบริสุทธิ์ตอโดย preparative TLC

การทําสารมัธยันตรใหบริสุทธิ์ดวยวิธี preparative TLC

นําสวนสกัดที่พบการสะสมของสารมัธยันตรอยูมากที่สุด     มาจุดใหเปนแนวตรงบนแผน
อลูมิเนียมทีแอลซี ที่เคลือบดวยซิลิกาเจล ขนาด  20 x 20 ซม. หนา 1 มม.    โดยใชกระบอกฉีดยา
ขนาดเล็ก รุน MS - 200  ใชระบบตัวทําละลายที่ประกอบดวย เฮกเซน : เอทธิลอะซีเตท : กรด    
อะซิติก ในอัตราสวน 10:10:1 ปริมาตรตอปริมาตร  ตรวจหาแถบของสารมัธยันตรภายใตแสง
อัลตราไวโอเลต  และขูดซิลิกาเจลจากแถบดังกลาว  มาทําการสกัดดวยเอทธิลอะซีเตทที่อ่ิมตัว
ดวยน้ําปริมาตร 200 มล.  เขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที นาน 10 นาที นําสวน
สกัดดังกลาวมาผานคอลัมนของโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสเพื่อกําจัดน้ํา  จากนั้นนําไปลดปริมาตร
โดยใชเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุน  จนกระทั่งเหลือผลึกของสารเกาะติดอยู  ตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ของสารซ้ําอีกครั้งโดยการนําสารละลายในเมทธานอลของสารมัธยันตรที่ผานการทํา
ใหบริสุทธิ์มาฉีด HPLC  และตรวจโครมาโตแกรมที่เกิดขึ้น

การทําสารมัธยันตรใหบริสุทธิ์ดวยวิธี HPLC

นําสารมัธยันตรที่ผานการแยกเบื้องตนดวยวิธี preparative TLC มาทําใหบริสุทธิ์ยิ่งขึ้น
ดวยวิธี HPLC เก็บสารมัธยันตรที่แยกออกจากคอลัมนที่คา Retention time ตางๆ ดวยเครื่อง     
ลิควิดโครมาโตรกราฟ รุน LC-10AD (Shimadzu,Japan) ใชคอลัมน Inertsill PRER-ODS ขนาด 
10x250 มม. ตั้งอุณหภูมิคอลัมนที่   40 oซ  ใชสารละลาย 80% เมทธานอล เปนสารละลายตัวพา 
และใชอัตราการไหลเทากับ 3.0 มล.ตอนาที ตรวจสอบคาการดูดกลืนแสง ของสารมัธยันตร ที่
ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร   นําสารมัธยันตรที่ไดจาก HPLC มาผานคอลัมนของโซเดียม      
ซัลเฟตแอนไฮดรัสเพื่อกําจัดน้ํา  จากนั้นนําไปลดปริมาตรโดยใชเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบ
หมุน   จนกระทั่งเหลือผลึกของสารเกาะติดอยู ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารซ้ําอีกครั้ง  โดยการ
นําสารละลายในเมทธานอลของสารมัธยันตรที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มาฉีด HPLC และตรวจ
โครมาโตแกรมที่เกิดขึ้น
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การตรวจสอบชนิดของสารมัธยันตรที่แยกได

นําสารมัธยันตรบริสุทธิ์ที่แยกได มาตรวจสอบชนิดของสารซึ่งจะตรวจสอบขั้นเบื้องตน  
โดยนําสารมัธยันตรที่แยกไดมาวิเคราะหดวยวิธี analytical TLC   ทําการเปรียบเทียบกับสาร      
มัธยันตรมาตรฐานที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีน (Schocken และ Gibson, 1984) 
และสาร PAHs (Grund และคณะ, 1992) ที่มีอยูในหองปฏิบัติการซึ่งไดแก  อะซีแนพธีนควิโนน 
กรดแนพธาลีน1, 8-ไดคารบอกซิลิก  กรดซาลิไซลิก   กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก   กรดโปรโต
คาทีคูอิก  ความเขมขน 0.1 มก.ตอมล. ที่ละลายในเมทธานอล และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ
สารซ้ําอีกครั้งโดยการนําสารละลายในเมทธานอลของสารมัธยันตรที่ผานการทําใหบริสุทธิ์มาฉีด 
HPLC และตรวจโครมาโตแกรมที่เกิดขึ้น

3.5  ศึกษาความสามารถของแบคทีเรียที่คัดแยกไดในการยอยสลายสาร PAHs ชนิดอ่ืน

เพื่อทดสอบความจําเพาะในการใชสารตั้งตนเพื่อการเจริญของแบคทีเรีย (substrate 
specificity) โดยนําหัวเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมโดยใชวิธีเชนเดียวกับการทดลอง 3.4.1 ปริมาตร       
50 ไมโครลิตร  ใสลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. เติมสาร PAHs 
ทดสอบ แนพธาลีน  อะซีแนพธิลีน  ไดเบนโซฟูแรน  แอนทราซีน  ฟแนนทรีน  ฟลูออรีน  ฟลูออ  
แรนธีน และไพรีน ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร ลงในหลอด ชนิดละหลอด เลี้ยงเชื้อบนเครื่อง
เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เตรียมชุดควบคุมเชนเดียวกับขอ 3.4.1 เก็บตัว
อยางทุก 2 วัน จนครบ 7 วัน  วัดการเจริญของแบคทีเรียโดยดูจากความขุนที่เพิ่มข้ึนของอาหาร
เหลวและการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว  รวมกับวัดการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธี viable plate 
count และปริมาณสาร PAHs ที่เหลือ เชนเดียวกับขอ 3.4.1

3.6  ศึกษาการยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสมของแบคทีเรียที่แยกได

นํา PAHs ที่แบคทีเรียไมสามารถยอยสลายได ในขอ 3.5 ทดสอบการยอยสลายแบบโคเม
ตาบลิสมรวมกับอะซีแนพธีน โดยนําแบคทีเรียที่เตรียมโดยใชวิธีเชนเดียวกับการทดลอง 3.4.1
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล.ที่มี PAHs ที่
แบคทีเรียไมสามารถยอยสลายได ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร และอะซีแนพธีนที่ความเขมขน
100 มก.ตอลิตร ตามวิธีของ Juhasz และคณะ (1997) เลี้ยงบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ
ตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เตรียมชุดควบคุม 4 ชุด (1) ชุดควบคุมสําหรับดูการเจริญของแบคทีเรีย
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และการลดลงของอะซีแนพธีนที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธีน เตรียมโดยเติมหัวเชื้อลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธีน (2) ชุดควบคุมสําหรับดูการเจริญของแบคทีเรียที่ไม
ไดเกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธีนและ PAHs ทดสอบ เตรียมโดยเติมหัวเชื้อลงในอาหารเหลว
CFMM ที่ไมมีอะซีแนพธีนและ PAHs ทดสอบ (3) ชุดควบคุมสําหรับตรวจการเจริญของแบคทีเรีย
และการลดลงของ PAHs ทดสอบที่ไมไดเกิดจากการยอยสลายสาร PAHs ทดสอบ เตรียมโดยเติม
หัวเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มี PAHs ทดสอบ และ (4) ชุดควบคุมสําหรับตรวจการ
ลดลงของอะซีแนพธีนและ PAHs ทดสอบ ที่ไมไดเกิดจากการยอยสลายของแบคทีเรีย ซึ่งเตรียม
โดยการเติมอะซีแนพธีนและ PAHs ทดสอบ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM  เก็บตัวอยางทุก 
2 วัน จนครบ 7 วัน วัดการเจริญของแบคทีเรีย และปริมาณ PAHs ที่เหลือ เชนเดียวกับขอ 3.4.1

3.7  ศึกษาการยอยสลาย แนพธาลีน, อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซฟูแรน แบบโคเมตา
 บอลิสม โดยแบคทีเรีย Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2

3.7.1 ศึกษาการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 เมื่อยอยสลาย
        แนพธาลีน, อะซีแนพธิลีนและไดเบนโซฟูแรน แบบโคเมตาบอลิสม

เติมหัวเชื้อแบคทีเรียที่ เตรียมโดยใชวิธี เชนเดียวกับการทดลอง  3.4.1 ปริมาตร               
50 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล.ที่มีอะซีแนพธีนความ              
เขมขน 100 มก.ตอลิตร เติมแนพธาลนี ความเขมขน 300 มก.ตอลิตร  อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซ
ฟูแรน ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร ลงในหลอดอาหาร ชนิดละหลอด เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 4 วัน หลังจากนั้น  เติมอะซีแนพธีน ที่ความ
เขมขน 100 มก.ตอลิตร ลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอะซีแนพธีนและ PAHs ทดสอบ ปริมาณ
นอยจนเกือบหมด นําแตละหลอดไปเลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง เตรียมชุดควบคุม 4 ชุด (1) ชุดควบคุมสําหรับตรวจการเจริญของแบคทีเรียและการ
ลดลงของอะซีแนพธีนที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธีน เตรียมโดยการเติมหัวเชื้อลงในอาหาร
เหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธีน (2) ชุดควบคุมสําหรับศึกษาการเจริญของแบคทีเรียที่ไมไดเกิดจาก
การยอยสลายอะซีแนพธีนและ PAHs ทดสอบ เตรียมโดยเติมหัวเชื้อลงในอาหารเหลว CFMM ที่
ไมมีอะซีแนพธีนและ PAHs (3) ชุดควบคุมสําหรับตรวจดูการเจริญของแบคทีเรีย และการลดลงขอ
งอะซีแนพธีนและ PAHs ทดสอบโดยไมมีการเติมอะซีแนพธีนในวันที่ 4 วันของการทดลอง เตรียม
เหมือนชุดทดลองแตไมมีการเติมอะซีแนพธีนในวันที่ 4 วันของการทดลอง  (4) ชุดควบคุมเพื่อดู
การลดลงของอะซีแนพธีนและ PAHs ทดสอบ ที่ไมไดเกิดจากการยอยสลายของแบคทีเรีย เตรียม
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โดยเติมอะซีแนพธีนและ PAHs ทดสอบ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM เก็บตัวอยางทุกวัน จน
ครบ 7 วัน วัดการเจริญของแบคทีเรีย และปริมาณสาร PAHs ที่เหลือ เชนเดียวกับขอ 3.4.1

3.7.2 ศึกษาการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 เมื่อยอยสลาย
        แนพธาลีน, อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซฟูแรนที่แปรผันความเขมขน

นําหัวเชื้อแบคทีเรียที่ เตรียมโดยใชวิธี เชนเดียวกับการทดลอง  3.4.1 ปริมาตร                  
50 ไมโครลิตรใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ที่มีอะซีแนพธีนที่ความเขมขน
100 มก.ตอลิตร เติมอะซีแนพธิลีน ที่ความเขมขน 25  50 และ 75 มก.ตอลิตร  ไดเบนโซฟูแรน ที่
ความเขมขน 25  50 และ 75 มก.ตอลิตร และแนพธาลีนที่ความเขมขน 100  150  200 และ 250
มก.ตอลิตร ลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ ชนิด, ความเขมขนละหลอด เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เตรียมชุดควบคุมเชนเดียวกับขอ 3.6 เก็บตัวอยางทุก
วัน จนครบ 7 วัน วัดการเจริญของแบคทีเรีย และปริมาณสาร PAHs ที่เหลือ เชนเดียวกับขอ 3.4.1

3.7.3  ศึกษาการยับยั้งการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 เมื่อยอย
         สลายแนพธาลีน  อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซฟูแรน แบบโคเมตาบอลิสม

  เติมหัวเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมโดยใชวิธีเชนเดียวกับการทดลอง 3.4.1 ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล.ที่มีอะซีแนพธีนความเขมขน 100
มก.ตอลิตรเลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชม.
จากนั้นเติมแนพธาลีน ความเขมขน 300 มก.ตอลิตร  อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซฟูแรน ความเขม
ขน 100 มก.ตอลิตร ลงในแตละหลอด ชนิดละหลอด นําแตละหลอดไปเลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เตรียมชุดควบคุม 3 ชุด (1) ชุดควบคุมเพื่อศึกษาการ
เจริญของแบคทีเรีย และการลดลงของอะซีแนพธีนที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธีน โดยไมมี
การเติมสาร PAHs ชนิดอื่นที่ใชทดสอบ  เตรียมเหมือนชุดทดลองแตไมมีการเติม PAHs ชนิดอื่นที่
ใชทดสอบ  (2) ชุดควบคุมเพื่อดูการเจริญของแบคทีเรียที่ไมไดเกิดจากการยอยสลายสารชนิดใด 
เตรียมโดยการเติมหัวเชื้อลงในอาหารเหลว CFMM ที่ไมมีสาร PAHs ชนดิใด (3) ชุดควบคุมเพื่อ
ตรวจการลดลงของอะซีแนพธีน และสาร PAHs ทดสอบ ที่เติมลงไปในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ ภาย
หลัง 24 ชม.  เตรียมโดยเติมอะซีแนพธีนลงในอาหารเหลว CFMM นําไปเลี้ยงบนเครื่องเขยา เปน
เวลา 24 ชม. แลวจึงเติมสาร PAHs ทดสอบลงไป เก็บตัวอยางทุกวัน จนครบ 7 วัน วัดการเจริญ
ของแบคทีเรีย และปริมาณสารPAHs ที่เหลือ เชนเดียวกับขอ 3.4.1
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บทที่ 4

ผลการทดลอง

4.1 การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายสารประกอบพอลิไซ
     คลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน

4.1.1 การเพิ่มจํานวนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก
       ไฮโดรคารบอนจากตัวอยางน้ํา

จากการนําตัวอยางน้ําทั้ง 7 แหลง ซึ่งมีการปนเปอนของสารปโตรเคมี น้ํามัน น้ํามันเครื่อง 
เปนเวลานาน   มาคัดแยกและทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยอยสลายสาร PAHs ทั้ง 
9 ชนิด ไดแก แนพธาลีน  อะซีแนพธีน  อะซีแนพธิลีน  แอนทราซีน  ฟแนนทรีน  ไดเบนโซฟแูรน 
ฟลูออรีน ฟลูออแรนธีน และไพรีน    โดยนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมสาร
PAHs ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร ชนิดละหลอด  ทําการถายเชื้อและสังเกตการเจริญ  โดยดู
จากความขุนที่เพิ่มข้ึนและการเปลี่ยนสีของอาหารเหลว   เทียบกับหลอดควบคุม   หลังจากถาย
เชื้อในครั้งแรก พบวาในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีตัวอยางน้ําที่ 1  2  3  6  และ 7 มีการเจริญ
ของแบคทีเรีย โดยพบความขุนและการเปลี่ยนสีของอาหารแตกตางกันตามชนิดของสาร PAHs ดัง
แสดงผลการทดลองในตารางที่ 4.1  
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ตารางที่ 4.1  การยอยสลายสาร PAHs ของจุลินทรียในตัวอยางน้ํา

สารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (PAHs)ตัว

อยาง

น้ํา แนพธาลีน อะซีแนพธีน อะซีแนพธิลีน ฟแนนทรีน แอนทราซีน

O

ไดเบนโซฟูแรน ฟลูออรีน ฟลูออแรนธีน ไพรีน

1 - - - + - - - - -
2 - - - + - - - - -
3 - - - + - - - - -
4 - - - - - - - - -
5 - - - - - - - - -
6 - + - + - - + + -
7 - + - + - - - - -

หมายเหตุ
+  หมายถึง  มีการเจริญในอาหารเหลวโดยมีการเปลี่ยนสีของอาหาร
 -  หมายถึง  ไมมีการเจริญในอาหารเหลว

กลุมแบคทีเรียจากตัวอยางน้ําที่ 1 2  3  6  และ 7  สามารถยอยสลายฟแนนทรีน โดย
เปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM  จากไมมีสีเปนสีสมออน ภายใน 24 ชม. หลังจากการ
ถายเชื้อ 5 คร้ัง กลุมแบคทีเรียในตัวอยางน้ําที่ 6 บอซอมบํารุงเรือ (บอลอย1 ) มีความสามารถใน
การยอยสลายสาร PAHs ได 4 ชนิด ไดแก ฟแนนทรีน  อะซแีนพธีน  ฟลูออรีน และฟลูออแรนธีน 
ดังจะเห็นการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ไดภายใน 24 ชม. หลังจากการถายเชื้อ 5 คร้ัง ดัง
แสดงในตารางที่ 4.2  และรูปที่ 4.1  มีรายงานวาการเพิ่มจํานวนของมวลชีวภาพและการเปลี่ยนสี
ของอาหารนั้น  แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียนั้นมีการเจริญ (Bouchez และคณะ, 1995)  และการ
เปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อไปเปนสีเหลือง หรือสีสมนั้น   อาจเกิดจากการสะสมของสารมัธยันตร
ชนิด  catechol - like compounds และ meta - ring clevage compounds ที่เกิดจากการยอย
สลายสาร PAHs โดยจุลินทรีย (Mueller และคณะ, 1989)
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ตารางที่ 4.2  ลักษณะของอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อเติมกลุมแบคทีเรียจากตัวอยางน้ําที่ 6
                 หลังการถายเชื้อ 5 ครั้ง

  สาร PAHs  ลักษณะของอาหารเลี้ยงเชื้อ
ฟลูออแรนธีน อาหารขุน เปลี่ยนสีเปนสีแดงอิฐ
อะซีแนพธีน อาหารขุน เปลี่ยนสีเปนสีเหลืองออน
ฟแนนทรีน อาหารขุน เปลี่ยนสีเปนสีสมเขม
ฟลูออรีน อาหารขุน เปลี่ยนสีเปนสีเหลือง

           ชุดควบคุม            1                  2                   3                  4

รูปที่ 4.1 ลักษณะของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีฟลูออแรนธีน (1), อะซีแนพธีน
            (2), ฟแนนทรีน (3) และฟลูออรีน (4) หลังการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยางน้ํา
           ที่ 6 เปนเวลา 7 วัน หลังจากการถายเชื้อ 5 ครั้ง เปรียบเทียบกับชุดควบคุม
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 จากผลที่ได  กลุมแบคทีเรียจากตัวอยางน้ําที่ 6   มีความสามารถในการยอยสลายสาร
PAHs ไดมากชนิดกวากลุมแบคทีเรียในตัวอยางน้ําแหลงอื่น   โดยเฉพาะมีความสามารถยอย
สลายฟลูออแรนธีน ซึ่งเปนสาร PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง  มีโครงสรางประกอบดวยวงเบนซีน 3 
วงเชื่อมกับวงไซโคลเพนเทน 1 วง จัดเปนสารที่ยากตอการยอยสลายดวยจุลินทรีย (Kanaly และ
Harayama, 2000) จึงไดเพิ่มจํานวนแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่เติมฟลูออแรนธีน  
เพื่อใหแบคทีเรียไดคุนเคยในการที่จะใชฟลูออแรนธีนเปนแหลงคารบอน และพลังงาน

4.1.2 การคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ที่สามารถยอยสลายสาร PAHs

จากการนําเชื้อในน้ําตัวอยางน้ําที่ 6 ที่ผานการถายเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่
มีฟลูออแรนธีนมาแลว 5 คร้ัง มาแยกเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่มีความสามารถในการยอยสลายสาร
PAHs   โดยนํามาเจือจางในสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด ใหไดคาความเขมขนที่เหมาะสม   
แลวนํามาเกลี่ยบนอาหารแข็ง CFMM ที่มีฟลูออแรนธีนวางบนฝาจานอาหาร  โดยใหแบคทีเรีย
ใชฟลูออแรนธีนในรูปสารระเหยในการเจริญ   พบการเจริญของแบคทีเรียโดยเกิดโคโลนสีีขาวบน
จานอาหารแข็ง CFMM  ภายหลังจากการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30o ซ เปนเวลา 3 วัน  เนื่องจากการ
แยกแบคทีเรียใหไดสายพันธุบริสุทธิ์  อาจทําใหแบคทีเรียไมสามารถยอยสลายสารหรือมีความ
สามารถยอยสลายสารไดลดลง (Mlynarz และ Ward, 1995)   จึงนําโคโลนีเดี่ยวดังกลาวมา
ทดสอบความสามารถในการยอยสลายฟลูออแรนธีนอีกครั้ง   โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
CFMM ที่มีฟลูออแรนธีนในรูปสารละลายฟลูออแรนธีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซดที่ความเขมขน 
100 มก.ตอลิตร   พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวขุนและเปลี่ยนสี หลังจากการเลี้ยงเชื้อ 2 วัน  สวน
ใหญจุลินทรียในสิ่งแวดลอมจะอยูรวมกันแบบพึ่งพาอาศัย และรวมกันยอยสลายสารที่มีโครงสราง
ซับซอน (Alexander, 1994)   จึงทดสอบความบริสุทธิ์ของเชื้ออีกครั้ง โดยนําอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
การเจริญและการยอยสลายฟลูออแรนธีนของแบคทีเรียจากโคโลนีเดี่ยว  มาเจือจางในสารละลาย 
0.85% โซเดียมคลอไรด  ใหไดคาความเขมขนที่เหมาะสม  แลวนํามาเกลี่ยบนอาหารแข็ง LB       
หลังจากการเลี้ยงเชื้อ 3 วัน  พบโคโลนีแบคทีเรียที่มีลักษณะที่แตกตางกัน 3 ชนิด ซึ่งเจริญบนผิว
หนาอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด มีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกันชัดเจน   จึงใหชื่อ
แตละโคโลนีวา  SP1  SP2  และ SP3  ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4.3 และรูปที่ 4.2
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 ตารางที่ 4.3 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียซ่ึงคัดแยกไดจากตัวอยางน้ําที่ 6

สายพันธุแบคทีเรีย ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง LB

SP1 โคโลนีกลมเล็ก ขอบเรียบ โปรงแสง สีเหลืองออน
SP2 โคโลนีกลม ขอบเรียบ โปรงแสง สีเหลืองเขม
SP3 โคโลนีกลมใหญ ขอบเรียบ โปรงแสง สีครีม

                    ก. แบคทีเรีย สายพันธุ SP1                          ข. แบคทีเรีย สายพันธุ SP2

                                                   ค. แบคทีเรีย สายพันธุ SP3

รูปที่ 4.2  ลักษณะโคโลนีแบคทีเรียสายพันธุ SP1  SP2 และ SP3 ที่เจริญบนอาหารแข็ง
             LB เปนเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 30 oซ
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การแยกแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ อาจทําใหความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ของ
แบคทีเรียนั้นลดลง ( Weissenfels และคณะ, 1990 )  จึงทดสอบความสามารถในการยอยสลาย
สาร PAHs ของแบคทีเรียสายพันธุบริสุทธิ์ ทั้ง 3 สายพันธุ ที่คัดแยกได  โดยนําแบคทีเรียแตละสาย
พันธุ มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีอะซีแนพธีน  ฟแนนทรีน  ฟลูออรีน และ ฟลูออ
แรนธีน วางบนฝาจานอาหาร ชนิดละจาน  ซึ่งสารทั้ง 4 ชนิดเปน PAHs ที่แบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ
สามารถยอยสลายไดเมื่ออยูรวมกัน  หลังจากการเลี้ยงเชื้อ 7 วัน  พบเฉพาะการเจริญของ
แบคทีเรียสายพันธุ  SP2 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่มีอะซีแนพธีนบนฝาจานอาหารเทานั้น    
โดยไมพบการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ SP1 และ SP3  บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสาร PAHs 
ทดสอบ ชนิดใด  จึงไดนําโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ SP2 ที่ได   เขี่ยลงอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มี
อะซีแนพธีน ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร   เพื่อทดสอบความสามารถของแบคทีเรียสายพันธุ 
SP2    พบวาแบคทีเรียสายพันธุ SP2   สามารถยอยสลายสารอะซีแนพธีนไดโดยเปลี่ยนสีของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวจากไมมีสีเปนสีเหลืองไดภายใน 48 ชั่วโมง

เนื่องจากยังมีการศึกษาการยอยสลายอะซีแนพธีน เพียงเล็กนอย ทั้งในประเทศไทยและ
ตางประเทศ อีกทั้งในไทยพบการปนเปอนอะซีแนพธีน ในอากาศ (กรมควบคุมมลพิษ, 2541) และ
น้ําทะเล (พรศรี, 2533) จึงเปนประโยชนที่จะศึกษาการยอยสลายอะซีแนพธีนของแบคทีเรียสาย
พันธุ SP2  ดังนั้นจึงไดเลือกแบคทเีรียสายพันธุ SP2  ไปจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธาน และศึกษา
การยอยสลายอะซีแนพธีนในขั้นตอไป

4.2. การจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียสายพันธุ SP2

จากการสังเกตลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ SP2 ที่เจริญบนอาหารแข็ง LB มี
ลักษณะโคโลนีกลม ขอบเรียบ โปรงแสง สีเหลืองเขม และสรางเมือกเหนียว ดังแสดงในรูปที่ 4.3  
และเมื่อศึกษาใตกลองจุลทรรศนพบวาเซลลของแบคทีเรียสายพันธุ SP2  มีลักษณะเปนแทง    
เมื่อเซลลมีอายุมากจะมีลักษณะเปนแทงยาว ติดสีแกรมลบ ดังแสดงในรูปที่ 4.4 และ 4.5 สวน
ลักษณะตางๆ ที่ใชในการจําแนกชนิดทางอนุกรมวิธาน คือ ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และชีวเคมี 
ดังแสดงไวในตารางที่  4.4 และ 4.5 ตามลําดับ
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รูปที่ 4.3  ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียสายพันธุ  SP2 ที่เจริญบนอาหารแข็ง LB เปน
             เวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 30 oซ

ตารางที่ 4.4  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพันธุ SP2

ลักษณะที่ศึกษา ลักษณะที่สังเกตเห็น
ลักษณะของเซลล
   การติดสีแกรม
   รูปรางของเซลล
   การติดสี acid-fast
ลักษณะของโคโลนีบนอาหารแข็ง LB
   รูปราง
   สี
   ขนาด
   การผานของแสง
   ลักษณะขอบ

แกรมลบ
แทง
ไมติดสี

กลม
เหลืองเขม

เสนผาศูนยกลางประมาณ 1-2 มม.
โปรงแสง
ขอบเรียบ
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รูปที่ 4.4 ลักษณะการติดสียอมแกรมของแบคทีเรียสายพันธุ SP2 ภายใตกลองจุลทรรศน

รูปที่ 4.5 ลักษณะรูปรางของแบคทีเรียสายพันธุ SP2 ภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ
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ตารางที่ 4.5 ลักษณะทางชีวเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ SP2

ลักษณะที่ศึกษา ลักษณะทางสรีรวิทยา
1. การสรางเอนไซมออกซีเดส
2. การสรางเอนไซมคาตาเลส
3. การรีดิวซไนเตรต
4. การไฮโดรไลซ เอสคูลิน
5. การสรางเอนไซมยูรีเอส
6. การเกิดปฏิกิริยาบนอาหารแข็งทริปเปลไอรอน
7. การเจริญบนอาหารแข็งแมกคองกี้
8. การไฮโดรไลซเจลาติน
9. การสรางไฮโดรเจนซัลไฟด
10. ปฏิกิริยาออกซิเดทีฟ/เฟอรเมนเตชั่น
11. การสรางอินโดล
12. การดีคารบอกซีเลชั่นของไลซีน
13. การเคลื่อนที่
14. การทดสอบเมทธิลเรด
15. การทดสอบ Vogas-Proskauer reaction
16. การใชแหลงคารบอน
      ดี - กลูโคส
      ดี - กาแลคโตส
      ดี - ฟรุกโตส
      ดี - แมนนิทอล
      ดี - มอลโตส
      ดี - ซูโครส
      ซิมมอน ซิเตรต

+
+
-
-
+

K/-
-
-
-

ออกซิเดทีฟ
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
+

        หมายเหตุ
               + : เชื้อมีเอนไซมชนิดที่ทดสอบ หรือเจริญไดในแหลงคารบอนนั้น

          - : เชื้อไมมีเอนไซมชนิดที่ทดสอบ หรือไมมีการเจริญไดในแหลงคารบอนนั้น
         K : อาหารแข็ง TSI ที่กนหลอด (butt) มีสมบัติเปนเบสหรือเปนกลาง
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จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางชีวเคมี ที่แสดงไวในตารางที่ 4 และ 5 เมื่อ         
ทําการเปรียบเทียบกับลักษณะที่รายงานไวใน Bergey’s Mannual of Systematic     
Bacteriology ซึ่งรายงานไวโดย Palleroni (1984)   พบวาลักษณะทั้งสัณฐานวิทยาและชีวเคมีของ
แบคทีเรียสายพันธุ SP2 ตรงกับแบคทีเรียในสกุล Sphingomonas

 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ (16S ribosomal DNA)

เมื่อนําสารละลายดีเอ็นเอที่เพิ่มจํานวนดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส มาตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ดวยวิธีอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสพบชิ้น 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอ ของแบคทีเรีย
สายพันธุ SP2 มีขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส โดยการเปรียบเทียบกับ ชิ้นดีเอ็นเอมาตรฐาน (1 Kb 
lader) ดังแสดงในรูปที่ 4.6

รูปที่ 4.6 ขนาดชิ้น 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอ ของแบคทีเรีย สายพันธุ SP2
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นําผลิตภัณฑของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ได  ไปหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยหนวยบริการชีวภาพ 
(BSU)   สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.)  และนําขอมูลลําดับ       
นิวคลีโอไทดของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอ ของแบคทีเรียสายพันธุ SP2 ที่ได  มาวิเคราะหดวย
โปรแกรม Bioedit   แลวจึงนําไปเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยูใน Gen Bank   ดวยโปรแกรม 
BLAST   พบวาแบคทีเรียสายพันธุ SP2 มีลําดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอ  
คลายกับลําดับนิวคลีโอไทด16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอของแบคทีเรีย   Sphingomonas sp.       
สายพันธุ D16 (Accession number  AFO 25352) โดยมีความคลายคลึง (% homology) เทากับ 
99 %  ดังแสดงในรูปที่ 4.7   ดังนั้นจากผลการทดสอบทางสรีรวิทยาและชีวเคมีรวมกับการ
วิเคราะหลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอ สามารถยืนยันไดวาแบคทีเรียสายพันธุ  SP2
เปนแบคทีเรียในสกุล Sphingomonas
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SP2 : ACGATTCACCCCAGTCGCTGATCCCACCGTGGTTAGCTGCCTCCGTTGCCGGTTAGCGCACTACCTTCGGGTGAAACCAACTCCCAT-110
D16 : ACGATTCACCCCAGTCGCTGATCCCACCGTGGTTAGCTGCCTCCGTTGCCGGTTAGCGCACTACCTTCGGGTGAAACCAACTCCCAT

SP2 : GGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCTGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGCCTTCATGCTCTC-200
D16 : GGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCTGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGCCTTCATGCTCTC

SP2 : GAGTTGCAGAGAACAATCCGAACTGAGACGGCTTTTGGAGATTAGCTTGTGCTCGCGCACTTGCTGCCCACTGTCACCGCCATTGTAGCA-290
D16 : GAGTTGCAGAGAACAATCCGAACTGAGACGGCTTTTGGAGATTAGCTTGTGCTCGCGCACTTGCTGCCCACTGTCACCGCCATTGTAGCA

SP2 : CGTGTGTAGCCCAGCGTGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGCTTATCACCGGCAGTTTCCTTAGAGTGCC-380
D16 : CGTGTGTAGCCCAGCGTGTAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGCTTATCACCGGCAGTTTCCTTAGAGTGCC

SP2 : CAACCAAATGATGGCAACTAAGGACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGTACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCA-470
D16 : CAACCAAATGATGGCAACTAAGGACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCA

SP2 : GCACCTGTCACTGATCCAGCCGAACTGAAGGAAAAGATCTCTCTAATCCGCGATCAGGATGTCAAACGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGC-560
D16 : GCACCTGTCACTGATCCAGCCGAACTGAAGGAAAAGATCTCTCTAATCCGCGATCAGGATGTCAAACGCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGC

SP2 : TTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCAGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGATA-650
D16 : TTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCAGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGATA

SP2 : ACTTAATGCGTTAGCTG CGCCACCCAAACACCATGTGCCCGGACAGCTAGTTATCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAAT-740
D16 : ACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACCCAAACACCATGTGCCCGGACAGCTAGTTATCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAAT

SP2 : CCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAATACTTGTCCAGTCAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCGAATATCTACGAA-830
D16 : CCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCGTCAATACTTGTCCAGTCAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCGAATATCTACGAA

SP2 : TTTCACCTCTACACTCGGAATTCCACTGACCTCTCCAAGATTCTAGTCACCTAGTTTCAAAGGCAGTTCCGGGGTTGAGCCCCGGGCTTT-920
D16 : TTTCACCTCTACACTCGGAATTCCACTGACCTCTCCAAGATTCTAGTCACCTAGTTTCAAAGGCAGTTCCGGGGTTGAGCCCCGGGCTTT

SP2 : CACCTCTGACTTGAGTAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCTCCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGC-1010
D16 : CACCTCTGACTTGAGTAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCTCCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGC

SP2 : ACGGAGTTAGCCGGAGCTTATTCTCCAGGTACTGTCATTATCATCCCTGGTAAAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCCTTCATCACTCACGC-1200
D16 : ACGGAGTTAGCCGGAGCTTATTCTCCAGGTACTGTCATTATCATCCCTGGTAAAAGAGCTTTACAACCCTAAGGCCTTCATCACTCACGC

SP2 : GGCAT-GCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTTCCAATATTCCCCACTGCTGCCCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTG-1290
D16 : GGCATTGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGT– CCAATATTCCCCACTGCTGCCCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTG

SP2 : GCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTAAGGATCGTCGCCTTGGTAGGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATCCTACGCGGGCTCATCCCTTG-1380
D16 : GCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTAAGGATCGTCGCCTTGGTAGGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATCCTACGCGGGCTCATCCCTTG

SP2 : CCGATAA-TCTTTGGTCCGAAGACATCATCCGGTATATAGCAGTAATTTCTCACTGTTATTCCGAAGCAAAGGGCAGATTCCCACGCGTT-1470
D16 : CCGATAAATCTTTGGTCCGAAGACATCATCCGGTAT-TAGCAGTAATTTCTCACTGTTATTCCGAAGCAAAGGGCAGATTCCCACGCGTT

SP2 : ACGCACCCGTGCGCCACTAGACCCGAAGGTCTCGTTCGACTTGCATGTGTTAGGCATGCCGCCAGCGTTCGTT-1452
D16 : ACGCACCCGTGCGCCACTAGACCCGAAGGTCTCGTTCGACTTGCATGTGTTAGGCATGCCGCCAGCGTTCGTT

รูปที่ 4.7  ลําดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอ ของแบคทีเรียสายพันธุ SP2
   เปรียบเทียบกับ Sphigomonas sp. สายพันธุ D16
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4.3. การเจริญและความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธีนของแบคทีเรีย
      Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2

4.3.1 รูปแบบการเจริญและความสามารถของแบคทีเรีย
       Sphingomonas sp.สายพันธุ SP2 ในการใชอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน
       และพลังงาน

รูปแบบการเจริญของแบคทีเรีย Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2  โดยการแปรผัน
ความเขมขนของอะซีแนพธีน 100  300  500  700 และ 900 มก.ตอลิตร  ซึ่งแบคทีเรียใชเปนแหลง
คารบอนและพลังงาน   ติดตามการเจริญของแบคทีเรีย และวิเคราะหปริมาณอะซีแนพธีนที่เหลือ
ทุกวันดวยวิธี HPLC  ไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.9  Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2
สามารถยอยสลายอะซีแนพธีน หมดภายในเวลา 3  3  4  5 และ 6 วัน ตามลําดับ และมีการ
เปลี่ยนสีอาหารจากไมมีสีเปนสีเหลือง ดังแสดงในรูปที่ 4.8  แบคทีเรียมีการเจริญและเพิ่มจํานวน
อยางรวดเร็วจากจํานวนเซลลเร่ิมตน 3.5x105 CFU ตอมล. ไปเปน 8.7x107 CFU     ตอมล., 
จํานวนเริ่มตน 5.3x105 CFUตอมล. เปน 6.9x108 CFUตอมล. และ จาก 4.4x105 CFU ตอมล.  
เปน 1.75x109 CFUตอมล.   ที่ความเขมขนของอะซีแนพธีน 100  300 และ 500 มก.ตอลิตร ตาม
ลําดับ แตที่ความเขมขน 700 และ 900 มก.ตอลิตร  พบวาแบคทีเรียมีการปรับตัวใหเขากับสภาวะ
ที่มีปริมาณของสับเสรตมาก สงผลใหแบคทีเรียมีชวงการเจริญ lag phase หลังจากนั้นแบคทีเรียมี
การเพิ่มจํานวนจากจํานวนเริ่มตน  3.7x105  CFUตอมล. เปน  1.65x109 CFU ตอมล. และ จาก 
4.3x105 CFUตอมล.  เปน 2.00x109  CFUตอมล.  เมื่อพิจารณาจากผลที่ไดพบวา  อะซีแนพธีนที่
ความเขมขน 300 มก.ตอลิตร เปนความเขมขนที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย    โดย
สามารถยอยสลายอะซีแนพธีน และเพิ่มจํานวนแบคทีเรียไดอยางรวดเร็ว โดยไมมีการเจริญในชวง
lag phase
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รูปที่ 4.8 ลักษณะอาหารเลี้ยงเหลว CFMM ที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธีนความ
            เขมขน 100 มก.ตอ ลิตรโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 เปนเวลา 7 วัน
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                               จ.
รูปที่ 4.9 การเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 และการยอยสลายอะซีแนพธีน
           ที่ความเขมขน 100 (ก.), 300 (ข.), 500 (ค.), 700 (ง.) และ 900(จ.) มก.ตอลิตร

ปริมาณอะซีแนพธีนในชุดทดลองที่ไมเติมแบคทีเรีย
ปริมาณอะซีแนพธีนในชุดทดลองที่เติมแบคทีเรีย
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่ไมเติมอะซีแนพธีน

        X จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมอะซีแนพธีน

ก
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เมื่อนําสารสกัดที่ไดจากการยอยสลายอะซีแนพธีนที่แปรผันความเขมขน ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ปริมาตร 5 มล. ไปวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายอะซีแนพธีนดวยวิธี TLC และ 
HPLC ดังแสดงในรูปที่ 4.10 และ 4.11 ตามลําดับ พบแถบสารที่เรืองแสงอัลตราไวโอเลต 5 แถบ 
ประกอบดวยอะซีแนพธีนมีคา Rf  เทากับ 0.8 และมีสารมัธยันตรหลัก 4 ชนิด  ซึ่งมีคา Rf  เทากับ 
0.63  0.51  0.41 และ 0.25  ในวันที่ 2 ของการยอยสลายอะซีแนพธีนความเขมขน 300  มก.ตอ
ลิตร  สารมัธยันตรที่ตรวจพบนั้นเกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธีนของ Sphingomonas sp. สาย
พันธุ SP2  เมื่อเทียบกับชุดควบคุมการลดลงของอะซีแนพธีนที่ไมไดเกิดจากการยอยสลายของ
แบคทีเรีย (ภาคผนวก ง.)  เมื่อพิจารณาจากผลที่ได อะซีแนพธีนที่ความเขมขน 500 มก.ตอ ลิตร 
จะพบสารมัธยันตรครบทั้ง 4 ชนิด หลังจากการเลี้ยงเชื้อ 3 วัน โดยมแีถบของสารมัธยันตรกวาง
และเรืองแสงอัลตราไวโอเลตเขม   จึงไดใชอะซีแนพธีนที่ความเขมขนนี้   มาศึกษารูปแบบการ
เจริญและการยอยสลายอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน  และพลังงานของแบคที เ รีย
Sphingomonas sp.  สายพันธุ SP2 ในขั้นตอนตอไป

                   ก.                                             ข.                                          ค.

                                   ง.                                                       จ.
รูปที่ 4.10  TLC โครมาโตแกรมแสดงสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธีนที่
              แปรผันความเขมขน 100 (ก.), 300 (ข.), 500 (ค.), 700 (ง.) และ 900 (จ.)
              มก.ตอลิตร เปนเวลา 7 วัน

Rf

0.80
0.63
0.510.41
0.25

Rf

0.80
0.63
0.51
0.41
0.25

   1     2    3     4     5    6     7
                เวลา (วัน)

   1     2    3    4     5     6     7
                เวลา (วัน)

       1     2     3      4     5     6     7
                    เวลา (วัน)

         1     2       3      4     5      6      7
                        เวลา (วัน)

       1    2     3    4     5     6    7
                    เวลา (วัน)

0.41
0.63

Rf

0.80อะซีแนพธีน อะซีแนพธีน
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           0                                                                               0

         15                                                                             15
                                  ก.  วันที่ 0                                                      จ. วันที่ 4
           0                                                                              0

         15                                                                             15
                                  ข. วันที่ 1                                                         ฉ. วันที่ 5
           0                                                                               0

         15                                                                             15
                                 ค.  วันที่ 2                                                          ช. วันที่ 6
           0                                                                              0

         15                                                                            15
                                 ง.  วันที่ 3                                                            ซ. วันที่ 7

    รูปที่ 4.11 HPLC โครมาโตแกรม แสดงชนิดและปริมาณของสารมัธยันตรที่เกิดจากการ
                ยอยสลายอะซีแนพธีนเขมขน 500 มก.ตอลิตร เปนเวลา 7 วัน

สารมัธยันตร  Rt 1.90 นาที

สารมัธยันตร  Rt 1.90 นาที

สารมัธยันตร  Rt 1.90  นาที

Retentiontime(นาที)

Retentiontime(นาที)
อะซีแนพธีน  Rt  9.89

สารมัธยันตร  Rt  2.71 นาที

อะซีแนพธีน  Rt 9.89 นาที

สารมัธยันตร  Rt 2.71 นาที

อะซีแนพธีน  Rt 9.89 นาที

สารมัธยันตร  Rt 1.90 นาที
สารมัธยันตร  Rt  2.71 นาที

อะซีแนพธีน  Rt 9.89 นาที

อะซีแนพธีน  Rt 9.89 นาที

สารมัธยันตร Rt  2.71 นาที
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4.3.2 การวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธีน

 ผลการศึกษารูปแบบในการเจริญใชอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอน และพลังงานของ
แบคทีเรีย Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2  โดยการนําหัวเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลว CFMM ปริมาตร 10 มล.ที่มีอะซีแนพธีนเขมขน 500 มก.ตอลิตร  และติดตามการเจริญ
ของแบคทีเรีย Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 และวิเคราะหสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นตามเวลาที่
กําหนด นํามาวิเคราะหดวยวิธี analytical TLC ที่มีระบบตัวทําละลายประกอบดวย  โทลูอีน : 1,4-
ไดออกเซน : กรดอะซีติก พบสารมัธยันตรดังแสดงในรูปที่ 4.12

รูปที่ 4.12 TLC โครมาโตแกรม แสดงสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธีน
                ความเขมขน 500 มก.ตอลิตร เปนเวลา 7 วัน

เมื่อเพิ่มปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเปน 10 มล. สามารถทําใหพบสารมัธยันตรเพิ่มข้ึนจาก  
4 ชนิดเปน 6 ชนิดแตละชนิดมีคา Rf   เทากับ 0.63  0.51  0.41  0.33  0.25 และ 0.13  สาร        
มัธยันตรแตละชนิดจะเรืองแสงอัลตราไวโอเลตแตกตางกัน ดังแสดงในตาราง ที่  4.6

Rf

0.80
0.63

0.25

              0   12    24  30   36   42   48   54   60   66   72   78   84   90   96  108  120  144 168
เวลา (ชั่วโมง)

0.51
0.41
0.33
0.13

อะซีแนพธีน
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ตารางที่ 4.6  ลักษณะการเรืองแสงอัลตราไวโอเลตของสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอย
                 สลายอะซีแนพธีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2

สารมัธยันตร (Rf  ) ลักษณะการเรืองแสงอัลตราไวโอเลต
0.63 สีมวง
0.51 สีมวง
0.41 สีเหลือง
0.33 สีมวง
0.25 สีน้ําตาลเหลือง
0.13 สีมวง

ชวงเวลา 24 ชม.แรกของการยอยสลายอะซีแนพธีนจะพบสารมัธยันตรที่คา Rf  เทากับ 
0.63  0.51 และ 0.41 แตที่เวลา 54 ชม. ของการเลี้ยงเชื้อ จะพบสารมัธยันตรครบทั้ง 6 ชนิด และ
พบรูปแบบการเกิดสารมัธยันตรเชนนี้จนถึงเวลา 96 ชม. และจะลดลงเหลือเพียงสารมัธยันตร        
2 ชนิด คือ สารที่คา Rf   เทากับ 0.41 และ 0.25  หลังจากการเลี้ยงเชื้อ 7 วัน

การยอยสลายอะซีแนพธีนโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 จะพบสารมัธยันตร
หลัก 3 ชนิด ไดแก สารมัธยันตรที่คา Rf เทากับ 0.63   0.41 และ 0.25  ซึ่งมีแถบสารมัธยันตรกวาง 
และเรืองแสงอัลตราไวโอเลตเขม  นาจะเปนสารมัธยันตรที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีน 
จึงไดแยกสารทั้ง 3 ชนิดใหบริสุทธิ์  โดยเพิ่มขนาดของการทดลอง โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว 
CFMM ปริมาตร 1,000 มล. ที่มีอะซีแนพธีนความเขมขน 500 มก.ตอลิตร  เปนระยะเวลา 54 ชม. 
ซึ่งเปนเวลาที่มีปริมาณสารมัธยันตรทั้ง 3 ชนิดสูง  นํามาสกัดตามวิธีของ Grifoll และคณะ (1992) 
ดงัแสดงในวิธีการทดลองขอ 4.2.2  ซึ่งจะไดสารสกัด  2  ชนิด คือ สารสกัดที่เปนกลาง และสาร
สกัดที่เปนกรด และนําสารสกัดทั้ง 2 ชนิดมาวิเคราะหดวยวิธี analytical TLC และ preparative 
TLC เปรียบเทียบแถบของสารสกัดทั้ง 2 ชนิด ดังแสดงในรูปที่ 4.13  พบวาสารสกัดที่เปนกลางจะ
พบแถบสารมัธยันตรมากกวาสารสกัดที่เปนกรด  และพบสารมัธยันตรที่สนใจ ทั้ง 3 ชนิด ไดแก 
สารมัธยันตรที่มีคา Rf เทากับ 0.63   0.41 และ 0.25  ในสารสกัดสวนที่เปนกลาง จึงนําสารสกัดที่
เปนกลางมาแยกสารมัธยันตรใหบริสุทธิ์ดวยวิธี preparative TLC และ HPLC  ซึ่งไดสารมัธยันตร
บริสุทธิ์  โดยสารมัธยันตรที่มีคา Rf เทากับ 0.63   0.41 และ 0.25 จะมีคารีเทนชั่นไทมเทากับ 2.71  
1.90 และ 1.67 นาที ตามลําดับ เมื่อวิเคราะหดวย HPLC ดังแสดงในรูปที่ 4.14      จึงใหชื่อสาร
มัธยันตรทั้ง 3 ชนิดวา สารมัธยันตร A   B และ C ตามลําดับ  นําสารมัธยันตรบริสุทธิ์ที่ไดไปตรวจ
สอบชนิดของสารในขั้นตอไป
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                        ก.                                             ข.

รูปที่ 4.13 TLC โครมาโตแกรมแสดงสารมัธยันตรในสารสกัดที่เปนกลางและกรดที่ไดจาก
             การยอยสลายอะซีแนพธีน เปนเวลา 54 ชม.
             ก. วิเคราะหดวยวิธี preparative TLC         ข. วิเคราะหดวยวิธี analytical TLC

                         0

                       10
                         0

                       10
                         0

                       10

รูปที่ 4.14  HPLC โครมาโตแกรม แสดงสารมัธยันตรหลัก 3 ชนิดจากการยอยสลาย
              อะซีแนพธีน ที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี preparative TLC

สารมัธยันตร A มีคา Rf เทากับ 0.63 เมื่อวิเคราะหดวยวิธี analytical TLC
สารมัธยันตร B มีคา Rf เทากับ 0.41 เมื่อวิเคราะหดวยวิธี analytical TLC

                    สารมัธยันตร C มีคา Rf เทากับ 0.25 เมื่อวิเคราะหดวยวิธี analytical TLC

สารมัธยันตร Rt 1.67 นาที

สารมัธยันตร Rt 2.71 นาที

สารมัธยันตร Rt 1.90 นาที

สารมัธยันตร A

สารมัธยันตร B

สารมัธยันตร C

     กรด   กลาง   กลาง         กรด

retention time   (นาที)
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4.3.3 การตรวจสอบชนิดของสารมัธยันตร

นําสารมัธยันตรบริสุทธิ์ A B และ C มาตรวจสอบชนิดของสาร   ซึ่งจะตรวจสอบดวยขั้น
เบื้องตน   โดยนําสารมัธยันตรที่แยกไดมาวิเคราะหดวยวิธี analytical TLC และเปรียบเทียบกับ
แถบของสารมัธยันตรมาตรฐานที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีน (Schocken และ 
Gibson ,1984 และ Selifonov และคณะ, 1993) และสาร PAHs (Grund และคณะ, 1992) ซึ่งมี
ในหองปฏิบัติการ ไดแก  อะซีแนพธีนควิโนน  กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก  กรดซาลิไซลิก 
กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก  กรดโปรโตคาทีคูอิก ที่ละลายในเมทธานอล ความเขมขน 0.1 มก.
ตอมล. พบวาแถบของสารมัธยันต  A  เรืองแสงสีมวง  และมีคา Rf  เทากับ 0.63  ซึ่งมีลักษณะตรง
กับแถบของอะซีแนพธีนควิโนน และกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก  ดังแสดงในรูปที่ 4.15    
และเมื่อนําสารมัธยันตร A รวมกับอะซีแนพธีนควิโนน และกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก ไป
วิเคราะหดวยวิธี HPLC และเปรียบเทียบคา รีเทนชันไทม (Rt ) ของสารมัธยันตร พบวา สารทั้ง 3 
ชนิด มีคารีเทนชั่น ไทม เทากับ 2.71 นาที เหมือนกันทั้ง 3 ชนิด ดังแสดงในรูปที่ 4.16 จากผลที่ได
เปนขอมูลเบื้องตน  ยังไมสามารถบอกไดวาสารมัธยันตร A  คือ สารชนิดใดจนกวาจะตรวจสอบ
โครงสรางอยางละเอียดดวยวิธี NMR

รูปที่ 4.15 TLC โครมาโตแกรม แสดงสารมัธยันตร A (3), B (2)  และ C (1) เปรียบเทียบ
              อะซีแนพธีนควิโนน (4), กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก (5), กรด 2,5-ได
              ไฮดรอกซีเบนโซอิก (6), กรดโปรโตคาทีคูอิก (7), กรดซาลิไซลิก (8)

  1        2        3        4        5        6       7        8
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                      0

                       10
                       0

                     10

รูปที่ 4.16 HPLC โครมาโตรแกรม สารมัธยันตร A เปรียบเทียบกับอะซีแนพธีน
              ควิโนนและกรดแนพธาลีน1,8-ไดคารบอกซิลิก
                     ก. สารมัธยันตร A รวมกับอะซีแนพธีนควิโนน
                     ข. สารมัธยันตร A รวมกับกรดแนพธาลีน1,8-ไดคารบอกซิลิก

4.4 ศึกษาความสามารถของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 ในการยอยสลายสาร
     PAHs ชนิดอ่ืน

การทดสอบความจําเพาะในการใชสารตั้งตนเพื่อการเจริญของ Sphingomonas sp. สาย
พันธุ SP2 ในการยอยสลาย PAHs ชนิดอ่ืนนอกเหนือจากอะซีแนพธีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอน
และพลังงานของแบคทีเรีย  PAHs ที่ใชในการทดสอบไดแก แนพธาลีน  ฟลูออรีน   อะซีแนพธิลีน 
ฟแนนทรีน  ไดเบนโซฟูแรน  แอนทราซีน  ฟลูออแรนธีน และไพรีน พบวา Sphingomonas sp.สาย
พันธุ SP2 ไมสามารถยอยสลายสาร PAHs ชนิดใดไดเลย โดยไมมีการเปลี่ยนแปลงทั้งสีและความ
ขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อ หลังจากการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 7 วัน ดังแสดงในรูปที่ 4.17

สารมัธยันตร Rt    2.71 นาที

สารมัธยันตร Rt    2.71 นาที

Retentiontime
(นาที)

ก.

ข.
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                        ก. แนพธาลีน                                             ข. ไดเบนโซฟูแรน
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                            ค. ไพรีน                                                  ง. อะซีแนพธิลีน

รูปที่ 4.17 การเจริญของ Sphingomonas sp.สายพันธุ SP2 ในการยอยสลายสาร PAHs
             ชนิดอ่ืน

ปริมาณ PAHs ชนิดที่ทดสอบ ในชุดทดลองที่เติมแบคทีเรีย
     ปริมาณ PAHs ชนิดที่ทดสอบ ในชุดควบคุมที่ไมเติมแบคทีเรีย
     x จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่ไมเติม PAHs ใดๆเลย
               จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติม PAHs ชนิดที่ทดสอบ
        จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมอะซีแนพธีน
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                     จ. แอนทราซีน                                               ฉ. ฟแนนทรีน
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                       ช. ฟลูออรีน                                               ซ. ฟลูออแรนธีน

รูปที่ 4.17 (ตอ) การเจริญของ Sphingomonas sp.  สายพันธุ SP2 ในการยอยสลายสาร
                    PAHs ชนิดอ่ืน

ปริมาณ PAHs ชนิดที่ทดสอบ ในชุดทดลองที่เติมแบคทีเรีย
     ปริมาณ PAHs ชนิดที่ทดสอบ ในชุดควบคุมที่ไมเติมแบคทีเรีย
       X จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่ไมเติม PAHs ใดๆเลย
              จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติม PAHs ชนิดที่ทดสอบ
              จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมอะซีแนพธีน
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4.5  การยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสมของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2

         เนื่องจาก Sphingomonas สายพันธุ SP2 ไมสามารถยอยสลายแนพธาลีน  อะซีแนพธิลีน 
ฟแนนทรีน  แอนทราซีน  ไดเบนโซฟูแรน  ฟลูออรีน  ฟลูออแรนธีน และ ไพรีน   จึงนําสาร PAHs 
เหลานี้ มาทดสอบการยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสมโดย Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2  ที่
ใชอะซีแนพธีนในการเจริญ     ในการทดลองเบื้องตน พบวา Sphingomonas สายพันธุ SP2  
เจริญในอาหารที่มีอะซีแนพธีนความเขมขน 100 มก.ตอ ลิตร ภายใน 2 วัน   และสามารถเปลี่ยนสี
ของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวไปเปนสีเหลือง  เมื่อทดสอบการยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสม พบวา
Sphingomonas  sp. สายพันธุ SP2  ไมสามารถเกิดการยอยสลายสาร PAHs ชนิดอื่น แบบโคเม
ตาบอลิสม เมื่อเวลาผานไป 7 วัน  โดยปริมาณสาร PAHs ชนิดทดสอบ ในชุดการทดลองที่มี
แบคทีเรีย มีปริมาณลดลงไมแตกตางจากชุดควบคุมการลดลงของปริมาณสาร PAHs ชนิด
ทดสอบ ที่ไมมีแบคทีเรีย ดังแสดงในรูปที่ 4.18   Sphingomonas สายพันธุ SP2 สามารถเจริญ
และยอยสลายอะซีแนพธีนได โดยอาหารเลี้ยงเชื้อขุนและเปลี่ยนสีเปนสีเหลืองภายใน  2 วัน ในชุด
ทดลองการยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสมที่มี ฟแนนทรีน  แอนทราซีน  ฟลูออรีน  ฟลูออแรนธีน 
และไพรีน รวม ชนิดละหลอด     แตชุดทดลองการยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสมที่มี แนพธาลีน  
อะซีแนพธิลีน และ ไดเบนโซฟูแรน รวม ชนิดละหลอด  Sphingomonas สายพันธุ SP2 ไม
สามารถเจริญและยอยสลายอะซีแนพธีนได   โดยแบคทีเรียมีจํานวนลดลงจากจํานวนเริ่มตน
1.43x105 CFU ตอมล.  เปน1.75x104 CFU ตอมล., จากจํานวนเริ่มตน 1.46x105 CFU ตอมล. 
เปน1.27x104 CFUตอมล. และ  จากจํานวนเริ่มตน 1.50x105 CFU ตอมล.  เปน 6.8x104 CFUตอ
มล. ตามลําดับ     จากผลที่ได จึงศึกษาผลของแนพธาลีน  อะซีแนพธิลีน และ ไดเบนโซฟูแรน ตอ
การยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสมของแบคทีเรีย Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 อยางไร ใน
การทดลองขั้นตอนตอไป
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                        ปริมาณสาร PAHs                           จํานวนเชื้อแบคทีเรีย

               

รูปที่ 4.18  การยอยสลายสาร PAHs แบบโคเมตาบอลิสมของ Sphingomonas sp. สาย
               พันธุ SP2
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ปริมาณสาร PAHs               จํานวนแบคทีเรีย

                                                          

รูปที่ 4.18(ตอ)  การยอยสลายสาร PAHs แบบโคเมตาบอลิสมของ Sphingomonas sp.
                     สายพันธุ SP2
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ปริมาณสาร PAHs    จํานวนแบคทีเรีย

รูปที่ 4.18(ตอ) การยอยสลายสาร PAHs แบบโคเมตาบอลิสมของ Sphingomonas sp.
                    สายพันธุ SP2
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4.6 การยอยสลายแนพธาลีน, อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซฟูแรน แบบโคเมตาบอลิสม 
โดย Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2

4.6.1 การเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 เมื่อยอยสลายแนพธาลีน,
                 อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซฟูแรนแบบโคเมตาบอลิสม

จากผลการทดลองในขอ 4.5 แนพธาลีน  อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซฟูแรน มีผลทําให
Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 ไมสามารถเจริญและยอยสลายอะซีแนพธีนไดเมื่อยอยสลาย
แบบโคเมตาบอลิสม  สาเหตุของปรากฏการณนี้ อาจเกิดเนื่องจาก สารเหลานี้มีความเปนพิษตอ
เซลล หรือมีผลยับยั้งตอเซลล จึงนําแบคทีเรียที่เลี้ยงใน สาร PAHs กลุมนี้ (แนพธาลีน, อะซีแนพธิ
ลีน และ ไดเบนโซฟูแรน )  จากขอ 4.5  ที่เลี้ยงไวจนถึงวันที่ 4 ซึ่งไมปรากฏการเจริญของเชื้อ และ
สาร PAHs เหลานี้ จะลดลงเองจนเกือบหมด มาทดสอบตอ โดยเติมเพิ่มอะซีแนพธีนที่ความเขม
ขน 100 มก.ตอลิตร ลงในหลอดทดลอง   พบวาแบคทีเรียมีการเจริญอยางชาๆ โดยมีการปรับตัว
ในชวง 24 ชม.แรกของการเติมซ้ํา  และแบคทีเรียจะมีการเจริญสูงสุดในวันที่ 3 หลังจากการเติมซ้ํา   
โดยเพิ่มจํานวนขึ้นจาก1.00x105 CFU ตอมล. เปน   2.55x107 CFU ตอมล.ในหลอดที่มีแนพธาลีน  
สวนในหลอดที่มี อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซฟูแรน ชนิดละหลอด   แบคทีเรียเพิ่มจํานวนขึ้นจาก 
6.4x104 CFU ตอมล. เปน 4.00x106 CFU ตอมล.และ จาก 4.0x104 CFU ตอมล. เปน 1.00x107

CFU ตอมล. ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.19  จากผลที่ไดแสดงใหเห็นวา เมื่อปราศจากกลุมสาร 
PAHs 3 ชนิดนี้ แตมีอะซีแนพธีน  Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 สามารถกลับมาเจริญได 
แสดงวา แนพธาลีน  อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซฟูแรน มีผลตอ การยับยั้งการเจริญการเจริญของ
แบคทีเรียนี้
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                         ก. อะซีแนพธิลีน                                          ข. ไดเบนโซฟูแรน
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                                                ค. แนพธาลีน

รูปที่ 4.19  การเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 เมื่อยอยสลาย
              แนพธาลีน, ไดเบนโซฟูแรน และ อะซีแนพธิลีน แบบโคเมตาบอลิสม

ปริมาณอะซีแนพธีน ในชุดควบคุมโคเมตาบอลิสมมีแบคทีเรียไมเติมอะซีแนพธีนซ้ํา
ปริมาณ PAHs ชนิดทดสอบ ในชุดควบคุมโคเมตาบอลิสมมีแบคทีเรียไมเติมอะซีแนพธีนซ้ํา
ปริมาณอะซีแนพธีนในชุดทดลองโคเมตาบอลิสมมีแบคทีเรีย เติมอะซีแนพธีนซ้ํา
ปริมาณ PAHs ชนิดทดสอบ ในชุดทดลองโคเมตาบอลิสมมีแบคทีเรีย เติมอะซีแนพธีนซ้ํา
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองโคเมตาบอลิสม เติมอะซีแนพธีนซ้ํา
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่ไมมี PAHs ใดๆ
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่มีอะซีแนพธีน
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมโคเมตาบอลิสมไมเติมอะซีแนพธีนซ้ํา

-

*
X
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4.6.2 การเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 เมื่อยอยสลาย
       แนพธาลีน, อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซฟูแรน ที่แปรผันความเขมขน

จากผลการทดลองในขอ 4.6.1 แนพธาลีน, อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซฟูแรน ที่ความเขม
ขนเดิม 300  100 และ 100 มก.ตอลิตร ตามลําดับ มีผลยับยั้งการเจริญของ Sphingomonas sp.
สายพันธุ SP2   เมื่อยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสม   จึงไดทดสอบความเขมขนของสาร PAHs ทั้ง 
3 ชนิด ตอการยับยั้งการยอยสลายอะซีแนพธีนของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2   โดยการ
แปรผันความเขมขนของแนพธาลีน  อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซฟูแรน    พบวาแนพธาลีนที่ความ
เขมขน 250 และ 200 มก.ตอลิตร   อะซีแนพธิลีน และ ไดเบนโซฟูแรน ที่ความเขมขน 75 มก.ตอ
ลิตร มีผลยับยั้งการเจริญ และการยอยสลายอะซีแนพธีน  เมื่อยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสม ดัง
แสดงในรูป 4.20-22    โดยแนพธาลีนที่ความเขมขน 150 และ 100 มก.ตอลิตร  อะซีแนพธิลีน 
และไดเบนโซฟูแรน ที่ความเขมขน 50 และ 25 มก.ตอลิตร  ไมมีผลตอการยอยสลายอะซีแนพธีน 
ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 เมื่อยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสม โดยมีรูปแบบการ
เจริญของแบคทีเรียเหมือนกับการเจริญของแบคทีเรียในชุดควบคุม
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         ก. ความเขมขน 75 มก.ตอลิตร                            ข. ความเขมขน 50 มก.ตอลิตร
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ค. ความเขมขน 25 มก.ตอลิตร
     

                     x
                            

 รูปที่ 4.20 การเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 เมื่อยอยสลาย
              อะซีแนพธิลีนที่แปรผันความเขมขน แบบโคเมตาบอลิสม

                 

ปริมาณ PAHsชนิดทดสอบ ในชุดควบคุมโคเมตาบอลิสมไมมีแบคทีเรีย
ปริมาณอะซีแนพธีน ในชุดควบคุมโคเมตาบอลิสมไมมีแบคทีเรีย
ปริมาณ PAHs ชนิดทดสอบ ในชุดทดลองโคเมตาบอลิสมที่มีแบคทีเรีย
ปริมาณอะซีแนพธีนในชุดทดลองโคเมตาบอลิสมที่มีแบคทีเรีย
ปริมาณอะซีแนพธีนในชุดควบคุมที่มีแบคทีเรีย
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่มีอะซีแนพธีน
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองโคเมตาบอลิสม
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมไมมี PAHs ใดๆ

+
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          ก. ความเขมขน 250 มก.ตอลิตร                      ข. ความเขมขน 200 มก.ตอลิตร
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          ค. ความเขมขน 150 มก.ตอลิตร                     ง. ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร

               X
                        

รูปที่ 4.21 การเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 เมื่อยอยสลาย
              แนพธาลีนที่แปรผันความเขมขน แบบโคเมตาบอลิสม

ปริมาณ PAHs ชนิดทดสอบ ในชุดควบคุมโคเมตาบอลิสมไมมีแบคทีเรีย
ปริมาณอะซีแนพธีนในชุดควบคุมโคเมตาบอลิสมไมมีแบคทีเรีย
ปริมาณ PAHs ชนิดทดสอบ ในชุดทดลองโคเมตาบอลิสมที่มีแบคทีเรีย
ปริมาณอะซีแนพธีนในชุดทดลองโคเมตาบอลิสมที่มีแบคทีเรีย
ปริมาณอะซีแนพธีนในชุดควบคุมที่มีแบคทีเรีย
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่มีอะซีแนพธีน
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองโคเมตาบอลิสม
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุม ไมมี PAHs ใดๆ

+
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           ก. ความเขมขน 75 มก. ตอลิตร                      ข. ความเขมขน 50 มก. ตอลิตร
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ค. ความเขมขน 25 มก. ตอลิตร

                  X
                  

รูปที่ 4.22  การเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 เมื่อยอยสลาย
              ไดเบนโซฟูแรนที่แปรผันความเขมขน แบบโคเมตาบอลิสม

ปริมาณ PAHs ชนิดทดสอบในชุดควบคุมโคเมตาบอลิสมไมมีแบคทีเรีย
ปริมาณอะซีแนพธีน ในชุดควบคุมโคเมตาบอลิสมไมมีแบคทีเรีย
ปริมาณ PAHs ชนิดทดสอบ ในชุดทดลองโคเมตาบอลิสมที่มีแบคทีเรีย
ปริมาณอะซีแนพธีน ในชุดทดลองโคเมตาบอลิสมที่มีแบคทีเรีย
ปริมาณอะซีแนพธีน ในชุดควบคุมที่มีแบคทีเรีย
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่มีอะซีแนพธีน
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองโคเมตาบอลิสม
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุม ไมมี PAHs ใดๆ

+
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4.6.3 การยับยั้งการเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ  SP2 เมื่อยอย
       สลายแนพธาลีน  อะซีแนพธิลีนและไดเบนโซฟูแรน แบบโคเมตาบอลิสม

จากผลการทดลองขอ 4.6.2 แนพธาลีน, อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซฟูแรน  ยับยั้งการใช
อะซีแนพธีนสําหรับการเจริญ ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 นั้น  เพื่อใหไดขอมูลมากยิ่ง
ขึ้น วาการยับยั้งเกิดในชวงใด จึงทดลองโดยเลี้ยง Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 ที่มีอะซี
แนพธีนอยูดวย เปนเวลา 24 ชม. ซึ่งเปนชวง mid log การเจริญของ Sphingomonas sp. สาย
พันธุ SP2  ที่มีการสรางเอนไซมที่จําเปนตอการเจริญ (Schocken และ Gibson, 1984)  จากนั้น
เติม แนพธาลีน  อะซีแนพธิลีน และไดเบนโซฟูแรน ความเขมขน 100 มก.ตอลิตร แตละคาลงไป  
และดูการเจริญของเชื้อควบคูกับการใชอะซีแนพธีน   พบวาหากเชื้อ Sphingomonas sp. สาย
พันธุ SP2 เจริญถึงชวง mid log ซึ่งมีการสรางเอนไซมตางๆ ที่จําเปนแลว   PAHs ทั้ง 3 ชนิด (แนพ
ธาลีน  อะซีแนพธิลีน และ ไดเบนโซฟูแรน ) จะไมสามารถยับยั้งการเจริญและการใช อะซีแนพธีน
ได ดังนั้นกลไกการยับยั้งจึงนาจะอยูในระยะตนของการเจริญ โดยอาจยับยั้งเอนไซมหลักในชวง
ตนของการยอยสลายอะซีแนพธีน
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                     ก. แนพธาลีน                                                ข. ไดเบนโซฟูแรน
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                                                            ค. อะซีแนพธิลีน

                    x

รูปที่ 4.23  การเจริญของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 แบบโคเมตาบอลิสม
              โดยเติมแนพธาลีน, ไดเบนโซฟูแรน และ อะซีแนพธิลีน ภายหลังการเจริญ
              ของแบคทีเรีย

ปริมาณ PAHs ชนิดทดสอบ ในชุดทดลองโคเมตาบอลิสม ที่เติมหลังเลี้ยงเชื้อ 24 ชม
ปริมาณอะซีแนพธีน ในชุดทดลองโคเมตาบอลิสม
ปริมาณอะซีแนพธีน ในชุดควบคุม ที่มีแบคทีเรีย ไมเติม PAHs ชนิดทดสอบ
ปริมาณ PAHs ชนิดทดสอบ ในชุดควบคุมที่ไมมีแบคทีเรีย
จํานวนแบคทีเรีย ในชุดควบคุม ไมเติม PAHs ชนิดทดสอบ
จํานวนแบคทีเรีย ในชุดทดลอง เติม PAHs ชนิดทดสอบ หลังเล้ียงเชื้อ 24 ชม.
จํานวนแบคทีเรีย ในชุดควบคุมไมมี PAHs ใดๆ
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บทที่ 5

สรุปและวิจารณผลการทดลอง

สาร PAHs เปนสารประกอบอินทรียที่โครงสรางซับซอน ละลายน้ําไดนอย จุลินทรียทั่วไป
จึงไมสามารถยอยสลายหรือนําสารดังกลาวมาเปนแหลงคารบอนและพลังงาน ดังนั้นการคัดแยก
แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสาร PAHs ได จึงจําเปนตองนําแบคทีเรียที่เคยอยูในสิ่งแวดลอมที่มี
การปนเปอนสารประกอบอินทรียในกลุมนี้เปนเวลานาน ซึ่งแบคทีเรียที่อาศัยอยูในบริเวณนั้นจะมี
การปรับตัวเพื่ออยูรอดและมีกิจกรรมตาง ๆ โดยเฉพาะการพัฒนาระบบเอนไซมเพื่อมายอยสลาย
สาร PAHs  (Cemiglia, 1992) การคัดแยกเพื่อใหไดแบคทีเรียที่มีความสามารถสูงในการยอย
สลายสาร  PAHs จําตองมีข้ันตอนการเพิ่มจํานวนแบคทีเรีย (enrichment) (Stringfellow และ
Michael, 1995)  โดยใหแบคทีเรียมีการปรับตัว (adaptation) หรือสรางความคุนเคย 
(acclimatisation) ในการยอยสลายสาร PAHs และใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานเพียงแหลง
เดียว (Wilson และ Jones, 1993)  การถายเชื้อ 5 คร้ังติดตอกันเปนวิธีที่ใชในการเพิ่มจํานวน
แบคทีเรีย ดังจะเห็นไดจากระยะเวลาการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียและการเปลี่ยนสีของอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ในการถายเชื้อแตละครั้งจะใชระยะเวลาสั้นลงตามลําดับคร้ังของการถาย
เชื้อ

จากการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายสาร PAHs จากน้ําเสียที่มีการปนเปอนสาร
ปโตรเคมี น้ํามัน น้ํามันเครื่อง ในอูทหารเรือพระจุลจอมเกลา จ. สมุทรปราการ กลุมแบคทีเรียจาก
ตัวอยางน้ําทั้ง 7 แหลง สวนใหญสามารถยอยสลายฟแนนทรีนได เนื่องจากฟแนนทรีนเปนสาร 
PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่า มีความสามารถในการละลายไดดี มโีครงสรางโมเลกุลเปนมุมงอ ที่มี
ทั้งบริเวณเบย (Bay region)และบริเวณเค (K region) (Narro และคณะ, 1992) ซึ่งเปนบริเวณที่
ออกซีจิเนสเขาไปจับและเรงใหเกิดกระบวนการยอยสลาย จากโครงสรางดังกลาวจึงเอื้อตอการถูก
ยอยสลายโดยจุลินทรีย

กลุมแบคทีเรียที่ไดจากน้ําเสียในบอซอมบํารุงเรือ (บอลอย 1) มีความสามารถในการยอย
สลายสาร PAHs ได 4 ชนิด ไดแก อะซีแนพธีน  ฟแนนทรีน  ฟลูออรีนและฟลูออแรนธีน กลุม
แบคทีเรียดังกลาวประกอบดวยแบคทีเรีย 3 สายพันธุ SP1  SP2 และ SP3 เปนแบคทีเรียแกรมลบ 
รูปรางแทง ทั้ง 3 สายพันธุ เมื่อนําแบคทีเรียแตละสายพันธุ ทดสอบการยอยสลายสาร PAHs อีก
คร้ัง มีเพียงแบคทีเรียสายพันธุ SP2 เทานั้น ที่สามารถยอยสลายสาร PAHs ได โดยสามารถยอย
สลายอะซีแนพธีนไดเพียงชนิดเดียว ในป 1996 Tongpim และ Pickard สามารถคัดแยกแบคทีเรีย 
Rhodococcus sp. สายพันธุ S1จากดินที่ปนเปอนจากครีโอโสต ซึ่งสามารถยอยสลายแอนทราซีน



80

ไดเพียงชนิดเดียว ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียสายพันธุ SP2 สามารถสรางเอนไซมเร่ิมตนที่ใชในกระบวน
การยอยสลายมีความจําเพาะตออะซีแนพธีน (narrow substrate specificity enzyme) ซึ่งแตก
ตางจากออกซิจีเนสทั่วไป ที่สามารถยอยสลายสับสเตรตไดหลายชนิด (broad specificity 
enzyme) (Grifoll และคณะ, 1995)  เนื่องจากยังมีการศึกษาการยอยสลายอะซีแนพธีน เพียงเล็ก
นอย ทั้งในประเทศไทยและตางประเทศ อีกทั้งในไทยพบการปนเปอนอะซีแนพธีน ในอากาศ (กรม
ควบคุมมลพิษ, 2541) และน้ําทะเล (พรศรี, 2533) จึงเปนประโยชนที่จะศึกษาการยอยสลายอะซี
แนพธีนของแบคทีเรียสายพันธุ SP2  ดังนั้นจึงไดเลือกแบคทีเรียสายพันธุ SP2  ไปจําแนกชนิดทาง
อนุกรมวิธาน และใชในการศึกษาการยอยสลายอะซีแนพธีน

แบคทีเรียสายพันธุ SP2 จัดอยูในกลุม Sphingomonas เมื่อจําแนกอนุกรมวิธานโดยใช
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการทดสอบทางชีวเคมี รวมกับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด     
16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอ  จากผลการทดสอบทางชีวเคมี Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 ไม
สามารถเจริญและใชน้ําตาลชนิดใดเลย  Grilfoll และคณะ (1994) คัดแยก Pseudomonas sp. 
สายพันธุ F274 จากดินที่มีการปนเปอน ครีโอโสต สามารถยอยสลายฟลูออรีน และใชเปนแหลง
คารบอนและพลังงาน  แบคทีเรียดังกลาวไมสามารถเจริญและใชน้ําตาล กลูโคส  อะราบิโนส  
แมนโนส  แมนนิทอล  มอลโตส และ ฟรุกโตสได

งานวิจัยมากมายที่รายงานวาแบคทีเรียสายพันธุ Sphingomonas  สามารถยอยสลาย
สาร PAHs ไดหลายชนิด เชน

Shi และคณะ (2001) รายงานวา Sphingomonas aromaticivorans B0695 สามารถ
ยอยสลาย อะซีแนพธีน แอนทราซีน ฟแนนทรนี ฟลูออแรนธีน 2, 3-เบนโซฟลูออรีน 2- เมทธิล    
แนพธาลีนและ 2,3- ไดเมทธิลแนพธาลีน เปนแหลงคารบอนและพลังงานในการเจริญ

ณัฐพันธุ (2542) รายงานวา Sphingomonas sp. สายพันธุ P2 สามารถยอยสลาย       
แอนทราซีน ฟแนนทรีน ฟลูออแรนธีน อะซีแนพธีน ฟลูออรีน ไดเบนโซฟูแรน และแนพธาลีน เปน
แหลงคารบอนและพลังงานในการเจริญ

พจนีย (2542) รายงานวา Sphingomonas  sp. สายพันธุ ANT1 สามารถยอยสลาย      
แอนทราซีน ฟแนนทรีน ไดเบนโซฟูแรน ฟลูออรีน และแนพธาลีน เปนแหลงคารบอนและพลังงาน
ในการเจริญ

Kim และZylstra (1999) รายงานวา Sphingomonas yanoikuyae B1 สามารถยอย
สลาย ไบฟนิล เอม-ไซลีน แอนทราซีน ฟแนนทรีน และแนพธาลีน เปนแหลงคารบอนและพลังงาน
ในการเจริญ

Ye และคณะ (1996) ) รายงานวา Sphingomonas paucimobilis EPA 505 สามารถ
ยอยสลายสาร PAHs ไดหลายชนิดคือ แอนทราซีน ฟแนนทรีน และแนพธาลีน โดยเฉพาะอยางยิ่ง
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สามารถยอยสลาย PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ฟลูออแรนธีน และไพรีนเปนแหลงคารบอนและ
พลังงานไดโดยตรง

Bunz และ Cook (1993) รายงานวา Sphingomonas sp. สายพันธุ RW1 สามารถยอย
สลายไดเบนโซฟูแรน และไดเบนโซพาราไดออกซิน (dibenzo(p)dioxin) เปนแหลงคารบอน และ
พลังงานไดโดยตรง

จากการรายงานขางตนสามารถกลาวไดวาเชื้อแบคทีเรียสกุล Sphingomonas ที่พบไดใน
สิ่งแวดลอม มีบทบาทสําคัญอยางยิ่งในการยอยสลายสารพิษอันตรายตางๆในธรรมชาติ 
แบคทีเรียสกุลนี้สามารถยอยสลายสารพิษอันตรายตางๆไดดีกวาแบคทีเรียกลุมอ่ืน อาจมีสาเหตุ
มาจากแบคทีเรียเปนแกรมลบ มีผนังเซลล (cell wall)  2 ชั้น ชั้นนอก (outer membrane) และ ชั้น
ใน (inner membrane) ที่ประกอบดวยไขมัน  ไลโปโปรตีน ไลโปพอลิแซคคราไรด ฟอสโฟไลปด ซึ่ง
เปนสวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic) และ มีสฟงโกไลปด (sphingolipid)  ซึ่งมีโครงสรางประกอบ
ดวยน้ําตาลกรดกลูคูโรนิก (glucuronic acid) และกรดไขมัน 2 –ไฮดดรอกซีมัยริสติก                    
( 2-hydroxymyristic) อยูในสวนไขมันของชั้นเซลลเมมเบรน (cell membrane)  ทําใหแบคทีเรีย
สามารถจับและดูดซับสารพิษอันตรายที่ไมละลายน้ําใหเขาสูเซลลไดดีกวาแบคทีเรียสกุลอ่ืน 
(Harayama, 1997) นอกจากนี้ยังสามารถสราง bioemulsifer ซึ่งจะเพิ่มพื้นที่ผิวของสาร PAHs ให
แบคทีเรียสัมผัสไดดีขึ้น  (Tiehm และคณะ, 1994)

เมื่อเลี้ยงเชื้อ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 ในอาหารเหลว CFMM ที่มี               
อะซีแนพธีนพบวาแบคทีเรียนี้สามารถเปลี่ยนสีอาหารเหลวจากไมมีสีไปเปนสีเหลืองไดอยางรวด
เร็ว การเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อไปเปนสีเหลือง แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสายพันธุนี้อาจใช
กระบวนการยอยสลายอะซีแนพธีนโดยอาศัยกิจกรรมของออกซีจีเนสในการเปลี่ยนอะซีแนพธีนไป
เปนสารมัธยันตรที่มีโครงสรางคลายคลึงกับคาทีคอล (catechol, like compounds) หรือสารมัธ
ยันตรแบบ meta-ring clavage ซึ่งการสะสมของสารมัธยันตรทั้ง 2 แบบนี้มักเปนสาเหตุที่ทําให
อาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนไปเปนสีเหลือง (Mueller และคณะ, 1989)

Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนที่ความเขมขน 100 
300  500  700 และ900 มก.ตอลิตร ไดภายใน 3  3  4  5 และ6 วัน ตามลําดับ โดยพบวา การ
เจริญที่ความเขมขน 500 – 900 มก.ตอลิตร จํานวนเซลลไมแตกตางกัน แตจะพบการเจริญในชวง 
lag phase เมื่อเจริญดวยอะซีแนพธีนที่ความเขมขน 700 และ 900 มก.ตอลิตร

 Keuth และ   Rehm (1991) รายงานวา เมื่อเพิ่มปริมาณฟแนนทรีนในอาหารทําใหเชื้อ 
Arthobacter polychromogenes มีการเจริญและการยอยสลายเพิ่มข้ึน เนื่องจากปริมาณ           
ฟแนนทรีนในอาหารสูงขึ้น ทําใหมีพื้นที่ผิวมากขึ้นและนําไปใชไดงาย แต Juhasz และคณะ 
(1997) พบวาแบคทีเรียที่ยอยสลายไพรีนสายพันธุ VUN 10001  VUN 10002 และ VUN 10003
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สามารถเจริญได  เมื่อความเขมขนของไพรีนสูงขึ้น จาก 250-1,000 มก.ตอลิตร ขณะที่การยอย
สลายไพรีนลดลง โดยเชื้อจะหยุดใชไพรีนที่ความเขมขนเริ่มตนประมาณ 400 มก.ตอลิตร อาจเกิด
จากสารมัธยันตรที่สะสมอยูเปนพิษ    สําหรับ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 สารมัธยันตรที่
เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธีนนั้น ไมมีความเปนพิษตอเซลล ทําใหสามารถยอยสลายอะซี
แนพธีนตอไดจนหมด และไมพบการลดลงของเซลลในระหวางการยอยสลาย

สวนการที่พบวาปริมาณอะซีแนพธีนในชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อลดลงไปในระหวางการ
ทดลองนั้นมีผลมาจากการระเหิดกลายเปนไอได โดย Bossert และ Bartha (1986) รายงานวา   
อะซีแนพธีนและสาร PAHs ที่มีวงเบนซีน 3 วง จะสูญหายไดอยางรวดเร็วภายในดินซึ่งจะไม
สามารถวัดปริมาณอะซีแนพธีนในชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อได หลังจากการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา        
16 เดือน

การยอยสลายอะซีแนพธีนที่ความเขมขนต่ํา (100 มก.ตอลิตร) จะพบสารมัธยันตรเพียง   
2 ชนิด แตเมื่อเพิ่มปริมาตรเปน 300 และ 500 มก.ตอลิตร จะพบสารมัธยันตรเพิ่มข้ึนเปน 4 ชนิด 
แสดงวาการเพิ่มปริมาตรของสับสเตรต มีผลทําใหสามารถพบทั้งปริมาณและชนิดของสาร         
มัธยันตรเพิ่มมากขึ้น แตถามากเกินไป (700 -900 มก.ตอลิตร) จะทําใหเชื้อใชสับสเตรตเพียงบาง
สวน ดังจะเห็นจากโครมาโตรแกรม TLC จะยังพบแถบอะซีแนพธีนในวันที่ 7 ของการเจริญ และ
เชื้อจะสรางสารมัธยันตรหลักที่จําเปนตอการเจริญเทานั้น นอกจากนี้ ถาเพิ่มปริมาณของอาหาร
เลี้ยงเชื้อ (up scale) จาก   5 มล. จากการทดลองขอ 3.4.1 เปน 10 มล.ในการทดลองขอ 3.4.2  
จะพบสารมัธยันตรเพิ่มข้ึน เปน 6 ชนิด โดยตลอดระยะเวลาของการทดลอง จะพบสารมัธยันตร
หลัก 3 ชนิดเสมอ ไมวาจะเพิ่มความเขมขนของสับสเตรต หรือเพิ่มปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
และจะมีปริมาณมากกวา สารมัธยันตร 3 ชนิดที่เหลือ   สารมัธยันตรหลักทั้ง 3 ชนิด ไดแก A  B 
และ C  ที่มีคา Rf เทากับ 0.63  0.41 และ 0.25 ตามลําดับ จากการวิเคราะหดวย analytical TLC
และมีคารีเทนชั่นไทม (Rt) เทากับ 2.71, 1.98 และ 1.63 นาที ตามลําดับ จากการวิเคราะหดวย 
HPLC

การยอยสลายอะซีแนพธีน โดยวิธีทางชีวภาพ จุลินทรียจะมีวิถีการยอยสลายคลายคลึง
กัน โดยอาศัยโมโนออกซีจิเนส เติมออกซิเจน 1 โมเลกุลเขาที่คารบอนตําแหนงที่1 บนวงไซโคล   
เพนเทน ไดแอลกอฮอลและคีโตน ตามลําดับ จากการศึกษาในอดีตแบคทีเรียจะยอยสลาย         
อะซีแนพธีนไดสารมัธยันตรที่ไมสามารถยอยสลายไดตอ (dead end metabolite) เชน อะซีแนพ    
ธีนควิโนน (Schocken และ Gibson, 1984) หรือ กรดแนพธาลีน 1, 8- ไดคารบอกซิลิก (Selifonov 
และคณะ, 1996) การคัดแยกสารมัธยันตรที่เกิดขึ้นระหวางการยอยสลายอะซีแนพธีนโดย 
Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 นั้น พบสารมัธยันตรที่มีคา Rf และ Rt    ตรงกับ อะซีแนพธีนควิ
โนน และกรดแนพธาลีน 1,8- ไดคารบอกซิลิก แตถึงแมวาจะยังไมสามารถบอกชนิดของสาร      
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มัธยันตรดังกลาวได แตขอมูลที่ไดนี้พอจะบอกไดวา แบคทีเรีย Sphingomonas sp. สายพันธุ 
SP2 มีวิถีการยอยสลายเหมือนกับการรายงานในอดีต (Selifonov และคณะ, 1996) และมีความ
เปนไปไดที่ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 สามารถยอยสลายและใชอะซีแนพธีนเปนแหลง
คารบอนและพลังงานในการเจริญ ซึ่งจําตองมีการศึกษาวิถีการยอยสลายอะซีแนพธีน อยาง
ละเอียดในอนาคตตอไป โดยมีขอมูลเบื้องตนจากการวิเคราะหสารมัธยนัตรที่กลาวมาในชวงตน ที่
พบสารมัธยันตร 6 ชนิด แตสามารถแยกไดเพียง 3 ชนิด แตไมสามารถบอกชนิดของสารได สวน
สารมัธยันตรอีก 3 ชนิดที่เหลือ มีปริมาณนอยมาก จนไมสามารถคัดแยกออกมาได  แตถาจะตอง
ศึกษาอาจจะเพิ่มปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวมากขึ้น

การยอยสลายสาร PAHs แบบโคเมตาบอลิสม เปนกลไกสําคัญที่ชวยในการยอยสลาย
สารไดมากขึ้นหรือสามารถยอยสลายสารที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง ซึ่งเชื้อไมสามารถยอยสลายเพื่อใช
เปนแหลงคารบอนและพลังงานไดโดยตรง โดยมีรายงานที่พบวาการเติมสารตั้งตนที่จุลินทรียใชใน
การเจริญไดโดยตรงรวมกับสารที่จุลินทรียนั้นยอยสลายไมได จะเพิ่มประสิทธิภาพใหจุลินทรียนั้น
ยอยสลายสาร PAHs ดังกลาวได (Weissenfels และคณะ, 1991)

Jahasz และคณะ (1996) รายงานวาเชื้อ Burkholderia cepacia  ที่ปกติไมสามารถยอย
สลายสารที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง แตสามารถยอยสลายไดเบนซ [เอ,เอช]แอนทราซีน  และไดเบนโซ
[เอ]ไพรีน ได เมื่อเติมฟแนนทรีนลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อรวมกบัสารทั้ง 2 ชนิด

Weissenfels และคณะ (1991) รายงานวาเชื้อ Alcaligenes denitrificans สายพันธุ 
WW1 สามารถยอยสลายฟลูออแรนธีน แนพธาลีน ฟแนนทรีน และแอนทราซีน เปนแหลงคารบอน
และพลังงานได และสามารถยอยสลายไพรีน ฟลูออรีน และเบนโซ[เอ]แอนทราซีน เมื่อยอยสลาย
แบบโคเมตาบอลิสม โดยมีฟลูออแรนธีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน

แตอยางไรก็ตาม การยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสมระหวางสารประกอบในกลุม PAHs 
อาจไมไดผลดีเสมอไป Bouchez และคณะ (1995) ไดสรุปการยอยสลาย PAHs ของแบคทีเรียโดย
ที่มี PAHs 2 ชนิดผสมกนัวาอาจเปนไปในรูปแบบของการยอยสลายดังตอไปนี้

1.การยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสมแบบพึ่งพากัน (synergistic co-metabolism)
2. การยอยสลายที่ไมไดเกิดจากโคเมตาบอลิสม (no co-metabolism)
3. การยอยสลาย PAHs ทีละชนิด (perferential substrate utilization)
4. การยับยั้งการยอยสลาย PAHs ชนิดอื่น (inhibition of PAH degradation)
การยอยสลายแบบโคเมตาบอลิสมทั้ง 4 แบบจะแตกตางกันไปโดยขึ้นอยูกับสายพันธุของ

จุลินทรียและชนิดของ PAHs ที่ใชเปนสารทดสอบรวมกัน
Bouchez และคณะ (1995) ไดรายงานความสามารถในการยอยสลายฟลูออแรนธีนและ

ไพรีนของ Rhodococcus  sp. จะถูกยับยั้งเมื่อมีการเติมฟแนนทรีนลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อรวม
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กับฟลูออแรนธีนและไพรีน ซึ่งลักษณะดังกลาวอาจเปนผลมาจากการที่ฟแนนทรีนไปขัดขวางการ
ชักนํากระบวนการสรางเอนไซมที่ใชในการยอยสลายฟลูออแรนธีนหรือไพรีนของแบคทีเรียสาย
พันธุนี้

Tiehm และ Fritzsche (1995) รายงานวาเชื้อ Mycobaterium sp.จะถูกยับยั้งการยอย
สลายไพรีนเมื่อมีฟลูออรีนผสมอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อและอัตราการยอยสลายฟแนนทรีนจะลดลง
เมื่อมีฟลูออรีน ไพรีน และ ฟลูออแรนธีน แตละชนิด ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 ถูกยับยั้งการเจริญโดย อะซีแนพธิลีน, แนพธาลีน 
และ ไดเบนโซฟูแรน ที่ความเขมขน 75  200 และ 75 มก.ตอลิตร ตามลําดับ เมื่อยอยสลายแบบ        
โคเมตาบอลิสมที่มีอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนและพลังงาน  โดยอะซีแนพธิลีน  แนพธาลีน 
และไดเบนโซฟูแรน จะยับยั้งหรือขัดขวางการสรางเอนไซมเร่ิมตนที่จําเปนตอการยอยสลายอะซี
แนพธีน ดังจะเห็นไดจากผลการทดลองในขอที่ 4.6.3 เมื่อปลอยให Sphingomonas sp. สายพันธุ 
SP2 ยอยสลายและใชอะซีแนพธีนในการเจริญ นาน 24 ชม. ซึ่งเปนชวงการเจริญ mid log phase 
ของ Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 ชวงเวลานี้จะมีการสรางเอนไซมที่จําเปนตอการยอย
สลายมากมายแลว (Schocken และ Gibson, 1984) เมื่อเติมอะซีแนพธิลีน, แนพธาลีน และ ได
เบนโซฟูแรน ลงในหลอด ชนิดละหลอด พบวา Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 ยังสามารถ
ยอยสลายและใชอะซีแนพธีนในการเจรญิได ซึ่งเทียบกับการทดลองที่เติมสารทั้ง 2 ชนิดพรอมกัน
ตั้งแตตน Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 จะไมสามารถยอยสลายอะซีแนพธีนได

 Stringfellow และ Aitken (1995) รายงานวาแนพธาลีน ฟลูออรีน 1-เมทธิลแนพธาลีน 
และ2-เมทธิลแนพธาลีน มีผลยับยั้งแบบแขงขันการยอยสลายฟแนนทรีนของแบคทีเรีย 
Pseudomonas saccharophila สายพันธ P15 และ P. stutzeri สายพันธุ P16 โดยอาศัยหลักการ
ของไลนวีเวอร-เบอรค ซึ่งสารทั้ง 4 ชนิด มีความสามารถในการละลายน้ําไดดีกวาฟแนนทรีน ซึ่งมี
ผลตอการแขงขันการเขาจับที่ตําแหนงเรง (active site) ของออกซิจีเนส หรืออาจเกิดจากการไปขัด
ขวางการสรางและขนสงเอนไซม

นอกจากนี้ยังมีการรายงานวาแนพธาลีน มีผลยับยั้งการเจริญของ Acidovorax 
delafieldii และ Sphingomonas paucimobilis (Shuttleworth และ Cerniglia, 1996) และ
สาหรายสีเขียวแกรมน้ําเงิน Agmenellum quadruplicatum (Cerniglia และคณะ, 1993)

การยั้บยังแบบแขงขัน จะเกิดขึ้นจากตัวยับยั้งไปจับกับเอนไซมตรงบริเวณเดียวกันกับที่
สับสเตรตจับหรือจับที่คนละบริเวณกับที่สับสเตรตจับ แตการจับของตัวยับยั้งกับเอนไซมจะมีผล
ทําใหเอนไซมไมสามารถจับสับสเตรตได ตัวสับสเตรตแบบแขงขันนี้อาจเปนสารที่มีโครงสราง
คลายกับสับสเตรต หรือเปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยา (พัชรา, 2541)
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ดังนั้นการที่อะซีแนพธิลีน  แนพธาลีน และ ไดเบนโซฟูแรนมีผลยับยั้งตอการสรางเอนไซม
ที่จําเปนตอการยอยสลายอะซีแนพธีน เนื่องมาจากอะซีแนพธิลีน  แนพธาลีน และ ไดเบนโซฟูแรน
มีโครงสรางใกลเคียงกับอะซีแนพธีน โดยเฉพาะอะซีแนพธิลีน นอกจากนี้ยังมีความสามารถในการ
ละลายน้ําไดมากกวาอะซีแนพธีน โดยเฉพาะแนพธาลีน  สารทั้ง 3  ชนิด จึงแขงขันการเขาจับกับ
ตําแหนงเรงไดดีกวาอะซีแนพธีน สงผลใหเอนไซมไมสามารถทํางานได

ผลการศึกษาทั้งหมดนี้ชี้ใหเห็นวาการยอยสลายสาร PAHs ในสิ่งแวดลอม จะตองมีความ
เขาใจอยางมากตอการที่จะนําแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากหองปฏิบัติการไปใชบําบัดในส่ิงแวดลอม
จริง แบคทีเรีย Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 มีความสามารถสูงในการยอยสลายอะซีแนพธี
น แตไมมีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ชนิดอื่นทั้งโดยตรงและยอยสลายแบบ      โค
เมตาบอลิสม อีกทั้งยังถูกยับยั้งการสรางเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธีนโดย อะซี
แนพธิลีน  แนพธาลีน และ ไดเบนโซฟูแรน ซึ่งเปนขอเสียของแบคทีเรียชนิดนี้ แตเปนขอดีในการที่
จะนําแบคทีเรียดังกลาวไปศึกษาในระดับพันธุศาสตร เนื่องจากสามารถสรางออกซิจีเนสที่มีความ
จําเพาะสูงตออะซีแนพธีน ซึ่งแตกตางจากออกซิจีเนสทั่วไป  จากขอมูลทั้งหมดนี้จะเปนขอมูลเบื้อง
ตนที่ใชสําหรับแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการยอยสลายสาร PAHs ในประเทศไทย ซึ่งจะใชพัฒนา
ไปใชในการบําบดัและฟนฟูสภาพแวดลอมที่ปนเปอนจากสาร PAHs ตอไปในอนาคต
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บทที่ 6

ขอเสนอแนะในการวิจัย

6.1 แบคทีเรียบางชนิดจะมีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs เมื่ออยูในสภาวะที่
มีแบคทีเรียหลายชนิดอยูดวยกัน (consortium) เทานั้น ในกรณีนี้อาจมีการเติมปจจัยที่มีผลตอการ
เจริญจากภายนอกลงในอาหารที่ใชคัดเลือก เชน วิตามิน เพื่อเรงการเจริญของแบคทีเรียที่มีความ
สามารถในการยอยสลายสาร PAHs

6.2 การนํากลุมแบคทีเรียซึ่งเจริญดวยฟลูออแรนธีนที่เก็บอยูในอุณหภูมิ –70 หรือ –20 oซ
มาใช ควรกระตุนการเจริญโดยใหเจริญดวยฟแนนทรีนกอน แลวคอยถายเชื้อลงอาหารที่มีฟลูออ
แรนธีน

6.3 การวิเคราะหสารมัธยันตรดวยวิธี TLC และวิธี HPLC พบวาสารมัธยันตรหลายชนิดที่
เกิดขึ้นมีคา Rf และ คา Rt ใกลเคียงกันมากซึ่งยากตอการจําแนกวาเปนสารชนิดใด อาจทําการ
ปรับเปลี่ยนระบบตัวทําละลายที่ใชในการชะใหเหมาะสม

6.4 การวิเคราะหสารมัธยันตร เพื่อใหทราบถึงวิถีการยอยสลายอะซีแนพธีนนั้น ควรเลี้ยง
เชื้อในอาหารเหลวปริมาตรมาก จึงจะสามารถคัดแยกสารมัธยันตรที่เกี่ยวของกับวิถีการยอย      
สลายอะซีแนพธีนทั้งหมดได

6.5  งานวิจัยนี้ เปนการศึกษารายละเอียดที่สําคัญในเบื้ องตนของแบคที เ รีย  
Sphingomonas sp. สายพันธุ SP2 ในการยอยสลายอะซีแนพธีนและสาร PAHs ชนิดอื่น โดยผล
การทดลองและขอมูลที่ไดในงานวิจัยนี้สามารถที่จะนําไปประยุกตใชได เชน การหาวิถีเมตา       
บอลิสมและสารมัธยันตรที่เกิดจากการยอยสลาย  ศึกษาหาแนวทางที่นําไปใชไดจริงในสิ่งแวด
ลอม โดยการนําเชื้อแบคทีเรียนี้ไปทดสอบประสิทธิภาพในการยอยสลายจรงิในส่ิงแวดลอม และ
การปรับปรุงสภาวะที่เหมาะสมเพื่อการอยูรอดและการยอยสลาย PAHs ของแบคทีเรียชนิดนี้กอน
ที่จะนําไปใชจริงในดิน หรือการศึกษาในระดับพันธุศาสตรและโมเลกุลที่เกี่ยวกับการยอยสลาย  
อะซีแนพธีนและสาร PAHs ชนิดอื่นของแบคทีเรียสายพันธุนี้
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สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

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 ในสวนของสารละลายสามชนิดหลังทํา
การเตรียมแยกแตละชนิดแลวทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตท
ขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร แลวจึงเติมลงในอาหารที่ทําการนึ่งฆาเชื้อแลว

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

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth)

ทริปโตน 10.0 กรัม
ผงสกัดจากยีสต   5.0 กรัม
โซเดียมคลอไรด   5.0 กรัม
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ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar)

เตรียมอาหารดวยวิธีเชนเดียวกับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB แตละลายวุนผง 15 
กรัมตออาหาร 1,000 มล. ลงไปในอาหารกอนนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตาราง
นิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที
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สารเคมีที่ใชในการทดลอง

สารละลายอะซีแนพธีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด (acenaphthene in DMSO solution)

ชั่งอะซีแนพธีน 0.1 กรัม ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 1.0 มล. ผสมดวยเครื่อง
ปนผสมจนอะซีแนพธีนละลายหมด ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มี
ขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ เติมลง
ในอาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว

สารละลาย PAHs ชนิดอ่ืนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด

ชั่งสาร PAHs ชนิดอื่น 0.1 กรัม ยกเวน แนพธาลีน 0.3 กรัม ละลายในไดเมทธิลซัลฟอก
ไซดปริมาตร 1.0 มล. ผสมดวยเครื่องปนผสมจนสาร PAHs ละลายหมด ทําใหปลอดเชื้อโดยกรอง
ดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอ
ใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ เติมลงในอาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่
อุณหภูมิหองแลว

สารละลายมาตรฐานของ PAHs และอนุพันธชนิดตางๆ ในเมทธานอล

ชั่งสารดังนี้ อะซีแนพธลิีน   กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก กรดซาลิไซลิก กรดโปรโต
คาทีคูอิก และกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ชนิดละ 0.1 กรัม ละลายสารมาตรฐานแตละชนิดใน
เมธานอลปริมาตร 10 มล. ผสมดวยเครื่องปนผสมจนสารละลายหมด กรองดวยชุดกรองสําเร็จรูป
ชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ 
–20 °ซ เพื่อใชเปนสารมาตรฐานในการวิเคราะหสารมัธยันตรดวยวิธี TLC และ HPLC

สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85%

ชั่งโซเดียมคลอไรด 0.85 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 100 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที
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กลีเซอรอล

นํากลีเซอรอลมานึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปน
เวลา 20 นาที ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามานึ่งฆาเชื้อใหมอีก 2-3 คร้ัง

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด 4.0 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 90 มล. ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 
มล. ปรับปริมาตรใหครบ 100 มล. ดวยน้ํากลั่น

สารละลายเมทธานอลเขมขน 80% ในน้ํา (ปรมิาตรตอปริมาตร)

กรองเมทธานอล 100% ผานเยื่อกรองชนิด FH ที่มีขนาดรูกวาง 0.5 ไมโครเมตร กําจัด
อากาศออกดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง จากนั้นผสมเมทธานอล 100% ปริมาตร 80 มล. กับ
น้ํากลั่นที่กรองและกําจัดอากาศออกแลวปริมาตร 20 มล. นําไปกําจัดอากาศดวยเครื่องกําเนิด
เสียงความถี่สูงอีกครั้งจนไมเหลือฟองอากาศ

สารละลายเอทธิลอะซีเตทที่อ่ิมตัวดวยน้ํา

ผสมเอทธิลอะซีเตทปริมาตร 150 มล. กับน้ํากรอง ปริมาตร 150 มล. ลงในขวดรูปชมพู
ขนาด 500 มล. ปดฝาใหแนนดวยพาราฟลม เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 24 ชั่วโมง

สารละลาย 10 % SDS

Sodium lauryl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม คอยๆละลายในน้ําปลอดประจุอุณหภูมิ 60 oซ 
ปริมาตร 8 มล. เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121o ซ เปนเวลา 20 นาที
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สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร

  EDTA (C10H14O8Na2•2H2O)                                                                 186.1 กรัม
 โซเดียมไฮดรอกไซด                                                                                    20  กรัม

ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด 
คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุใหเปน
ปริมาตร 1,000 มล. นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121o ซ เปนเวลา 
20 นาที

บัฟเฟอร TE

Tris-HCl                                                                                            10 มิลลิโมลาร
EDTA                                                                                                 0.1มิลลิโมลาร

 ผสมสารละลาย Tris-HCl    pH 8.0 เขมขน 1.0 โมลาร pH 8.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กับ
สารละลาย EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดประจุใหเปน
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121o ซ เปน
เวลา 20 นาที

CTAB/NaCl solution

โซเดียมคลอไรด                                                                                        0.7 โมลาร
CTAB                                                                                                       10 กรัม

ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุอุณหภูมิ 60 oซ ปริมาตร 80 มล. จากนั้นเติมโซเดียมคลอ
ไรด เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121o ซ เปนเวลา 20 นาที
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สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล

เตรียมสารละลายฟนอลอิ่มตัวในบัฟเฟอร Tris-HCl โดยละลายฟนอลในอางน้ําอุณหภูมิ 
68o ซ จากนั้นเติมผง hydroxyquinoline ใหไดความเขมขน 0.1 % (น้ําหนักตอน้ําหนัก) เติมสาร
ละลาย Tris-HCl เปน 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 1 เทา คนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา        
15 นาที ทิ้งใหแยกชั้น ดูดชั้นน้ําสวนบนออก เติมสารละลาย Tris-HCl เปน 8.0 เขมขน 0.1 โมลาร 
ปริมาตร 1 เทา คนดวยแทงแมเหล็กเปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหแยกชั้น ดูดชั้นน้ําสวนบนออก ทําขั้นนี้
หลายๆครั้งดวย Tris-HCl เปน 8.0 เขมขน 0.1 โมลาร จนคาความเปนกรด-ดางของฟนอลมากกวา 
7.8 สุดทายเติมสารละลาย Tris-HCl เปน 8.0 เขมขน 0.1 โมลาร ที่ผสม β-mercaptoethanol เขม
ขน 0.2 % ปริมาตร 0.1 เทาของฟนอลที่เตรียมได เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4o ซ ผสมฟนอลที่
เตรียมไดกับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล ในอัตราสวน 25:24:1 (ปริมาตรตอปริมาตร
ตอปริมาตร) เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 oซ

สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล

ผสมคลอโรฟอรมกับไอโซเอมิลแอลกอฮอล  ในอัตราสวน 24 :1 (ปริมาตรตอปริมาตร) 
เก็บที่อุณหภูมิ 4o ซ

บัฟเฟอร 50XTAE

   Tris-HCl                                                                                        202    กรัม
สารละลาย EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร                                        100    มิลลิลิตร
กรดอะซีติกเขมขน                                                                                57.1 มิลลิลิตร

       ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แลวเติมน้ําปลอดประจุให
เปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121o ซ 
เปนเวลา  20 นาที

สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE

ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอรใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เก็บในภาชนะปดสนิทในที่มืด
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ภาคผนวก ค

กราฟมาตรฐานของอะซีแนพธีน
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รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณอะซีแนพธีนกับพื้นที่ใตกราฟ ที่ไดจากการ
            วิเคราะหโดยวิธี HPLC

ความเขมขนของอะซีแนพธีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC มา
แทนคาในสมการเสนตรงดังนี้

พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณอะซีแนพธีน) + จุดตัดแกนวาย
โดยที่ ความชันของกราฟมาตรฐาน = 109.3

จุดตัดแกนวาย = 0
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ภาคผนวก ง

ขอมูลผลการทดลอง

รูปที่ ง.1 TLC โครมาโตแกรมของชุดควบคุมซ่ึงไมไดมีการเติมเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มี
             อะซีแนพธีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร เพื่อติดตามการยอยสลายของอะซีแนพธีนโดย
             ปจจัยทางกายภาพ ที่ระยะเวลาตางๆ กัน

                                                            

                                                        

                                                        

                        15                                   

รูปที่ ง.2 HPLC โครมาโตแกรมของชุดควบคุมซึ่งไมไดมีการเติมเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM   
             ที่มีอะซีแนพธีนความเขมขน 100 มก.ตอลิตร เพื่อติดตามการยอยสลายของอะซีแนพธีน
             โดยปจจัยทางกายภาพ ที่ระยะเวลาตางๆ กัน
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นางสาวอรสุภาว สายเพชร  เกิดเมื่อวันที่ 29 สิงหาคม พ.ศ. 2520 ที่จังหวัดขอนแกน 
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ในปการศึกษา 2543 และเขารับการศึกษาตอในระดับ
ปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2543
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