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Eighteen transposon mutants of Rhizobium sp. CU-A1 defective in 
acenaphthylene degradation could be classified into 6 groups by the growth and 
intermediate accumulation patterns when grown in the presence of acenaphthylene as a 
sole carbon source. The mutant strains A53, B1 and B5 belonging to groups 5, 2 and 3, 
respectively, were selected for further purification of the accumulated intermediates as 
they showed different types of intermediates from those found in the wild type and also in 
high concentration. These intermediates were isolated and purified by preparative thin-
layer chromatography and silica gel column chromatography, then identified by mass 
spectrometry and nuclear magnetic resonance to be 2,5-dihydroxybenzoic acid (gentisic 
acid) from strain A53, acenaphthenequinone from strain B1 and naphthalene-1,8-
dicarboxylic acid from strain B5. Therefore, the pathway of acenaphthylene degradation 
in Rhizobium sp. CU-A1 is tentatively proposed as follow: acenaphthylene is metabolized 
to acenaphthenequinone, naphthalene-1,8-dicarboxylic acid and 2,5-dihydroxybenzoic 
acid, respectively.
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บทที่ 1

บทนํา

ภาวะสิ่งแวดลอมเปนพิษจากการแพรกระจายของสารพิษปนเปอนลงสูส่ิงแวดลอมใน
ปจจุบันเกิดจากการขยายตัวของการผลิตในภาคอุตสาหกรรมเพื่อตอบสนองตอความตองการของ
ประชากร โดยสารเคมีบางชนิดที่นํามาใชในกระบวนการผลิตจัดเปนสารมีพิษที่มีอันตรายสูง ซึ่ง
สามารถที่จะแพรกระจายปนเปอนลงสูสิ่งแวดลอมไดจากการขาดความรูและการควบคุมดูแลเอา
ใจใสอยางเครงครัดในการเก็บรักษา การนําไปใชในกระบวนการผลิต และการกําจัดกากของเสยี 
ทําใหสารพิษนั้นกระจายสูส่ิงแวดลอม

จากการศึกษาปริมาณของเสียอันตรายที่มีผลตอสุขภาพและสิ่งแวดลอมที่เกิดขึ้นจากอุต
สาหกรรมและทุกกิจกรรมทั่วทั้งประเทศ ในป พ.ศ. 2535 พบวามีของเสียอันตรายเกิดขึ้นประมาณ 
1 ลานตัน และคาดวาในป พ.ศ. 2544 จะมีของเสียอันตรายเกิดขึ้นประมาณ 2,813,980 ตันโดย
เปนของเสียอันตรายประเภทน้ํามัน (oil) ประมาณ 589,508 ตัน (สํานักเทคโนโลยีสิ่งแวดลอมโรง
งาน, 2542) และเปนของเสียอันตรายที่เกิดจากอุตสาหกรรมปโตรเลียม 11,813 ตัน (บุญยงค โลห
วงศวัฒน, 2540) โดยของเสียอันตรายประเภทน้ํามันและปโตรเลียมจะประกอบดวยสารอินทรีย
หลายชนิด และที่มีความสําคัญคือ สารในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic 
aromatic hydrocarbon, PAHs) ซึ่งเปนสารประกอบอินทรียที่มีโครงสรางของคารบอนและ
ไฮโดรเจนรวมกันเปนวงอะโรมาติกเบนซีนมาเชื่อมตอกันเปนเสนตรง (linear) เปนมุมงอ (angular)
หรือเปนกลุม (cluster) ตั้งแต 2 วงขึ้นไป

สาร PAHs จดัเปนสารที่กอใหเกิดอันตรายรายแรงตอส่ิงมีชีวิตเนื่องจากความเปนพิษของ
ตัวมัน เปนสารซึ่งกอใหเกิดมะเร็ง (carcinogen) เปนสารที่กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของยีน 
(mutagen) และเปนสารที่กอใหเกิดลักษณะทารกในครรภมีรูปรางวิปริต (teratogen) (World 
Health Organization, 1983 อางถึงโดย Wilson และ Jones, 1993) โดยสารเหลานี้มีแหลงกําเนิด
มาจากกระบวนการผลิตในภาคอุตสาหกรรม น้ํามัน ถานหิน กระบวนการเผาไหมที่ไมสมบูรณของ
เชื้อเพลิงฟอสซิล  (Volkering และคณะ, 1992) และสามารถปนเปอนสูส่ิงแวดลอมได นอกจากนี้
สาร PAHs ยังสามารถเกิดขึ้นไดเองตามธรรมชาติจากการรั่วซึมของน้ํามันตามธรรมชาติ ไฟไหม
ปา และภูเขาไฟระเบิด (Cerniglia, 1992)

การบําบัดสิ่งแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยสารพิษเหลานี้ แนวทางหนึ่งที่มีประสิทธิภาพ
เปนที่ยอมรับและใชกันอยางแพรหลาย คือ กระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ (bioremediation)
โดยการใชประโยชนจากความสามารถของจุลินทรียมายอยสลายสารพิษใหมีความเปนพิษลดลง
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หรือหมดไป (Mueller และคณะ, 1989) ซึ่งเปนวิธีที่ไดเปรียบกวาการบําบัดทางเคมี การฝงกลบ 
และการเผาที่อุณหภูมิสูงมาก เนื่องจากปลอดภัยตอส่ิงแวดลอม คาใชจายต่ํา (Lee และ Cutright, 
1996)  และไมกอใหเกิดสารพิษชนิดใหมที่มีอันตรายมากกวาเดิมเนื่องจากจุลินทรียใชสารพิษเปน
แหลงพลังงานและคารบอน โดยสามารถยอยสลายสาร PAHs บางชนิดไดอยางสมบูรณ 
(mineralization) ไดผลิตภัณฑเปนน้ําและคารบอนไดออกไซด (Wilson และ Jones, 1993) หรือ
เปลี่ยนแปลงโครงสรางบางสวนของสาร PAHs ทําใหความเปนพิษลดลงหรือหมดไป

การศึกษาวิถีการยอยสลายสาร PAHs ในจุลินทรียไดมีการนําเทคนิคทางดานพันธุ
วิศวกรรมมาชวยในการศึกษาอยางกวางขวาง วิธีหนึ่งที่เปนที่นิยมคือการกอการกลายพันธุโดย 
ทรานสโปซอน Tn5 ซึ่งทรานสโปซอนจะเขาสูเซลลผูรับและแทรกสอดในยีนแบบสุม มีผลทําใหยีน
ที่ถูกทรานสโปซอนเขาแทรกสอดสูญเสียหนาที่ไป ทําใหเกิดสายพันธุกลายที่มีลักษณะตางๆกัน 
(Harwood, 1993) ตัวอยางของการศึกษาวิถีการยอยสลายสาร PAHs โดยการกอการกลาย
พันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 เชน การศึกษาวิถีการยอยสลายแนพธาลีนโดยการกลายพันธุ 
Pseudomonas putida สายพันธุ G7 ซึ่งทําใหไดสายพันธุกลายที่มีการสะสมของสารมัธยันต
ตางๆกันไป (Yen และ Gunsalus, 1982)

Rhizobium sp. CU-A1 (ศรัลยา แพงไตร, 2543) ซึ่งคัดแยกไดจากแหลงดินใน
กรุงเทพมหานครที่มีการปนเปอนของน้ํามันเครื่อง มีความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
(acenaphthylene) ซึ่งจัดเปนสารประกอบชนิดหนึ่งในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน
ที่พบปนเปอนอยูในอากาศของกรุงเทพมหานครในปริมาณสูง นอกจากนี้ยังมีความสามารถในการ
ยอยสลายแนพธิลีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานในการเจริญ รวมทั้งมีความสามารถใน
การยอยสลาย ฟแนนทรีน (phenanthrene) ฟลูออรีน (fluorene) และอะซีแนพธีน 
(acenaphthene) รวมกับอะซีแนพธิลีน

สายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่กลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 พบวามี
ความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการ
เจริญเมื่อเปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 สายพันธุเดิม (ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน, 2544) 
โดยแตละสายพันธุกลายจะสะสมสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนแตกตางกัน
ไป   ในปจจุบันไมมรีายงานที่อางถึงการยอยสลายสารประกอบ PAHs โดย Rhizobium โดย
เฉพาะอยางยิ่งการยอยสลายอะซีแนพธิลีน ประกอบกับการยอยสลายสารอะซีแนพธิลีนโดยจุลินท
รียชนิดอื่นทั้งในประเทศไทยและประเทศอื่นๆ ก็ยังมีการศึกษารายละเอียดกันนอยมาก ดังนั้นจึงมี
ความนาสนใจที่จะทําการพิสูจนเอกลักษของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน
โดย Rhizobium สายพันธุกลาย เพื่อใชทํานายวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium
sp. CU-A1
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วัตถุประสงคของงานวิจัย

เพื่อพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อสาย
พันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่กลายพันธุดวยทรายสโปซอน Tn5

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ

สามารถพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตชนิดตางๆ ที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายอะซีแนพ
ธิลีน เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนในการทํานายวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ Rhizobium sp. 
CU-A1 ซึ่งสามารถนําไปใชเปนขอมูลในการพัฒนาปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียใหเหมาะสม
เพื่อที่จะใชในกระบวนการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในส่ิงแวดลอมตอไป รวมทั้งสามารถนําขอมูลที่
ไดไปใชในการศึกษาเปรียเทียบในวิถีการยอยสลายสาร PAHs ชนิดอื่นๆ
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บทที่ 2

วารสารปริทัศน

พอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน (polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs) 
เปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งที่มีโครงสรางของวงอะโรมาติกเบนซีนมาเชื่อมตอกันเปนเสนตรง 
(linear) เปนมุมงอ (angular) หรือเปนกลุม (cluster) โดยมีวงอะโรมาติกเบนซีนตั้งแต 2 วงขึ้นไป
โดยสาร PAHs มีแหลงกําเนิดมาจากกระบวนการผลิตในภาคอุตสาหกรรม เปนสวนประกอบในน้ํา
มันดิบ ถานหิน น้ํามันดําจากถานหิน (coal tar) ครีโอโสท (creosote) ผลิตภัณฑจากน้ํามัน
ปโตรเลียม และเกิดจากกระบวนการเผาไหมที่ไมสมบูรณของเชื้อเพลิงฟอสซิล  (Volkering และ
คณะ, 1992) และสามารถปนเปอนสูส่ิงแวดลอมทั้งอากาศ แหลงน้ําใตดินและแหลงน้ําบนดินใน
ปริมาณสูง (Fernandez และคณะ, 1992) นอกจากนี้สาร PAHs ยังสามารถเกิดขึ้นไดเองตาม
ธรรมชาติจากการรั่วซึมของแหลงน้ํามันตามธรรมชาติ ไฟไหมปา และภูเขาไฟระเบิด (Cerniglia, 
1992)

สาร PAHs จัดเปนสารที่กอใหเกิดอันตรายรายแรงตอส่ิงมีชีวิตเนื่องจากความเปนพิษของ
ตัวมัน เปนสารซึ่งกอใหเกิดมะเร็ง (carcinogen) เปนสารที่กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของยีน 
(mutagen) และเปนสารที่กอใหเกิดลักษณะทารกในครรภมีรูปรางวิปริต (teratogen) (World 
Health Organization, 1983 อางถึงโดย Wilson และ Jones, 1993) หนวยงานคุมครองสิ่ง
แวดลอมของสหรัฐอเมริกา (The U.S. Environmental Protection Agency, EPA) กําหนดใหสาร 
PAHs 16 ชนิดไดแก แนพธาลีน (naphthalene), อะซีแนพธีน (acenaphthene), อะซีแนพธิลีน 
(acenaphthylene), ฟลูออรีน (fluorene), ฟแนนทรีน (phenanthrene), แอนทราซีน 
(anthracene), ฟลูออแรนธีน (fluoranthene), เบนซ[เอ]แอนทราซีน (benz[a]anthracene), ไคร
ซีน (chrysene), ไพรีน (pyrene), เบนโซ[บี]ฟลูออแรนธีน (benzo[b]fluoranthene), เบนโซ[เค]
ฟลูออแรนธีน (benzo[k]fluoranthene), เบนโซ[เอ]ไพรีน (benzo[a]pyrene), ไดเบนซ[เอ,เอช]แอ
นทราซีน (dibenz[ah]anthracene), เบนโซ[จี,เอช,ไอ]เพอริลีน (benzo[ghi]perylene) และอินดิ
โน-[1,2,3,ซีดี]ไพรีน (indeno[1,2,3cd]pyrene เปนสารพิษที่ใหความสําคัญในอันดับตนๆ ในอันที่
จะปองกันการปนเปอนของสารพิษดังกลาวสูสิ่งแวดลอม (World Health Organization, 1983 
อางถึงโดย Wilson และ Jones, 1993)

ในสวนของประเทศไทยมีการกําหนดพระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2535 โดย
กําหนดใหสาร PAHs มีสมบัติจัดอยูในประเภทวัตถุอันตรายประเภทที่ 7 คือ วัตถุที่กอใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม (พระราชบัญญัติวัตถุอันตราย, 2535)
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อะซีแนพธิลีน (acenaphthylene)

อะซีแนพธิลีน จัดเปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งในกลุมพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน ที่มีโครงสรางโมเลกุลประกอบดวยวงเบนซีน 2 วงและวงไซโคลเพนทีน 1 วงเชื่อม
ตอกันเปนกลุม ดังแสดงในรูปที่ 2.1

รูปที่ 2.1 โครงสรางโมเลกุลของอะซีแนพธิลีน

อะซีแนพธิลีนพบเปนสวนประกอบของน้ํามันดิบ, น้ํามันดําจากถานหิน, ควันบุหร่ี 
(Neurath, 1972) ผลิตภัณฑปโตรเคมี, ผลิตภัณฑจากถานหิน และเกิดจากการเผาไหมที่ไม
สมบูรณของเชื้อเพลิงฟอสซิล (Alexander และคณะ, 1985; Radke, 1987) และพบในอุตสาห
กรรมผลิตภัณฑถนอมและรักษาเนื้อไม (Wilson และ Jones, 1993) ซึ่งสามารถกระจายสูสิ่งแวด
ลอมทั้งอากาศ พื้นดิน แหลงน้ําใตดิน และแหลงน้ําบนดิน (Mattox และ Humenick, 1980) จาก
การรั่วไหลของผลิตภัณฑดังกลาวจากการนําไปใชในกระบวนการอุตสาหกรรม รวมท้ังการขนสง 
การดูแลเก็บรักษา ตลอดจนการกําจัดกากของเสียจากอุตสาหกรรมดังกลาว นอกจากนี้อะซีแนพธิ
ลีนยังมีแหลงกําเนิดจากการกระทําของมนุษยโดยพบในเขมาสีดําจากการเผาไหมเชื้อเพลิงอะโร
มาติกไฮโดรคารบอนรวมกับไพริดีน (pyridine) (Verschueren, 1996 ) เนื่องจากอะซีแนพธิลีนจัด
เปนสารที่มีผลกระทบตอส่ิงแวดลอม มีความเปนพิษอยางสูงทั้งตอมนุษย สัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
และสัตวน้ํา (Lederer, 1985) มีสมบัติเปนสารกอมะเร็งและกอการกลายพันธุ (Lavoie และ Rice, 
1988) ทําใหมีความสนใจที่จะบําบัดสิ่งแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยอะซีแนพธิลีนและสาร PAHs 
ชนิดอื่น

การบําบัดสิ่งแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยอะซีแนพธิลีนและสาร PAHs ชนิดอื่นๆ 
สามารถกระทําไดหลายวิธี เชน การบําบัดดวยวิธีทางกายภาพ อาทิการกรอง การทําใหแหง การ
สกัดดวยตัวทําละลาย การใชผงถานกัมมันตในการดูดซับ (Manahan, 1993) การบําบัดดวยวิธี
ทางเคมี (Cockson, 1995) การเผาที่อุณหภูมิสูงมาก (incineration) การฝงกลบ (landfill) และ
แนวทางหนึ่งที่มีประสิทธิภาพเปนที่ยอมรับและใชกันอยางแพรหลาย คือ กระบวนการยอยสลาย



6

ทางชีวภาพ (bioremediation) โดยการใชประโยชนจากความสามารถของจุลินทรียมายอยสลาย
สารพิษใหมีความเปนพิษลดลงหรือหมดไป (Mueller และคณะ, 1989) ซึ่งเปนวิธีที่ไดเปรียบกวา
การบําบัดดวยวิธีอ่ืน เนื่องจากมีความปลอดภัยตอส่ิงแวดลอม คาใชจายต่ํา (Lee และ Cutright, 
1996)  และไมกอใหเกิดสารพิษชนิดใหมที่มีอันตรายมากกวาเดิมเนื่องจากจุลินทรียใชสารพิษเปน
แหลงพลังงานและคารบอน โดยสามารถยอยสลายสาร PAHs บางชนิดไดอยางสมบูรณ 
(mineralization) ไดผลิตภัณฑเปนน้ําและคารบอนไดออกไซด (Wilson และ Jones, 1993) หรือ
เปลี่ยนแปลงโครงสรางบางสวนของสาร PAHs ทําใหความเปนพิษลดลงหรือหมดไป กระบวนการ
บําบัดโดยวิธีการยอยสลายทางชีวภาพอาจทําไดโดยการกระตุนใหจุลินทรียในแหลงที่มีการปน
เปอนของสารพิษนั้นใหมีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ได (biostimulation) หรือทํา
การเติมจุลินทรียจากภายนอกที่มีความสามารถในการยอยสลายสาร PAHs ลงไปในแหลงที่มีการ
ปนเปอนของสาร PAHs (bioaugmentation) ซึ่งมีความจําเปนที่จะตองศึกษาคุณสมบัตติางๆ ของ
จุลินทรียนั้น เพื่อเปนขอมูลในการศึกษาติดตาม เพื่อใหการบําบัดสาร PAHs นั้นเปนไปอยางมีประ
สิทธิภาพ

วิถีการยอยสลายสาร PAHs โดยกระบวนการทางชีวภาพและเอนไซมที่เกี่ยว
ของ

Kim และคณะ (1997) รายงานวิถีการยอยสลายแนพธาลีนโดย Sphingomonas 
yanoikuyae B1 ซึ่งมีความคลายคลึงกับการยอยสลายแนพธาลีนไปเปนกรดซาลิไซลิกโดย
Pseudomonas putida G7 (Yen และ Gunsalus, 1982) ดังแสดงในรูปที่ 2.2 แนพธาลีนจะถูก
เติมออกซิเจน 2 อะตอมกลายเปน แนพธาลีน ซิส-1,2-ไดไฮโดรไดออล (naphthalene cis-1,2-
dihydrodiol) จากการทํางานของเอนไซมแนพธาลีนไดออกซีจีเนส จากนั้นจะเปลี่ยนเปน 1,2-ได
ไฮดรอกซีแนพธาลีน (1,2-dihydroxynaphthalene) จากกิจกรรมของเอนไซมแนพธาลีนไดไฮโดร
ไดออลดีไฮโดรจีเนส จากนั้นเอนไซมไดไฮดรอกซีแนพธาลีนดีไฮโดรจีเนสจะออกซิไดซ1,2-ไดไฮด
รอกซีแนพธาลีนไปเปนกรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิก (2-hydroxychromene-2-
carboxylic acid: HCCA) จากนั้นจะถูกเปลี่ยนเปน กรด ทรานส-0-ไฮดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูวิก 
(trans-0-hydroxybenzylidenepyruvic acid: tHBPA) จากกิจกรรมของเอนไซม HCCA ไอโซเมอ
เรส จากนั้นเปลี่ยนเปนซาลิไซรัลดีไฮด (salicylaldehyde) และกรดซาลิไซลิก (salicylic acid )จาก
การทํางานของเอนไซมไฮดราเทส-อัลโดเลสและซาลิไซรัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส ตามลําดับ
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รูปที่ 2.2 วิถีการยอยสลายแนพธาลีนเปนกรดซาลิไซลิก (Yen และ Gunsalus, 1982, Kim และ
คณะ, 1997)
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นอกจากนี้ยังมีรายงานการยอยสลาย PAHs ขนิดตางๆที่พบกรดซาลิไซลิกเปนสารมัธ
ยันตในวิถีการยอยสลายเชน  วิถีการยอยสลายแอนทราซีนไปเปนกรดซาลิไซลิกโดย  
Pseudomonas aeruginosa (Sutherland และคณะ ,1995) ดังแสดงในรูปที่ 2.3 และวิถีการยอย
สลายฟลูออรีนโดย Arthrobacter sp. สายพันธุ F101 (Merce และคณะ, 1997) ดังแสดงในรูปที่ 
2.4

รูปที่ 2.3 วิถีการยอยสลายแอนทราซีนโดย Pseudomonas aeruginosa (Sutherland และคณะ
,1995)

รูปที่ 2.4 วิถกีารยอยสลายฟลูออรีนโดย Arthrobacter sp. สายพันธุ F101 (Merce และคณะ, 
1997)
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จากนั้นจุลินทรียสวนใหญจะเปลี่ยนกรดซาลิไซลิกไปเปนคาทีคอลโดยเอนไซมซาลิไซเลส 
ไฮดรอกซีเลส (salicylate hydroxylase) เพื่อแตกวงและเขาสูวัฏจักรเครบสตอไปดังแสดงในรูปที่ 
2.5

รูปที่ 2.5 วิถีการยอยสลายกรดซาลิไซลิก (Yen และ Gunsalus, 1982) (nahG คือซาลิไซเลส ไฮด
รอกซีเลส, nahH คือคาทีคอล-2,3-ไดออกซีจีเนส, nahI คือ 2-ไฮดรอกซีมิวโคนิกเซมิอัลดีไฮด ดี
ไฮโดรจีเนส, nahJ คือ 2-ไฮดรอกซีมวิโคเนท ดีไฮโดรจีเนส, nahK คือ 4-ออกซาโลโครโตเนท ดีคาร
บอกซิเลส, nahL คือ 2-ออกโซเพนท-4-อีโนเอท ไฮดราเทส, nahM คือ 4-ไฮดรอกซี-2-คีโตวาเลเรท 
อัลโดเรส, nahN คือ 2-ไฮดรอกซีมิวโคนิกเซมิอัลดีไฮด ไฮโดรเลส, nahO คือ)

แตก็มีรายงานวาการยอยสลายเบนซีนโดยกระบวนการทางชีวภาพในสภาวะที่มีออกซิเจน 
(Baker และคณะ, 1994) เบนซีนไมไดถูกยอยสลายผานทางคาทีคอลแตเพียงวิถีเดียวอาจจะถูก
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ยอยสลายผานทางกรดโปรโตคาทีคูอิก ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Kiyohara และคณะ (1972) 
ที่พบการยอยสลายฟแนนทรีนผานกรดโปรโตคาทีคูอิก นอกจากนี้ยังมีรายงานการยอยสลายกรด
ซาลิไซลิกที่ไมผานทางคาทีคอลแตยอยสลายกรดซาลิไซลิกเปนกรดเจนทิสิก เชนการยอยสลาย
แนพธาลีนโดย Pseudomonas fluorescens  (Starovoitov, 1975), การยอยสลายกรดซาลิไซลิก
โดย Pseudomonas sp. TA-2 (Ohmoto และคณะ, 1991), Rhodococcus sp. สายพันธุ B4 ดัง
แสดงในรูปที่ 2.6 (Grund และคณะ, 1992) และ Pseudomonas sp. สายพันธุ U2 (Fuenmayor 
และคณะ, 1998) ดังแสดงในรูปที่ 2.7 และกรดเจนทิสิกจะถูกออกซิไดซเปนมาริลไพรูเวท 
(maleylpyruvate) โดยเอนไซมเจนทิเสท-1,2-ไดออกซีจีเนส (gentisate-1,2-dioxygenase) จาก
นั้นจะถูกเปลี่ยนเปน ไพรูเวทและฟูมาเรท (Ning และคณะ, 2001) ดังแสดงในรูปที่ 2.8

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

รูปที่ 2.7 วิถีการยอยสลายกรดซาลิไซลิกโดย Pseudomonas sp. สายพันธุ U2 (Fuenmayor และ
คณะ, 1998)
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รูปที่ 2.8 วิถีการยอยสลายกรดเจนทิสิกโดย Ralstonia สายพันธุ U2 (Ning และคณะ, 2001) 
(NagI คือเจนทิเสท-1,2-ไดออกซีจีเนส, NagL คือมาริลไพรูเวท ไอโซเมอเรส, NagK คือฟูมาริล
ไพรูเวท ไฮโดรเลส)

การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยกระบวนการทางชีวภาพ

การยอยสลายอะซีแนพธิลีนมีรายงานการศึกษามาเปนเวลานาน ทั้งในสัตวเลี้ยงลูกดวย
นม แบคทีเรีย และราไวทรอท โดยสวนใหญพบเปนการยอยสลายแบบเปลี่ยนแปลงโครงสราง
โมเลกุลใหเปนสารมัธยันตชนิดตางๆ (transformation) มีแบคทีเรียบางชนิดเทานั้นที่สามารถยอย
สลายอะซีแนพธิลีนเพื่อใชเปนแหลงพลังงานและคารบอนได

การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรีย
Dean-Raymond และ Bartha (1975) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียจากน้ําทะเลที่ปนเปอน

ดวยน้ํามัน พบวาแบคทีเรียที่คัดแยกไดเมื่อทําการเลี้ยงโดยใชแนพธาลีนและอะซีแนพธิลีนเปน
แหลงคารบอน จะมีความสามารถในการโคออกซิไดซอะซีแนพธิลีนไปเปนสารมัธยันตประเภทควิ
โนน (quinone) ที่ยังไมทราบโครงสรางทางเคมีที่แนนอน

Chapman (1979) รายงานวา Pseudomonas sp. ซึ่งมีความสามารถในการเจริญใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแนพธาลีน สามารถออกซิไดซอะซีแนพธิลีนไปเปน ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออล 
(cis-1,2-acenaphthenediol) และสารมัธยันตอ่ืนๆ ที่ยังไมมีการศึกษารายละเอียดของโครงสราง
ที่แนนอน

Shocken และ Gibson (1984) พบวาแบคทีเรีย Beijerinckia sp. สามารถโคออกซิไดซอะ
ซีแนพธิลีนไดเมื่อทําการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่มีไบฟนิล (biphenyl) เปนแหลงคารบอน โดย
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Bei jer inckia  sp.  จะออกซิ ไดซอะซีแนพธิลีนไดผลิตภัณฑ เปนอะซีแนพธีนควิ โนน  
(acenaphthenequinone) และ1,2-ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธิลีน (1,2-dihydroxyacenaphthylene)
ซึ่งเปนสารมัธยันตที่เกิดขึ้นเมื่อเลี้ยงเซลลกับ ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออลเชนกัน ในขณะที่เชื้อสาย
พันธุกลาย Beijerinckia sp. B8/36 ที่มีความบกพรองของเอนไซมไดออลดีไฮโดรจีเนสจะออกซิ
ไดซอะซีแนพธิลีนและทําใหเกิดการสะสมของ ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออลซึ่งเกิดจากกิจกรรมของ
เอนไซมไดออกซีจีเนสเติมออกซิเจนใหแกวงไซโคลเพนทีน

Komatsu และคณะ (1993) รายงานวา Pseudomonas sp. สายพันธุ A4 ที่คัดแยกได
จากแหลงดินที่มีการปนเปอนของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม มีความสามารถในการใชอะซีแนพธิ
ลีนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานเพียงแหลงเดียวในการเจริญ และพบกรด 1,8-แนพธาลีน
ไดคารบอกซิลิก (1,8-naphthalene dicarboxylic acid) เปนสารมัธยันต

Grifoll และคณะ (1995) รายงานวา Pseudomonas cepacia F297 ที่มีความสามารถใน
การเจริญในอาหารที่มีฟลูออรีนเปนแหลงพลังงานและคารบอนเพียงแหลงเดียว สามารถโคออกซิ
ไดซอะซีแนพธิลีนในอาหารที่มีฟลูออรีน เกิดเปนสารมัธยันตจําพวก1-อะซีแนพธีโนน (1-
acenaphthenone), อะซีแนพโธ-1,2-ควิโนน, 1,8-แนพธาลิกแอนไฮไดรด (1,8-naphthalic 
anhydride) และกรด1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก ซึ่งคาดวาการยอยสลายอะซีแนพธิลีนนี้เกิด
จากการทํางานของระบบเอนไซมไดออกซีจีเนสเชนเดียวกับในวิถีการยอยสลายแนพธาลีนของ
Pseudomonas cepacia F297

Selifenov และคณะ (1996) รายงานวา Pseudomonas aeruginosa PAO1 ที่มีพลาส
มิด pRE695 ซึ่งมียีน nahA ที่เปนรหัสในการสังเคราะหเอนไซมแนพธาลีนไดออกซีจีเนส สามารถ
ออกซิไดซอะซีแนพธิลีนไปเปนสารมัธยันตตางๆ คือ ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออล, 1,2-อะซีแนพโธค
วิโนน และกรด1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก

จากรายงานการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรียพบวา อะซีแนพธิลีนจะถูกเติม
ออกซิเจน 2 อะตอมลงบนวงไซโคลเพนทีนไดผลิตภัณฑเปน ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออลจากกิจ
กรรมของเอนไซมไดออกซีจีเนส จากนั้นซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออลจะถูกเอนไซมไดออลดีไฮโดรจี
เนสออกซิไดซไปเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธิลีน และ 1-ไฮดรอกซี-2-คีโตอะซีแนพธีน (1-
hydroxy-2-ketoacenaphthene) ซึ่งเปน tautomer  จากนั้นผลิตภัณฑทั้งสองจะถูกออกซิไดซหรือ
รีดิวสไปเปน อะซีแนพโธ-1,2-ควิโนนโดยการทํางานของเอนไซมดีไฮโดรจีเนสและรีดักเทส หลัง
จากนั้นอะซีแนพโธ-1,2-ควิโนน จะแตกตัวไดเองทําใหวงไซโคลเพนทีนแตกออกไดผลิตภัณฑสุด
ทายเปนกรด1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก ดังแสดงในรูปที่ 2.9
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รูปที่ 2.9 วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 ที่มี 
พลาสมิด pRE695 ซึ่งมียีนที่เปนรหัสของเอนไซมแนพธาลีนไดออกซีจีเนส (Selifenov และคณะ, 
1996)
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การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยราไวทรอท
ราไวทรอทมีความสามารถในการยอยสลายลิกนินที่มีโครงสรางเปนวงอะโรมาติกที่มี

ความซับซอนได ซึ่งเกิดจากกิจกรรมของเอนไซมในกลุมเปอรออกซิเดส ซึ่งไดแก ลิกนินเปอรออกซิ
เดส แมงกานีสเปอรออกซิเดส และแลคเคส โดยเอนไซมในกลุมนี้ไมมีความจําเพาะตอสารตั้งตน
จึงสามารถยอยสลายลิกนินและสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกที่มีลักษณะโครงสรางเปนวงอะโรมาติก
เหมือนกันได จึงมีการศึกษาความสามารถของราไวทรอทในการยอยสลายสาร PAHs หลายชนิด 
เชน ศึกษาความสามารถในการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนโดย Bjerkandera sp. สายพันธุ 
BOS55 ซึ่งจะใชเอนไซมในกลุมเปอรออกซิเดสทั้ง 3 ชนิดรวมกันในการยอยสลาย (Michiel และ
คณะ, 1998) ศึกษาความสามารถในการยอยสลายเบนโซ[เอ]ไพรีนโดยเอนไซมลิกนินเปอรออกซิ
เดสที่เตรียมไดจาก Phanerochaete chrysosporium (Hammel และคณะ, 1986)

จากการศึกษาวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยราไวทรอท Trametes versicolor โดย
กิจกรรมของเอนไซมแลคเคสพบวา อะซีแนพธิลีนจะถูกออกซิไดซไปเปนอะซแีนพธีน-1-โอนและ
เปลี่ยนเปน 1-ไฮดรอกซี-2-อะซีแนพธีโนน หรืออะซีแนพธิลีนจะถูกออกซิไดซไปเปน ซิส-1,2-ไดไฮด
รอกซีอะซีแนพธีนและ tautomer ทรานส- 1,2-ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธีนและเปลี่ยนเปน 1,8-แนพ
ธาลิกอัลดีไฮด (1,8-naphthalic aldehyde) จากนั้นผลิตภัณฑเหลานี้รวมทั้ง 1,2-ไดไฮดรอกซีอะซี
แนพธิลีนซึ่งเปน tautomer จะถูกออกซิไดซเปนอะซีแนพธีนไดโอน และกรด 1,8-แนพธอลดีไฮดริก 
ซึ่งสกัดออกมาไดในรูปกรด 1,8-แนพธาลิกแอนไฮไดรด (Johannes และคณะ, 1998) ดังแสดงใน
รูปที่ 2.10 คลายกับรายงานการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรีย
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รูปที่ 2.10 วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยราไวทรอท Trametes versicolor (Johannes และ
คณะ, 1998)
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การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยสัตวเลี้ยงลูกดวยนม
วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมพบวา อะซีแนพธิลีนจะถูกออกซิไดซ

เปนอะซีแนพธิลีนอีพอกไซดจากกิจกรรมของเอนไซมไซโตโครม P450 จากนั้นเอนไซมอีพอกไซด
ไฮโดรเลสจะเติมไฮโดรเจนและหมูไฮดรอกซิลลงในโมเลกุลเกิดเปน ซิส- และทรานส-1,2-อะซีแนพ
ธีนไดออล, อะซีแนพธีนควิโนน และกรดแนพธาลิก (Hopskins และคณะ, 1962) ซึ่งมีวิถีการยอย
สลายคลายคลึงกับในแบคทีเรีย

จากรายงานวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรียตางๆ ราไวทรอท และในสัตว
เล้ียงลูกดวยนม พบวาในส่ิงมีชีวิตแตละกลุมจะอาศัยกิจกรรมของเอนไซมที่แตกตางกันไปในการ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีน แตผลิตภัณฑสวนใหญที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายมีความคลายคลึงกัน 
โดยสรุปชนิดของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนไวในตารางที่ 2.1

ตารางที่ 2.1 จุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน

จุลินทรีย เอกสารอางอิง
แบคทีเรีย
Nocardia corallina
Pseudomonas sp.
Beijerinckia sp.
Beijerinckia sp. สายพันธุ 8/36
Pseudomonas sp. สายพันธุ A4
Pseudomonas cepacia สายพันธุ F297
Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ
PAO1 ที่มีพลาสมิด pRE695

ราไวทรอท
Trametes versicolor

Jamison และคณะ, 1971
Chapman, 1979
Shocken และ Gibson, 1984
Shocken และ Gibson, 1984
Komatsu และคณะ, 1993
Grifoll และคณะ, 1995
Selifenov และคณะ, 1996

Johannes และคณะ, 1998
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Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1

Rhizobium sp. CU-A1 (ศรัลยา แพงไตร, 2543) ที่คัดแยกไดจากแหลงดินที่มีการปน
เปอนของน้ํามันเครื่อง บริเวณโรงซอมยานยนตจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กรุงเทพมหานคร เปน
แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนเพื่อใชเปนแหลงพลังงานและคารบอนในการเจริญ 
นอกจากความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนแลว Rhizobium sp. CU-A1 ยังสามารถ
ยอยสลายแนพธาลีน และกรดโปรโตคาทีคูอิกเปนแแหลงคารบอนในการเจริญไดดวย รวมทั้ง
สามารถยอยสลายอะซีแนพธีน ฟลูออรีน และฟแนนทรีนในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอะซีแนพธิลีนได

เปนที่นาสนใจวา ในปจจุบันยังไมเคยมีรายงานวาแบคทีเรียในสกุล Rhizobium มีความ
สามารถในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนรวมทั้งสาร PAHs ชนิดอื่นๆ ได รวมทั้งการศึกษาวิถีการ
ยอยสายอะซีแนพธิลีนโดยจุลินทรียชนิดตางๆ ก็ยังมีการศึกษานอยมากมีเพียงรายงานของ 
Komatsu และคณะ (1993) ที่พบกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกเปนสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจาก
การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Pseudomonas sp. สายพันธุ A4 เชนเดียวกับรายงานของ 
Selifenov และคณะ (1996) ที่ไดเสนอวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Pseudomonas 
aeruginosa สายพันธุ PAO1 และพบสารมัธยันตสุดทายจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนเปนกรด
แนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกเชนเดียวกัน เปนที่นาสังเกตวาจากสารมัธยันตดังกลาวยังไมมีการ
นําคารบอนตําแหนงใดในโมเลกุลของอะซีแนพธิลีนไปใชในการเจริญเลย รวมทั้งยังไมมีรายงาน
การยอยสลายกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกโดยแบคทีเรียอีกดวย เนื่องจาก Rhizobium sp. 
CU-A1 สามารถใชอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนในการเจริญไดจึงนาสนใจที่จะทําการศึกษาวิถี
การยอยสลายอะซีแนพธิลีนของ Rhizobium sp. CU-A1 วามีวิถีการยอยสลายเหมือนหรือตางกัน
กับใน Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 และ Pseudomonas sp. สายพันธุ A4

การศึกษาวิถีการยอยสลายสาร PAHs โดยการกอการกลายพันธุโดยทรานสโป
ซอน Tn5

ทรานสโปซอน คือ ดีเอ็นเอชนิดหนึ่งซึ่งสามารถเคลื่อนที่จากตําแหนงหนึ่งไปแทรกสอดลง
บนดีเอ็นเออีกตําแหนงหนึ่งแบบไมจําเพาะ โดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซมทรานสโปเซส ซึ่งการกอ
การกลายพันธุโดยทรานสโปซอนอาศัยหลักการคือ เมื่อทรานสโปซอนเคลื่อนที่เขาแทรกสอดใน
ตําแหนงของยีนใดแบบสุม จะทําใหยีนนั้นสูญเสียหนาที่ไป (insertion inactivation)  ทําใหเกิด
สายพันธุกลายที่มีลักษณะแตกตางไปจากสายพันธุเดิม (Harwood, 1993)
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ในปจจุบันไดมีการศึกษาวิถีการยอยสลาย PAHs โดยการกอการกลายพันธุโดยทรานสโป
ซอน Tn5 กันอยางกวางขวาง อาทิ Yen และ Gunsalus (1982) ไดทําการกลายพันธุ 
Pseudomonas putida สายพันธุ G7 โดยทรานสโปซอน Tn5 เพื่อศึกษาวิถีการยอยสลายแนพธา
ลีนพบวาเมื่อยีนในวิถีการยอยสลายแนพธาลีนเปนกรดซาลิไซลิก (upper pathway) ถูกแแทรก
สอดดวยทรานสโปซอน Tn5 จะทําใหแบคทีเรียไมสามารถเจริญไดในแนพธาลีนและสะสมสารมัธ
ยันตชนิดตางๆ แตเจริญไดในกรดซาลิไซลิก ในขณะที่ถายีนในวถิีการยอยสลายกรดซาลิไซลิกเปน
ไพรูเวทและอะซีทิลโคเอ (lower pathway) ถูกแทรกสอดดวยทรานสโปซอน Tn5 จะทําให
แบคทีเรียไมสามารถเจริญไดในทั้งแนพธาลีนและกรดซาลิไซลิก

Toshiaki และคณะ (1995) พบวาสายพันธุกลาย Pseudomonas sp. สายพันธุ TE1  ที่
กลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 ไมสามารถยอยสลายคารบาโซล (carbazole) ไดเมื่อเปรียบ
เทียบกับ Pseudomonas sp. สายพันธุ CA10 สายพันธุเดิมและพบการสะสมของสารมัธยันต คา
ทีคอล (catechol) และ ซิส,ซิส-มิวโคเนท (cis,cis-muconate) ดังแสดงในรูปที่ 2.11

รูปที่ 2.11 วิถีการยอยสลายคารบาโซลโดย Pseudomonas sp. สายพันธุ CA10 (Toshiaki และ
คณะ, 1995)
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นอกจากนี้ Foght และ Westlake (1996) ไดศึกษาวิถีการยอยสลายฟแนนทรีนและแนพ
ธาลีนของ Pseudomonas fluorescens สายพันธุ LP6a โดยการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน 
Tn5 แลวคัดเลือกสายพันธุกลายที่ไดมาวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายฟแนนทรีน
และแนพธาลีน พบวาสายพันธุกลายที่คัดเลือกจะสะสม 1,2-ไดไฮดรอกซี-1,2-ไดไฮโดรแนพธาลีน
จากการยอยสลายแนพธาลีน และจะสะสมฟแนนทรีน ไดไฮโดรไดออล และ ฟแนนทรอลจากการ
ยอยสลายฟแนนทรีน นอกจากนี้ยังสะสมสารมัธยันตประเภทไดไฮโดรไดออลจากการยอยสลาย
แอนทราซีน, อะซีแนพธีน, ไบฟนิล, เบนโซไธโอฟนและ ไดเบนโซไธโอฟน

การกอการกลายพันธุ Rhizobium โดยทรานสโปซอน Tn5 เพื่อนํามาใชประโยชนในการ
ศึกษาถึงยีนที่เกียวของในวิถีเมตาบอลิสมตางๆ ไดมีรายงานไว เชนการศึกษาเกี่ยวกับยีนที่ใชใน
กระบวนการตรึงไนโตรเจนของ Rhizobium meliloti (Watson และ Rastogi, 1993) และการ
ศึกษาถึงยีนที่เกียวของในกระบวนการสังเคราะหลิโพโพลิแซคคาไรดของ Rhizobium etli สาย
พันธ KIM5s (Botero และคณะ, 2000)

สายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่กลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5

ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน (2544) ไดทําการกลายพันธุ Rhizobium sp. CU-A1 ดวยท
รานสโปซอน Tn5 โดยใช E. coli สายพันธุ S17-1 ที่มีพลาสมิด pSUP2021 ในการคอนจูเกชันกับ 
Rhizobium sp. CU-A1  และจากการสุมเลือกทรานสคอนจูแกนท (transconjugants) มาทดลอง
ติดตามการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ดวยวิธีเซาเธอรนไฮบริไดเซชัน(southern 
hybridization) กับชิ้นสวนของทรานสโปซอน Tn5 พบวาทรานสโปซอน Tn5 มีการแทรกสอดบนดี
เอ็นเอของ Rhizobium sp. CU-A1 แบบสุมทําใหเกิดสายพันธุกลายที่หลากหลาย เชนเดียวกับ
การกลายพันธุ Rhizobium meliloti ดวยทรานสโปซอน Tn5 (Simon และคณะ, 1983) จากการ
ศึกษาความสามารถของสายพันธุกลายในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน, อะซีแนพธนีควิโนน และ 
กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกซึ่งมีรายงานวาเปนสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายอะซี
แนพธิลีนโดยแบคทีเรีย พบวามีความหลากหลายของสายพันธุกลาย โดยสามารถแบงสายพันธุ
กลายออกไดเปน 4 กลุมใหญ คือ

- สายพันธุกลายกลุมที่ 1 ซึ่งมีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน แต
สามารถเจริญไดในอะซีแนพธีนควิโนน และ กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก

- สายพันธุกลายกลุมที่ 2 มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน และอะซี
แนพธีนควิโนน แตสามารถเจริญไดในกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก
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- สายพันธุกลายกลุมที่ 3 มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน, อะซี
แนพธีนควิโนน และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก

- สายพันธุกลายกลุมที่ 4 มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน แต
สามารถเจริญไดในอะซีแนพธีนควิโนน และ กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก
เชนเดียวกับสายพันธุกลายกลุมที่ 1 และไมสามารถเจริญไดในแนพธาลีนซึ่งแตก
ตางจากสายพันธุกลายกลุมที่ 1

สายพันธุกลายเหลานี้จึงมีประโยชนมากตอการศึกษา การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธ
ยันตที่ถูกสะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน เพื่อนําไปสูการทํานายวิถีเมตาบอลิสมของอะซี
แนพธิลีนโดยจุลินทรียนี้
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บทที่ 3

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินงานวิจัย

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

Supply, USA.
5. เครื่องเขยา (gyrotory shaker) รุน G10 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA.
6. เครื่องเขยาชนิดควบคุมอุณหภูมิ (controlled environment incubators shaker) รุน G-27 

ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA.
7. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 21 ของบริษัท Bausch & 

Lomb, USA.
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 D-7200 ของบริษัท GS, Germany
13. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน KM-15200 ของบริษัท Kubota, 

Japan.
14. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งพื้น (centrifuge) รุน  ของบริษัท Kubota, Japan.
15. ตูอบแหง (Contherm digital series oven) ของบริษัท Contherm Scientific, New Zealand.
16. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด 20, 100, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท 

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

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

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

Roshi Kaisha, Japan.
24. ขุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตต ขนาด 0.45 ไมโครเมตร รุน DISMIC-25CS ของ

บริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan.
25. แผนกรองชนิด FH ขนาด 0.5 ไมโครเมตร ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan.
26. Disposable micropipette . ของบริษัท E. Merck, Germany.
27. แผนอลูมิเนียมทีแอลซี (TLC aluminium sheet) เคลือบดวย silica gel 60 F254 ขนาด 20 ×

20 ซม. ของบริษัท E. Merck, Germany.
28. แผนอลูมิเนียมพีแอลซี (PLC aluminium sheet) เคลือบดวย silica gel 60 F254 หนา 1 มม.

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

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

Ultrasonics, England.
31. ชุดเครื่องมือไฮเพอรฟอมานซลิควิดโครมาโตกราฟ (high performance liquid 

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

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

Senshu Scientific, Japan
- เครื่องตรวจสอบ (UV-visible detector) รุน SPD-2A ของบริษัท Shimadzu, Japan.
- เครื่องบันทึก (recorder) Chromatopac รุน C-R1A ของบริษัท Shimadzu, Japan.
- กระบอกฉีดยาขนาดเล็ก (microsyringe) รุน MS-R50 ของบริษัท Exmire, USA.
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32. ชุดเครื่องมือแมสสเปกโตรเมตรี (mass spectrometry, MS) รุน Trio 2000 ของบริษัท Fisons 
Instruments จํากัด, England.

33. ชุดเครื่องมือนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ (nuclear magnetic resonance, NMR) ของ
บริษัท Bruker Spectrospin จํากัด, Switzerland.

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. กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy.
9. ไดเมทธลิซัลฟอกไซด (CH3SOCH3) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy.
10. สารปฏิชีวนะกานามัยซิน (Kanamycin) ของบริษัท Nacalia tesque, Japan.
11. แบคโตอการ (bacto agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
12. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia.
13. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคคะไฮเดรต (Na2HPO4•12H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, 

Italy.
14. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia.
15. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4•7H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy.
16. เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O) ของบริษัท May & Baker, England.
17. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia.
18. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
19. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
20. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E. Merck, Germany.
21. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E. Merck, Germany.
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22. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia.
23. เมทธานอล (CH3OH) ของบริษัท E. Merck, Germany.
24. เอทธิลอะซีเทต (CH3COOC2H5) ของบริษัท E. Merck, Germany.
25. โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส (anhydrous Na2SO4) ของบริษัท E. Merck, Germany.
26. นอรมัลเฮกเซน (C6H14) ของบริษัท J.T. Baker, USA.
27. โทลูอีน (C6H5CH3) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy.
28. 1,4-ไดออกเซน (OCH2CH2OCH2CH2) Carlo ERBA, France.
29. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท BDH Chemicals, Australia.
30. ซิลิกาเจล 60 (silica gel 60) ขนาด 0.063-0.2 มม. ของบริษัท E. Merck, Germany.
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วิธีดําเนินงานวิจัย

3.1 แบคทีเรียและการเก็บรักษาแบคทีเรีย

3.1.1 แบคทีเรีย Rhizobium sp. CU-A1 และสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-
A1 ที่เกิดจากการแทรกสอดของทรานสโปซอน Tn5 ที่ใชในงานวิจัยนี้ดังรายชื่อและความสามารถ
ในการเจริญในแหลงคารบอนชนิดตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 3.1

3.1.2 การเก็บรักษาแบคทีเรีย
ถายเชื้อ Rhizobium sp. CU-A1 จากอาหารแข็ง LB ลงในอาหารแข็ง CFMM ที่มี

ผลึกของอะซีแนพธิลีนบนฝาของจานอาหารเลี้ยงเชื้อเปนแหลงคารบอน บมที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปน
เวลา 3 วัน จากนั้นเขี่ยโคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเหลว CFMM ท่ีมีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 
มก.ตอลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วัน จากนั้นนํามา
ผสมกับกลีเซอรอลในอัตราสวนน้ําเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอลเทากับ 3:7 แลวบรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อ
แชแข็ง เก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ  หรือ –70 °ซ

ในสวนของสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 สายพันธุตางๆ ทําโดย
ถายเชื้อลงบนอาหารแข็ง CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกความเขมขน 1 กรัมตอลิตรและสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 30 มก.ตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 3 วัน จากนั้นเขี่ย
โคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเหลว CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกความเขมขน 1 กรัมตอลิตรและสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 30 มก.ตอลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 3 วัน จากนั้นนํามาผสมกับกลีเซอรอลและเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ  หรือ –70 °ซ
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ตารางที่ 3.1  สายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 และความสามารถในการเจริญในแหลง
คารบอนชนิดตางๆ (ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน, 2544) ที่ใชในงานวิจัยนี้

การเจริญในแหลงคารบอนชนิดตางๆสายพันธุ
Rhizobium อะซีแนพธิลีน อะซีแนพธีนควิ

โนน
แนพธาลีน-1,8-
ไดคารบอกซิลิก

แนพธาลีน กรดซาลิไซลิก กรดเจนทิสิก

CU-A1 + + + + + +
G12 - + + + + +
G39 - + + + + +
G101 - + + + + +
G531 - + + + + +
G62 - + + - - -
H1 - - + + + +
B1 - - - + + +
B5 - - - + + +
E11 - - - + + +
E32 - + + - - -
D1 - + + - - -
D2 - + + - - +
J1 - + + - - +
A8 - ND ND ND ND ND
A18 - ND ND ND ND ND
A35 - + + - - -
A49 - ND ND ND ND ND
A53 - + + - - -

หมายเหตุ + หมายถึงมีการเจริญ - หมายถึงไมมีการเจริญ    ND ไมไดทําการทดลอง
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3.2 การศึกษาการเจริญและวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
สายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1

3.2.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรีย โดยทําการถายเชื้อจากหลอดแชแข็งที่เก็บไวลงบนจาน
อาหาร CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกความเขมขน 1 กรัมตอลิตร และสารปฏิชีวนะกานามัยซิน
ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 3 วัน จากนั้นเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ
สายพันธุกลายถายลงในอาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกความเขมขน 
1 กรัมตอลิตร และ สารปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่อง
เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 24 ชม. แลวถายเชื้อลงในอาหาร
เหลว CFMM ปริมาตร 100 มล. ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกความเขมขน 1 กรัมตอลิตร และสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตรในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. เลี้ยงเชื้อบน
เครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 24 ชม. จากนั้นแยกเซลลออก
จากอาหารเหลวดวยเครื่องปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ เปนเวลา 
10 นาที นําสวนเซลลแบคทีเรียมาลางในสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด แลวปนเหวี่ยงที่
สภาวะเดิม ทําการทดลองในขั้นตอนนี้ซ้ํา 3 คร้ัง จากนั้นนําสวนเซลลมาแขวนลอยในอาหารเลี้ยง
เชื้อ CFMM วัดความขุน (turbidity) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร แลวทําการถายหัวเชื้อลงใน
อาหารเหลว CFMM ปริมาตร 5 มล. ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มิลลิกรัมตอลิตร และสาร
ปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร ใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตรเทากับ 1.0 เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ 
เก็บตัวอยางทุกวัน เปนเวลา 14 วันเพื่อศึกษาการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรีย และวิเคราะหสารมัธ
ยันตที่สะสม เปรียบเทียบกับสายพันธุเดิม

3.2.2 วัดการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธี viable plate count โดยนําอาหารเหลวมาเจือ
จางดวยสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด ใหมีความเขมขนที่เหมาะสม นํามาเกลี่ยบนอาหาร
แข็ง CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิก 1 กรัมตอลิตรและสารปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 30
มิลลิกรัมตอลิตรบมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 3 วัน นับจํานวนโคโลนทีี่เกิดขึ้น

3.2.3 นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอทธิลอะซีเทตเพื่อวัดปริมาณอะซีแนพธิลีนที่
เหลืออยูโดยวิธี HPLC และวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยวิธี 
TLC และ HPLC ทําโดยนําอาหารเหลวที่ทราบปริมาตรแนนอนมาปรับคาความเปนกรด-ดางให
เทากับ 2.0-3.0 โดยการเติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จากนั้นเติมเอทธิลอะซีเทตปริมาตร 1 เทา
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ของน้ําเลี้ยงเชื้อลงในอาหารเหลว ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสมที่ความเร็วสูงเปนเวลา 2 นาที 
ตั้งทิ้งไวใหแยกชั้น จากนั้นแยกสวนเอทธิลอะซีเทตเก็บไว ทําการสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อดวยเอทธิลอะซี
เทตปริมาตร 1 เทาของน้ําเลี้ยงเชื้อซํ้าอีกครั้งหนึ่ง รวมสวนเอทธิลอะซีเทตทั้งหมดเขาดวยกัน กําจัด
น้ําที่ปนออกมาโดยการเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส จากนั้นนําสวนเอทธิลอะซีเทตไประเหยแหง
ดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุนจนไดตะกอนของสารมัธยันต เติมเมทธานอลปริมาตร 
0.5 มล. ลงไปละลายสารมัธยันตในขวดลดปริมาตร กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 
0.2 ไมโครเมตรใสลงในหลอดแกวขนาดเล็ก เก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ จนกวาจะนําไปวิเคราะห
ปริมาณอะซีแนพธิลีนที่เหลืออยูโดยวิธี HPLC และวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอย  
สลายอะซีแนพธิลีนตอไป

3.2.4 การวิเคราะหปริมาณอะซีแนพธิลีนที่เหลือและวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจาก
การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยวิธี HPLC

เตรียมชุดสารมาตรฐานของอะซีแนพธิลีนโดยละลายอะซีแนพธิลีนในอาหารเหลว CFMM
ใหไดความเขมขน 0,100, 200,300, 400,500, 600,700, 800,900, 1000 มก.ตอลิตร จากนั้นทํา
การสกัดดวยเอทธิลอะซีเทตตามขั้นตอนในขอ 3.2.3 นําชุดสารมาตรฐานและชุดทดลองมา
วิเคราะหหาปริมาณอะซีแนพธิลีนโดยวิธี HPLC ซึ่งมีสวนประกอบตางๆ ดังนี้

เครื่องลิควิดโครมาโตกราฟรุน LC-3A ใชคอลัมน Senshu Pak Pegasil ODS ขนาด 4.6 
× 150 มม. ตั้งอุณหภูมิของคอลัมนที่ 40 °ซ ตรวจสอบการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 275 นา
โนเมตร โดยใชสารละลายตัวพาเปนสารละลายเมทธานอล 80% ในน้ํา (ภาคผนวก ก.) และใช
อัตราการไหลเทากับ 1 มล.ตอนาที ฉีดสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาตร 20 
ไมโครลิตรดวยกระบอกฉีดยาขนาดเล็กรุน MS-100 นําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหตัวอยาง
ไปคํานวณหาปริมาณอะซีแนพธิลีนโดยใชกราฟมาตรฐานที่ไดจากชุดสารมาตรฐาน กราฟมาตร
ฐานแสดงในภาคผนวก ค. รูปที่ ค. 1

3.2.5 การวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยวิธี TLC
นําสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหที่ผานการสกัดดวยเอทธิลอะซีเทตดังวิธีในขอ 

3.2.3 ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตรมาจุดลงบนแผน TLC ขนาดกวาง 8 × 8 ซม. โดยใชระบบตัวทํา
ละลาย (solvent system) เปนโทลูอีน : 1,4-ไดออกเซน : กรดอะซีติกเขมขน ในอัตราสวน 90:25:4 
(ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร) ตรวจหาสารมัธยันตภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวง
ความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร
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3.3 การแยกสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยสายพันธุกลายตางๆ ของ 
Rhizobium sp. CU-A1 ใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC และ ซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟ

3.3.1  เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.1 แลวถายหัวเชื้อลงใน
อาหารเหลว CFMM ปริมาตร 1000 มล. ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มิลลิกรัมตอลิตร และ
สารปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร ใหมีคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0 เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 30 °ซ เมื่อครบตามกําหนดเวลาที่เหมาะสม นําอาหารเลี้ยงเชื้อมาทําการสกัดดวยเอทธิล
อะซีเทตเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ 3.2.3  จากนั้นนําสวนที่สกัดไดมาทําใหบริสุทธิ์ตอไป

3.3.2 การแยกสารมัธยันตใหบริสุทธิ์ดวยวิธี preparative TLC โดยนําสารละลายตัวอยาง
ในเมทธานอลที่ตองการทําใหบริสุทธิ์มาจุดใหเปนแนวลงบนแผน PLC ที่เคลือบดวยซิลิกาเจล 60 
หนา 1 มม. โดยใชระบบตัวทําละลายเปน เฮกเซน : เอทธิลอะซีเทต : กรดอะซีติกเขมขน ในอัตรา
สวน 10:10:1 (ปริมาตรตอปริมาตรปริมาตร) ตรวจหาสารมัธยันตภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวง
ความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตร จากนั้นขูดแถบของซิลิกาเจลที่มีตัวอยางที่ตองการออกมา 
สกัดดวยเอทธิลอะซีเทตที่อ่ิมตัวดวยน้ําปริมาตร 250 มล. แยกสวนเอทธิลอะซีเทตเก็บไว ทําการ
สกดัผงซิลิกาเจลดวยเอทธิลอะซีเทตปริมาตร 250 มล. อีกครั้งหนึ่ง รวมสวนเอทธิลอะซีเทตทั้งหมด
เขาดวยกัน กําจัดน้ําที่ปนออกมาโดยการผานคอลัมนที่บรรจุดวยโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส นํา
สวนเอทธิลอะซีเทตไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุนจนไดตะกอนของสาร
มัธยันต เติมเมทธานอลปริมาตร 5 มล. ลงไปละลายสารมัธยันตในขวดลดปริมาตร กรองผานชุด
กรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตรใสลงในหลอดแกวขนาดเล็ก เก็บที่อุณหภูมิ –20 
°ซ นําไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารมัธยันตดวยวิธี TLC ดังวิธีการในขอ 3.2.5 และวิธี HPLC
ดังวิธีการในขอ 3.2.4

3.3.3 การแยกสารมัธยันตใหบริสุทธิ์ดวยวิธีซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟ
เตรียมคอลัมน โดยแขวนลอยซิลิกาเจล 60 ขนาด 0.063-0.2 มม. ปริมาณ 10 กรัม ลงใน

เฮกเซน แลวนํามาบรรจุลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 ซม. ยาว 30 ซม. หลังจากบรรจุ
เสร็จทําการลางคอลัมนดวยเฮกเซนปริมาตร 100 มล.

เตรียมตัวอยาง โดยนําสวนสกัดที่ตองการทําใหบริสุทธิ์มาผสมกับซิลิกาเจลปริมาณ 3 
กรัม จากนั้นนําไประเหยแหงโดยเครื่องระเหยแหงสูญญากาศแบบหมุน เติมเฮกเซนปริมาตรเล็ก
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นอยลงไปละลาย แลวนํามาบรรจุลงในคอลัมนที่เตรียมไว ชะคอลัมนดวยตัวทําละลายปริมาตร 
100 มล. ตามลําดับดังนี้

100% เฮกเซน
90% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
80% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
70% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
60% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
50% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
40% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
30% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
20% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
10% เฮกเซนในเอทธิลอะซีเทต
0% เอทธิลอะซีเทต

เก็บแตละลําดับสวนที่ชะไดลงในขวดรูปชมพู นําไประเหยแหงโดยเครื่องระเหยแหงสูญ
ญากาศแบบหมุน  แลวละลายสารมัธยันตที่ไดดวยเมทธานอลในขวดลดปริมาตร กรองผานชุด
กรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาด 0.2 ไมโครเมตรใสลงในหลอดแกวขนาดเล็ก เก็บที่อุณหภูมิ –20 
°ซ นําสารมัธยันตในแตละลําดับสวนไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธี TLC ดังวิธีการในขอ 3.2.5 
และวิธี HPLC ดังวิธีการในขอ 3.2.4

3.4 การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยแมสสเปกโตรเมทรี (MS) 
และ นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ (NMR)

3.4.1 นําสารมัธยันตที่เตรียมไดมาทําใหบริสุทธิ์ตอไปพรอมทั้งพิสูจนเอกลักษณโดย MS
ดวยเทคนิค Electron Impact (EI) ที่ 70 eV เปรียบเทียบมวลโมเลกุลและรูปแบบการแตกตัวของ
สารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อสายพันธุกลายเทียบกับสารมัธยันต
มาตรฐานตางๆ

3.4.2 นําสารมัธยันตที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวมาทําการพิสูจนเอกลักษณโดย NMR ใช 
CDCl3 เปนตัวทําละลาย วิเคราะห 1H-NMR ที่ 200 MHz และ 13C-NMR ที่ 50 MHz โดยใช
สัญญาณจากตัวทําละลายเปนพีกอางอิง และรายงานผลเปนคาเคมิคัล ชิฟตในหนวย พีพีเอ็ม 
(ppm)
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การวิเคราะหในสวนนี้ทําโดยภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ภายใตความอนุเคราะหของ รศ.ดร.อมร เพชรสม

3.5 ความสามารถในการเจริญของสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 ในอาหารที่มีสาร
มัธยันตจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวเปนแหลงคารบอน

3.5.1 เตรียมหัวเชื้อของแบคทีเรียเชนเดียวกับข้ันตอนในขอ  3.2.1 แลวถายหัวเชื้อลงใน
อาหารเหลว CFMM ปริมาตร 2.5 มล. ที่มีสารมัธยันตจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนที่ผานการ
ทําใหบริสุทธิ์แลวความเขมขน 300 มก.ตอลิตรและสารปฏิชีวนะกานามัยซินความเขมขน 30
มิลลิกรัมตอลิตร ใหมีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 1.0 เลี้ยงเชื้อบน
เครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 °ซ เก็บตัวอยางทุก 2 วัน เปนเวลา 8 วัน

3.5.2 นําตัวอยางจากขอ 3.5.1 มาวัดการเจริญของแบคทีเรียดวยวิธี viable plate count 
เชนเดียวกับวิธีในขอ 3.2.2

3.5.3 นําตัวอยางจากขอ 3.5.1 มาสกัดดวยเอทธิลอะซีเทตเชนเดียวกับวิธีในขอ 3.2.3 
แลววัดปริมาณแหลงคารบอนที่เหลืออยูโดยวิธี HPLC หาเปอรเซนตของแหลงคารบอนที่ลดลง
เปรียบเทียบกับในวันเริ่มตน และวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายแหลงคารบอน
นั้นโดยวิธี TLC และ HPLC
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บทที่ 4

ผลการทดลอง

4.1 ศึกษาการเจริญและวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
สายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1

จากผลงานวิจัยของธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน (2544) ที่ไดทําการกลายพันธุ Rhizobium 
sp. CU-A1 ดวยทรานสโปซอน Tn5 ทําใหไดสายพันธุกลายชนิดตางๆ ที่มีความบกพรองในการ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีน งานวิจัยนี้จึงไดนําสายพันธุกลายดังกลาวจํานวน 18 สายพันธุคือ A8, 
A18, A35, A49, A53, B1, B5, D1, D2, E11, E32, G12, G39, G62, G101, G531, H1 และ J1
มาเลี้ยงในอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เพื่อศึกษารูปแบบ
การเจริญและความสามารถในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงานในการเจริญเปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 ซึ่งเปนสายพันธุเดิม พบวา 
Rhizobium sp. สายพันธุกลายแตละสายพันธุมีรูปแบบในการเจริญและความสามารถในการยอย
สลายอะซีแนพธิลีนแตกตางกันไปเมื่อเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 ที่สามารถยอยสลายอะซี
แนพธิลีนจนไมสามารถวิเคราะหปริมาณอะซีแนพธิลีนที่เหลืออยูไดภายในระยะเวลา 3 วัน ของ
การเลี้ยงเชื้อและพบวามีการเจริญของเชื้อสอดคลองกัน ดังแสดงผลการทดลองในรูปที่ 4.1 ก. ถึง 
4.1 ง.
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รูปที่ 4.1 ก. การเจริญของสายพันธุกลาย Rhizobium sp. A8, A18, A35, A49 และ A53 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ
Rhizobium sp. CU-A1
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รูปที่ 4.1 ข. การเจริญของสายพันธุกลาย Rhizobium sp. B1, B5, D1, D2 และ E11 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. 
CU-A1
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รูปที่ 4.1 ค. การเจริญของสายพันธุกลาย Rhizobium sp. E32, G12, G39, G62 และ G101 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ
Rhizobium sp. CU-A1
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รูปที่ 4.1 ง. การเจริญของสายพันธุกลาย Rhizobium sp. G531, H1 และ J1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1
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งานวิจัยนี้ไดวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อเนื่องจากการยอยสลายอะซี
แนพธิลีนโดยสายพันธุกลายทั้ง 18 สายพันธุเปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. โดยวิธี TLC ตามวิธี
การทดลองในขอ 3.2.5 ไดขอมูลดังแสดงในภาคผนวก ง รูปที่ ง.1 ถึงรูปที่ ง.8 และเมื่อเปรียบเทียบ 
TLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมโดยสายพันธุ CU-A1 กับสายพันธุกลายแตละสาย
พันธุเมื่อเลี้ยงเปนเวลา 14 วัน ดังแสดงในรูปที่ 4.2 ก. และ 4.2 ข. พบวาแตละสายพันธุกลายมีการ
สะสมสารมัธยันตที่คอนขางแตกตางกัน และพบวามีหลายสารมัธยันตที่แตกตางจากชนิดที่สะสม
โดย Rhizobium sp. CU-A1

นอกจากนี้ยังไดวิเคราะหการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยสายพันธุกลายและสายพันธุ CU-
A1 ดวยวิธี HPLC ตามวิธีการทดลองในขอ 3.2.6 ไดโครมาโตแกรมแสดงสารมัธยันตที่สะสมจาก
การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยสายพันธุกลายที่ระยะเวลาตางๆ กัน ดังแสดงในภาคผนวก ง รูปที่ 
ง. 9 ถึงรูปที่ ง. 26 และเม่ือเปรียบเทียบ HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอย
สลายอะซีแนพธิลีนโดยสายพันธุกลายและสายพันธุ CU-A1 ในวันที่ 14 ดังแสดงในรูปที่ 4.3 ก. ถึง
รูปที่ 4.3 ค. พบวาสายพันธุ CU-A1 ยอยอะซีแนพธิลีนแลวปรากฏ peak ของสารมัธยันตหลาย
ชนิด ขณะที่สายพันธุกลายหลายสายพันธุ ไดแกสายพันธุ A35, A53, B1, B5, D1, D2, E11, E32, 
H1, J1 และ G62 สะสมสารมัธยันตที่ปรากฏยอดที่คา retention time ตางจากที่พบในสายพันธุ
เดิม
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รูปที่ 4.2 ก. TLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในวันที่ 0 
และวันที่ 14 โดย Rhizobium sp.  A8, A18, A35, A49, A53, B1, B5, D1 และ D2 ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium 
sp. CU-A1 (AE คืออะซีแนพธิลีน, W/O คืออาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ)

         AE       W/O     CU-A1      A8        A18       A35        A49       A53         B1         B5         D1         D2

0  วัน

14 วัน
         AE       W/O     CU-A1      A8        A18       A35        A49       A53         B1         B5         D1         D2
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รูปที่ 4.2 ข. TLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในวันที่ 0 
และวันที่ 14 โดย Rhizobium sp.  E11, E32, H1, J1, G12, G39, G62, G101 และ G531 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ
Rhizobium sp. CU-A1 (AE คืออะซีแนพธิลีน, W/O คืออาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ)

         AE        W/O      CU-A1       E11      E32        H1         J1       G12       G39       G62      G101      G531

0  วัน

14 วัน
         AE        W/O      CU-A1       E11      E32        H1         J1       G12       G39       G62      G101      G531
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รูปที่ 4.3 ก. HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในวันที่ 
0 และวันที่ 14 โดย Rhizobium sp.  A8, A18, A35, A49 และ A53 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่
มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1  (W/O คือ
อาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ, Rt 7.38 นาทีคืออะซีแนพธิลีน)

0 วัน
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รูปที่ 4.3 ข. HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในวันที่ 
0 และวันที่ 14 โดย Rhizobium sp.  B1, B5, D1, D5, E11, E32 และ G12 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1  
(W/O คืออาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ, Rt 7.38 นาทีคืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ 4.3 ค. HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในวันที่ 
0 และวันที่ 14 โดย Rhizobium sp.  G39, G62, G101, G531, H1 และ J1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1  
(W/O คืออาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ, Rt 7.38 นาทีคืออะซีแนพธิลีน)
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จากรูปแบบการเจริญและความสามารถในการออกซิไดซอะซีแนพธิลีนไปเปนสารมัธยันต
ชนิดตางๆ เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CFMM ของสายพันธุกลายทั้ง 18 สายพันธุ สามารถ
จําแนกสายพันธุกลายทั้งหมดออกไดเปน 6 กลุม ดังแสดงในตารางที่ 4.1 ตามรูปแบบของการ
เจริญและผลการวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมโดยวิธี TLC ดังแสดงในรูปที่ 4.4 และวิธี HPLC

รูปที่ 4.4 การจัดกลุมสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. 18 สายพันธุ ตามรูปแบบ TLC โครมาโต
แกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในวันที่ 14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1

         CU-A1                        G12      G39     G101      G531       A8        A18        A49                       H1        B1

            B5         E11                         J1                         G62        E32       A35      A53                          D1       D2

     สายพันธุเดิม                                                          กลุมที่ 1                                                                 กลุมที่ 2

        กลุมที่ 3                           กลุมที่ 4                                       กลุมที่ 5                                          กลุมที่ 6
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ตารางที่ 4.1 การจัดกลุมสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. ตามรูปแบบการเจริญและการสะสม
สารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน

กลุมที่ สายพันธุกลายของ Rhizobium sp.
ความสามารถในการเจริญใน
อาหารที่มีอะซีแนพธิลีนเปน

แหลงคารบอน
1 G12, G39, G101, G531, A8, A18, A49 เจริญไมได
2 H1, B1 เจริญไมได
3 B5, E11 เจริญไมได
4 J1 เจริญไมได
5 G62,E32, A35, A53 เจริญได
6 D1, D2 เจริญได
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4.2 การแยกสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยสายพันธุกลายของ 
Rhizobium sp. CU-A1 ใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC และ ซิลิกาเจลคอลัมนโครมา
โตกราฟ

การทดลองในขั้นตอนนี้จะทําการแยกและทําสารมัธยันตที่สะสมโดยสายพันธุกลายให
บริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC ดังวิธีการทดลองในขอ 3.3.2 และ ซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกรา
ฟดังวิธีการทดลองในขอ 3.3.3 เพื่อพิสูจนเอกลักษณและชนิดของสารดวยวิธีทางเคมี จากการ
จําแนกสายพันธุกลายได 6 กลุมตามตารางที่ 4.1 ไดเลือกตัวแทนกลุม ไดแก A53, B1 และ B5 ซึ่ง
อยูในกลุมที่ 5, 2 และ 3 ตามลําดับ ซึ่งสายพันธุกลายทั้ง 3 สายพันธุนี้สะสมสารมัธยันตที่แตกตาง
จาก CU-A1 ไดในปริมาณคอนขางสูงมาศึกษาตอไป

4.2.1 Rhizobium sp. A53

เมื่อเลี้ยง Rhizobium sp. สายพันธุ A53 ในอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนความ
เขมขน 600 มก.ตอลิตรเปนเวลา 5 วนั แลววิเคราะหสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อโดยวิธี TLC พบสาร
มัธยันตชนิดหนึ่งมีคา Rf เทากับ 0.22 ดังแสดงในรูปที่ 4.5 ก). ซึ่งไมพบวามีการสะสมเมื่อเปรียบ
เทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 โดยสารมัธยันตนี้เรืองแสงสีฟาภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวง
ความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตรและมีความเขมของการเรืองแสงมากกวาสารมัธยันตชนิดอื่นๆ 
แสดงวาสายพันธุ A53 สะสมสารมัธยันตนี้ในปริมาณสูงจึงไดนําสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อไปทํา
การแยกสารมัธยันตชนิดนี้ใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC โดยใหชื่อสวนที่แยกไดวาสารมัธ
ยันต I เมื่อนําไปวิเคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี TLC และวิธี HPLC ดังแสดงผลในรูปที่ 4.5 ก). 
และ รูปที่ 4.5 ข). ตามลําดับ พบวาสารมัธยันตที่แยกไดยังไมบริสุทธิ์จึงไดนําไปทําใหบริสุทธิ์ตอไป
โดยวิธีซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟ โดยชะคอลัมนเปนลําดับสวนดวย 0 ถึง 100% เอทธิลอะซี
เทตในเฮกเซน เพิ่มความเขมขนของเอทธิลอะซีเทตลําดับสวนละ 10% จากนั้นวิเคราะหแตละ
ลําดับสวนดวยวิธี TLC และ HPLC ดังแสดงผลในรูปที่ 4.6 และ 4.7 ตามลําดับพบวาลําดับสวนที่
ชะดวย 80 – 100% เอทธิลอะซีเทต แสดงเพียงจุดเดียวที่ Rf 0.22 เมื่อวิเคราะหดวย TLC แตผล
การวิเคราะหดวย HPLC พบวาลําดับสวนที่ชะดวย 80% เอทธิลอะซีเทตมีความบริสุทธิ์สูงสุดและ
มีปริมาณมากที่สุดโดยมียอดเดียวที่ Rt 3.23 นาที ดังนั้นจึงเลือกลําดับสวนที่ชะดวย 80% เอทธิล
อะซีเตตมาใชพิสูจนเอกลักษณของสารตอไป และใหชื่อสวนนี้วา สารมัธยันต A53(1)
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               ก.        ข.

รูปที่ 4.5 ก.) TLC โครมาโตแกรม ข.) HPLC โครมาโตแกรมแสดงความบริสุทธิ์ของสารมัธยันต I
จากสายพันธุ A53 ที่แยกไดโดยวิธี preparative TLC (A) เปรียบเทียบกับสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ 
(B) (Rt 7.38 นาทีคืออะซีแนพธิลีน)

รูปที่ 4.6 TLC โครมาโตแกรมของแตละลําดับสวนหลังจากนําสารมัธยันต I จากสายพันธุ A53 มา
ทําใหบริสุทธิ์ดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟชะดวย 0 – 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮกเซน
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รูปที่ 4.7 HPLC โครมาโตแกรมของแตละลําดับสวนหลังจากนําสารมัธยันต I จากสายพันธุ A53 
มาทําใหบริสุทธิ์ดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟชะดวย 0 – 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮกเซน 
(Rt 7.38 นาทีคืออะซีแนพธิลีน)

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

control

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15



48

4.2.2 Rhizobium sp. B1

เมื่อเลี้ยง Rhizobium sp. สายพันธุ B1 ในอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนความ
เขมขน 600 มก.ตอลิตรเปนเวลา 5 วัน แลววิเคราะหสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อโดยวิธี TLC พบสาร
มัธยันตชนิดหนึ่งมีคา Rf เทากับ 0.58 สะสมอยูในปริมาณสูง ดังแสดงในรูปที่ 4.8 ก). โดยสารมัธ
ยันตนี้เรืองแสงสีมวงภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตรและมี
ความเขมของการเรืองแสงมากกวาสารมัธยันตชนิดอื่นๆ ในสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อนี้ แสดงวา
Rhizobium sp. สายพันธุ B1 สะสมสารมัธยันตนี้ในปริมาณสูงจึงนําสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อมา
แยกสารมัธยันตชนิดนี้ซึ่งใหชื่อวา สารมัธยันต II ใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC แลวนําไป
วิเคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี TLC และวิธี HPLC ดังแสดงผลในรูปที่ 4.8 ก). และรูปที่ 4.8 ข). 
ตามลําดับ พบวาสารมัธยันตที่ไดยังไมบริสุทธิ์จึงไดนําสารมัธยันตนี้ไปทําใหบริสุทธิ์ตอไปโดยวิธีซิ
ลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟ ซึ่งชะเปนลําดับสวนดวย 0 ถึง 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮกเซน 
โดยการเพิ่มความเขมขนของเอทธิลอะซีเทตขึ้นลาํดับสวนละ 10% จากนั้นวิเคราะหแตละลําดับ
สวนดวยวิธี TLC และ HPLC ดังแสดงผลในรูปที่ 4.9 และรูปที่ 4.10 ตามลําดับ

แมวาผลการวิเคราะหโดย TLC จะปรากฏวาลําดับสวนที่ชะดวย 40 – 100% เอทธิลอะซี
เทตใหเพียงจุดเดียวที่ Rf เทากับ 0.58 แตผลการวิเคราะหโดย HPLC พบวาลําดับสวนที่ชะดวย 
60% เอทธิลอะซีเทตมีความบริสุทธุสูงสุดโดยปรากฎยอดเดียวที่ Rt เทากับ 2.61 นาที ดังนั้นจึง
เลือกลําดับสวนนี้มาใชพิสูจนเอกลักษณของสารตอไป โดยใหชื่อสวนนี้วา สารมัธยันต B1(1)
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               ก.        ข.

รูปที่ 4.8 ก.) TLC โครมาโตแกรม ข.) HPLC โครมาโตแกรมแสดงความบริสุทธิ์ของสารมัธยันต II
จากสายพันธุ B1 ที่แยกไดโดยวิธี preparative TLC (A) เปรียบเทียบกับสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ 
(B) (Rt 7.38 นาทีคืออะซีแนพธิลีน)

รูปที่ 4.9 TLC โครมาโตแกรมของแตละลําดับสวนหลังจากนําสารมัธยันต II จากสายพันธุ B1 มา
ทําใหบริสุทธิ์ดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟชะดวย 0 – 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮกเซน
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รูปที่ 4.10 HPLC โครมาโตแกรมของแตละลําดับสวนหลังจากนําสารมัธยันต II จากสายพันธุ B1 
มาทําใหบริสุทธิ์ดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟชะดวย 0 – 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮกเซน
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4.2.3 Rhizobium sp. B5

เมื่อเลี้ยง Rhizobium sp. สายพันธุ B5 ในอาหารเหลว CFMM ที่มีอะซีแนพธิลีนความ
เขมขน 600 มก.ตอลิตร เปนเวลา 7 วัน แลววิเคราะหสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อโดยวิธี TLC พบสาร
มัธยันตชนิดหนึ่งมีคา Rf เทากับ 0.58 สะสมอยูในปริมาณสูง ดังแสดงในรูปที่ 4.11 ก). โดยสารมัธ
ยันตนี้เรืองแสงสีมวงภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215-250 นาโนเมตรและมี
ความเขมของการเรืองแสงมากกวาสารมัธยันตชนิดอื่นๆ ในสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อนี้ แสดงวา
Rhizobium sp. สายพันธุ B5 สะสมสารมัธยันตนี้ในปริมาณสูงจึงไดนําสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ
มาแยกสารมัธยันตชนิดนี้ซึ่งใหชื่อวา สารมัธยันต III ใหบริสุทธิ์โดยวิธี preparative TLC แลวนํา
ไปวิเคราะหความบริสุทธิ์ดวยวิธี TLC และวิธี HPLC ดังแสดงผลในรูปที่ 4.11 ก). และรูปที่ 4.11 
ข). ตามลําดับ พบวาสารมัธยันตที่ไดยังไมบริสุทธิ์จึงไดนําสารมัธยันตนี้ไปทําใหบริสุทธิ์ตอไปโดย
วิธีซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟ ซึ่งชะเปนลําดับสวนดวย 0 ถึง 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮก
เซน โดยการเพิ่มความเขมขนของเอทธลิอะซีเทตขึ้นลําดับสวนละ 10% จากนั้นวิเคราะหแตละ
ลําดับสวนดวยวิธี TLC และ HPLC ดังแสดงผลในรูปที่ 4.12 และรูปที่ 4.13 ตามลําดับ

แมผลการวิเคราะหแตละลําดับสวนดวยวิธี TLC พบวาตั้งแตลําดับสวนที่ชะดวย 30 – 
100% เอทธิลอะซีเทตจะปรากฏเพียงจุดเดียวที่ Rf 0.58 แตผลการวิเคราะหโดย HPLC พบวา
ลําดับสวนที่ชะดวย 80% เอทธิลอะซีเทตมีความบริสุทธิ์สูงสุดโดยปรากฏยอดเดียวที่ Rt เทากับ
2.61 นาที ดังนั้นจึงเลือกลําดับสวนนี้มาพิสูจนเอกลักษณของสารตอไป โดยใหชื่อสวนนี้วา สารมัธ
ยันต B5(1)
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               ก.        ข.

รูปที่ 4.11 ก.) TLC โครมาโตแกรม ข.) HPLC โครมาโตแกรมแสดงความบริสุทธิ์ของสารมัธยันต 
III จากสายพันธุ B5 ที่แยกไดโดยวิธี preparative TLC (A) เปรียบเทียบกับสารสกัดจากน้ําเลี้ยง
เชื้อ (B) (Rt 7.38 นาทีคืออะซีแนพธิลีน)

รูปที่ 4.12 TLC โครมาโตแกรมของแตละลําดับสวนหลังจากนําสารมัธยันต III จากสายพันธุ B5 
มาทําใหบริสุทธิ์ดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟชะดวย 0 – 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮกเซน
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รูปที่ 4.13 HPLC โครมาโตแกรมของแตละลําดับสวนหลังจากนําสารมัธยันต III จากสายพันธุ 
B5  มาทําใหบริสุทธิ์ดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟชะดวย 0 – 100% เอทธิลอะซีเทตในเฮก
เซน
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4.3 การตรวจสอบชนิดของสารเบื้องตนโดยวิธี TLC

TLC เปนวิธีตรวจสอบชนิดของสารเบื้องตนวิธีหนึ่งโดยดูจากคา Rf ซึ่งเปนคาเฉพาะของ
สารแตละชนิดเปรียบเทียบกับคา Rf ของสารมาตรฐาน งานวิจัยนี้จึงไดทําการเปรียบเทียบคา Rf

บน TLC ของสารมัธยันต A53(1), สารมัธยันต B1(1) และสารมัธยันต B5(1) กับสารอะโรมาติกที่
มีรายงานวาเปนสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ชนิดอื่นๆ ที่มีในหองปฏิบัติการ คือ อะซีแนพธีนควิโนน, กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก, กรด
ซาลิไซลิก, กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก, กรดโปรโตคาทีคูอิก ดังแสดงผลการทดลองในรูปที่ 
4.14 และตารางที่ 4.2 พบวาสารมัธยันต A53(1) ซึ่งเรืองแสงสีฟาภายใตแสงอัลตราไวโอเลตและมี
คา Rf เทากับ 0.22 เชนเดียวกับกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ในขณะที่สารมัธยันต B1(1) และ
สารมัธยันต B5(1) เรืองแสงสีมวงภายใตแสงอัตราไวโอเลต และมีคา Rf เทากับ 0.58 ซึ่งใกลเคียง
กับสารมาตรฐานอะซีแนพธีนควิโนนและกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกที่เรืองแสงสีมวงภาย
ใตแสงอัตราไวโอเลต และมีคา Rf เทากับ 0.58 เชนกัน

รูปที่ 4.14 TLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันต A53(1), B1(1) และ B5(1) เปรียบเทียบกับ (1) อะ
ซีแนพธีนควิโนน, (2) กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก, (3)กรดซาลิไซลิก, (4) กรด 2,5-ไดไฮ  
ดรอกซีเบนโซอิก, (5) กรดโปรโตคาทีคูอิก

          A53(1)         B1(1)          B5(1)          (1)          (2)          (3)          (4)          (5)

 Rf
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ตารางที่ 4.2 คา Rf จากการวิเคราะห TLC และลักษณะการเรืองแสงของสารมัธยันต A53(1), B1
(1) และ B5(1) ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตชวงความยาวคลื่น 215 –250 นาโนเมตรเปรียบเทียบ
กับสารมาตรฐานชนิดตางๆ

สาร การเรืองแสง คา Rf

สารมัธยันต A53(1) ฟา 0.22
สารมัธยันต B1(1) มวง 0.58
สารมัธยันต B5(1) มวง 0.58
อะซีแนพธีนควิโนน มวง 0.58

กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก มวง 0.58
กรดซาลิไซลิก มวง 0.47

กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ฟา 0.22
กรดโปรโตคาทีคูอิก มวงน้ําตาล 0.20
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4.4 การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยแมสสเปกโตร
เมทรี (MS) และ นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ (NMR)

การทดลองในขั้นตอนนี้จะนําสารมัธยันต A53(1), B1(1) และ B5(1) ที่แยกไดจากสาย
พันธุกลาย A53, B1 และ B5 ตามลําดับมาพิสูจนเอกลักษณและชนิดของสารดวยวิธี MS และ 
NMR

4.4.1 สารมัธยันต A53(1)
ผลการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันต A53(1) ดวยวิธี MS และวิธี NMR ดงัแสดงผลใน

ภาคผนวก ง รูปที่ ง. 27 และรูปที่ ง. 30 ตามลําดับ พบวาจากการพิสูจนเอกลักษณดวยวิธี MS  ได
แมสสเปกตรัมของสารมัธยันต A53(1) ดังแสดงในรูปที่ ง. 27 (ก.) โดยมีคา M+ เทากับ 154 แสดง
วาสารนี้มีมวลโมเลกุลเทากับ 154 และเมื่อเปรียบเทียบแมสสเปกตรัมของสารมัธยันต A53(1) กับ
แมสสเปกตรัมของสารมาตรฐานกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก) ดังแสดงในรูปที่ ง. 
27 (ข.) พบวามีรูปแบบของแมสสเปกตรัมเหมือนกัน นอกจากนี้พบสัญญาณของ 1H-NMR ของ
สารมัธยันต A53(1) ที่

δ 7.15 (1 H, d, J = 4 Hz, H-6)
δ 6.95 (1 H, dd, J = 4, 9 Hz, H-4)
δ 6.76 (1 H, d, J = 9 Hz, H-3)

และ  13C-NMR, δ 112.5, 114.5, 117.8, 123.7, 149.3, 154.1, 171.7 ซึ่งสอดคลองกับ
โครงสรางของกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก) ที่มีโครงสรางโมเลกุลดังแสดงในรูปที่ 
4.15

รูปที่ 4.15 โครงสรางโมเลกุลของกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก)
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4.4.2 สารมัธยันต B1(1)
ผลการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันต B1(1) ดวยวิธี MS ดังแสดงผลในภาคผนวก ง รูป

ที่ ง. 28 พบวาจากแมสสเปกตรัมของสารมัธยันต B1(1) ดังแสดงในรูปที่ ง. 28 (ก.) ไดคา M+ เทา
กับ 182 แสดงวาสารนี้มีมวลโมเลกุลเทากับ 182 และเมื่อเปรียบเทียบแมสสเปกตรัมของสารมัธ
ยันต B1(1) กับแมสสเปกตรัมของสารมาตรฐานอะซีแนพธีนควิโนน ดังแสดงในรูปที่ ง. 28 (ข.) พบ
วามีรูปแบบของแมสสเปกตรัมเหมือนกัน แสดงวาสารมัธยันต B1(1) คือ อะซีแนพธีนควิโนน ที่มี
โครงสรางโมเลกุลดังแสดงในรูปที่ 4.16

รูปที่ 4.16 โครงสรางโมเลกุลของอะซีแนพธีนควิโนน

4.4.3 สารมัธยันต B5(1)
ผลการพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันต B5(1) ดวยวิธี MS และวิธี NMR ดังแสดงผลใน

ภาคผนวก ง รูปที่ ง. 29 และรูปที่ ง. 31 ตามลําดับ พบวาจากการพิสูจนเอกลักษณดวยวิธี MS  ได
แมสสเปกตรัมของสารมัธยันต B5(1) ดังแสดงในรูปที่ ง. 29 (ก.) โดยมีคา M+ เทากับ 198 แสดงวา
สารนี้มีมวลโมเลกุลเทากับ 198 และเมื่อเปรียบเทียบแมสสเปกตรัมของสารมัธยันต B5(1) กับแมส
สเปกตรัมของสารมาตรฐาน 1,8-แนพธาลิกแอนไฮไดรด ดังแสดงในรูปที่ ง. 29 (ข.) พบวามีรูป
แบบของแมสสเปกตรัมเหมือนกัน นอกจากนี้พบสัญญาณของ 1H-NMR ของสารมัธยันต B5(1) ที่

δ 7.62 (2 H, dd, J = 7.3, 8.8 Hz, H-3, H-6)
δ 8.31 (2 H, d, J = 8.8 Hz, H-4, H-5)
δ 8.62 (2 H, d, J = 7.3 Hz, H-2, H-7)

ซึ่งสอดคลองกับโครงสรางของ 1,8-แนพธาลิกแอนไฮไดรด ซึ่งเปนรูปที่สกัดไดในสภาวะ
กรดของสารมัธยันต กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก ที่มีโครงสรางโมเลกุลดังแสดงในรูปที่ 
4.17
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รูปที่ 4.17 โครงสรางโมเลกุลของ 1,8-แนพธาลิกแอนไฮไดรด และ กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอก
ซิลิก
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4.5 ผลของสารมัธยันต A53(1), B1(1) และ B5(1) ตอการเจริญของสายพันธุกลาย
สายพันธุตางๆ ของ Rhizobium sp. CU-A1

จากรายงานของธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน (2544) ถึงการสรางสายพันธุกลายของ 
Rhizobium sp. CU-A1 ใหไมสามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนไดอยางสมบูรณโดยการแทรก
สอดทรานสโปซอนเขาไปในยีนที่คาดวาเกี่ยวของกับการสังเคราะหเอนไซมในวิถีการยอยสลายอะ
ซีแนพธิลีน ทําใหสายพันธุกลายเหลานี้มีการสะสมสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธิ
ลีน และงานวิจัยนี้สามารถแยกและทําสารมัธยันตจากสายพันธุกลายใหบริสุทธิ์ได 3 ชนิด คือ A53
(1) หรือกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก), B1(1) หรือ อะซีแนพธีนควิโนน, B5(1) 
หรือกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก จากสายพันธุกลาย A53, B1 และ B5 ตามลําดับ

งานวิจัยในขั้นตอนนี้จะทดสอบยืนยันวา สายพันธุกลาย A53, B1 และ B5 ไมสามารถใช
สารมัธยนัตที่แตละเชื้อสะสมคือ A53(1), B1(1) และ B5(1) ตามลําดับเปนแหลงคารบอนในการ
เจริญได โดยทําการวิเคราะหการเพิ่มจํานวนของเชื้อ การลดลงของปริมาณแหลงคารบอนที่ให 
และการสรางสารมัธยันตชนิดอื่นๆ ถามีการยอยสลายแหลงคารบอน  นอกจากนี้ยังไดทดสอบการ
ใชสารมัธยันตทั้ง 3 นี้เปนแหลงคารบอนในการเจริญของสายพันธุกลายชนิดอื่นๆ ของ Rhizobium 
sp. CU-A1 เปรียบเทียบกับชุดควบคุม เนื่องจากสารมัธยันตที่ผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์แลวทั้ง 
3 ชนิดมีปริมาณคอนขางนอยไมเพียงพอที่จะทําการทดสอบกับสายพันธุกลายทั้ง 18 สายพันธุ จึง
ไดคัดเลือกเชื้อสายพันธุกลายที่เปนตัวแทนของแตละกลุม กลุมละ 1 สายพันธุมาทําการทดลองใน
ขั้นตอนนี้ ดังแสดงในตารางที่ 4.3

ตารางที่ 4.3 Rhizobium sp. สายพันธุกลายที่เลือกเปนตัวแทนในแตละกลุม

กลุมที่ เชื้อสายพันธุกลายที่คัดเลือก
1 G531
2 B1
3 B5
4 J1
5 A53
6 D1
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4.5.1 สารมัธยันต A53(1) หรือกรด 2,5-ไดคารบอกซิลิก (กรดเจนทิสิก) เปนแหลงคารบอน

จากการทดลองเลี้ยงสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. CU-A1 จํานวน 6 สายพันธุไดแก 
G531, B1, B5, D1, J1, และ A53 มาเลี้ยงลงในอาหารเหลว CFMM ที่มีสารมัธยันต A53(1) คือ
กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกความเขมขน 300 มก.ตอลิตร เปรียบเทียบรูปแบบการเจริญและ
ความสามารถในการยอยสลายสารมัธยันตชนิดนี้กับ Rhizobium sp. CU-A1 ดังแสดงผลการ
ทดลองในรูปที่ 4.18, 4.19 และ 4.20 พบวาแตละสายพันธุกลายมีรูปแบบในการเจริญและความ
สามารถในการออกซิไดซกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกไปเปนสารมัธยันตตางๆ แตกตางกันไป
เมื่อเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 โดย G531, B1, B5, D1 และ J1 สามารถยอยสลายกรด 
2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกไดพรอมกับมีการเพิ่มจํานวนเซลลจนไมสามารถวิเคราะหปริมาณกรด 
2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกที่เหลืออยูไดภายในระยะเวลา 2 วันเชนเดียวกับ Rhizobium sp. CU-
A1   ในขณะที่ A53 ไมสามารถยอยสลายกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกและไมมีการเพิ่มจํานวน
เซลลดังแสดงผลการทดลองในรูปที่ 4.18

ผลการเปรียบเทียบสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก
โดยสายพันธุกลายแตละสายพันธุกับ Rhizobium sp. CU-A1 ดวยวิธี TLC ระหวางวันที่ 0 และ 
วันที่ 8 แสดงผลในรูปที่ 4.19 พบวา G531, B1, B5, D1 และ J1 มีการเปลี่ยนกรด 2,5-ไดไฮดรอก
ซีเบนโซอิกไปเปนสารมัธยันตชนิดอื่นๆ ในขณะที่ A53 ไมสามารถเปลี่ยนกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบน
โซอิกไปเปนสารมัธยันตอ่ืน แสดงวาสายพันธุกลาย A53 มีความบกพรองในการยอยสลายกรด 
2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก จึงยืนยันไดวากรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก เปนสารมัธยันตที่สะสม
จากการยอยสลายของอะซีแนพธิลีนของสายพันธุกลายนี้จริง
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รูปที่ 4.18 การเจริญของเชื้อสายพันธุกลาย G531, B1, B5, J1, A53 และ D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM ที่มีสารมัธยันต A53(1) หรือกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกความเขมขน 300 มก.ตอ
ลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1

เปอรเซ็นตกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกคงเหลือในชุดควบคุมที่ไมเติมเช้ือ
เปอรเซ็นตกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกคงเหลือในชุดควบคุมที่เติม Rhizobium sp. CU-A1
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่เติม Rhizobium sp. CU-A1
เปอรเซ็นตกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกคงเหลือในชุดทดลองที่เติม Rhizobium sp. สายพันธุกลาย
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมสายพันธุกลายตางๆ ตามที่ระบุ
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รูปที่ 4.19 TLC โครมาโตแกรมสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายสารมัธยันต A53(1) หรือกรด 
2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกในวันที่ 0 และวันที่ 8 โดยสายพันธุกลาย G531, H1, B1, B5, A53 และ 
D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีสารมัธยันต A53(1) กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกความเขม
ขน 300 มก.ตอลิตร (W/O คืออาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ, Rf 0.22 คือกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบน
โซอิก)

       A53(1)        W/O       CU-A1       G531          B1           B5           J1          A53          D1

0  วัน

8 วัน
       A53(1)        W/O       CU-A1       G531          B1           B5           J1          A53          D1

Rf

Rf
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รูปที่ 4.20 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายสารมัธยันต A53(1) 
หรือกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกในวันที่ 0 และวันที่ 8 โดยสายพันธุกลาย G531, H1, B1, B5,
A53 และ D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกความเขมขน 300 มก.
ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 (Rt 3.23 นาที คือกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก)

0 วัน
WT
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  A53

8 วัน
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4.5.2 สารมัธยันต B1(1) หรืออะซีแนพธีนควิโนนเปนแหลงคารบอน

เมื่อทําการทดลองตามวิธีการในขอ 3.5 โดยมีสารมัธยันต B1(1) หรืออะซีแนพธีนควิโนน
ความเขมขน 300 มก.ตอลิตรเปนแหลงคารบอนพบวาแตละสายพันธุกลายมีรูปแบบการเจริญและ
ความสามารถในการออกซิไดซอะซีแนพธีนควิโนนไปเปนสารมัธยันตอ่ืนๆ แตกตางกันไปเมื่อเทียบ
กับ Rhizobium sp. CU-A1 ดังผลการทดลองในรูปที่ 4.21, 4.22 และ 4.23 โดย G531 และ J1 มี
รูปแบบในการลดปริมาณของสารมัธยันตนี้คลายคลึงกับ Rhizobium sp. CU-A1 โดยสามารถใช
อะซีแนพธนีควิโนนจนเหลือปริมาณต่ํากวา 30 เปอรเซ็นตของปริมาณเริ่มตนภายในวันที่ 4 ของ
การเลี้ยงเชื้อ และมีการเจริญของเชื้อเพิ่มข้ึนตามปริมาณสารที่ลดลง

ในขณะที่ A53 และ D1 ก็สามารถออกซิไดซอะซีแนพธีนควิโนนจนเหลือปริมาณต่ํากวา 30 
เปอรเซ็นตของปริมาณเริ่มตนภายในวันที่ 4 แตมีการเจริญเพียงเล็กนอย จากการวิเคราะหสาร
มัธยันตที่เกิดขึ้นดวยวิธี TLC แสดงผลการทดลองในรูปที่ 4.22 พบวา A53 และ D1 มีรูปแบบการ
สะสมสารมัธยันตคลายคลึงกับเมื่อเจริญโดยมีอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนดังแสดงผลการ
ทดลองในรูปที่ 4.2 ก.

สวน B5 พบปริมาณอะซีแนพธีนควิโนนคงเหลือมากกวา 75 เปอรเซ็นตของปริมาณเริ่มตน
ในวันที่ 8    ในสวนของการวิเคราะหสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายแหลงคารบอนนี้โดยวิธี 
TLC และ HPLC ดังแสดงผลการทดลองในรูปที่ 4.22 และ 4.23 ไมพบสารมัธยันตชนิดใดเกิดขึ้น
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม อาจอธิบายไดวาปรมิาณอะซีแนพธีนควิโนนคงเหลือที่วิเคราะหได
ไมใชอะซีแนพธีนควิโนนแตเปนปริมาณของกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกที่เกิดขึ้นทั้งนี้
เพราะจากขอมูลการทดลองที่ผานมา (ผลการทดลองขอ 4.2) ในการทําสารมัธยันตที่ B5 สะสมให
บริสุทธิ์พบวา B5 สะสมกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกซึ่งมีคา Rf จากการวิเคราะหดวยวิธี 
TLC (รูปที่ 4.14) และคา Rt จากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC (รูปที่ 4.12) ใกลเคียงกับอะซีแนพ     
ธีนควิโนนมาก

สําหรับ B1 ซึ่งเปนสายพันธุกลายที่สะสมอะซีแนพธีนควิโนนจากการยอยสลายอะซีแนพธิ
ลีน เมื่อวิเคราะหรูปแบบการเจริญพบวาสามารถออกซิไดซอะซีแนพธีนควิโนนไดปริมาณเล็กนอย 
โดยคงเหลืออะซีแนพธีนควิโนนปริมาณ 55 เปอรเซ็นตของปริมาณเริ่มตนภายในวันที่ 8 และมีการ
เจริญเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุกลายอื่นๆ อาจอธิบายวา Rhizobium sp. CU-
A1 มีเอนไซมที่เกี่ยวของในกระบวนการเปลี่ยนอะซีแนพธีนควิโนนไปเปนกรดแนพธาลีน 1,8-ได
คารบอกซิลิกโดยเชื้อสายพันธุกลาย B1 เปนเชื้อสายพันธุกลายที่มีความบกพรองของเอนไซมที่ทํา
หนาที่นี้ อยางไรก็ตาม Selifonov และคณะ (1996) รายงานวาอะซีแนพธีนควิโนนสามารถเกิดการ
แตกตัวไปเปนกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกไดเองโดยปจจัยทางกายภาพไมตองอาศัยกิจ
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กรรมของเอนไซม ดังนั้นสายพันธุกลาย B1 อาจไดกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกที่ถูกเปลี่ยน
จากอะซีแนพธีนควิโนนบางสวนดวยวิธีทางกายภาพสําหรับการเจริญได ทําใหปริมาณอะซีแนพ   
ธีนควิโนนลดลงแตการเจริญของ B1 ก็ยังต่ํากวาสายพันธุเดิมและสายพันธุกลายอื่นๆ คอนขาง
มากอาจเพราะการเปลี่ยนอะซีแนพธีนควิโนนไปเปนกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกโดยวิธี
ทางกายภาพเกิดไดนอยกวาเมื่อมีการเรงของเอนไซม
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รูปที่ 4.21 การเจริญของเชื้อสายพันธุกลาย G531, B1, B5, J1, A53 และ D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM ที่มีสารมัธยันต B1(1) หรืออะซีแนพธีนควิโนนความเขมขน 300 มก.ตอลิตร เปรียบ
เทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1

เปอรเซ็นตอะซีแนพธีนควิโนนคงเหลือในชุดควบคุมที่ไมเติมเช้ือ
เปอรเซ็นตอะซีแนพธีนควิโนนคงเหลือในชุดควบคุมที่เติม Rhizobium sp. CU-A1
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่เติม Rhizobium sp. CU-A1
เปอรเซ็นตอะซีแนพธีนควิโนนคงเหลือในชุดทดลองที่เติม Rhizobium sp. สายพันธุกลาย
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมสายพันธุกลายตางๆ ตามที่ระบุ
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รูปที่ 4.22 TLC โครมาโตแกรมสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายสารมัธยันต B1(1) หรืออะซี
แนพธีนควิโนนในวันที่ 0 และวันที่ 8 โดยสายพันธุกลาย G531, H1, B1, B5, A53 และ D1 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีสารมัธยันต B1(1) หรืออะซีแนพธีนควิโนนความเขมขน 300 มก.ตอ
ลิตร (W/O คืออาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ, Rf 0.58 คืออะซีแนพธีนควิโนน)

        B1(1)        W/O       CU-A1       G531          B1           B5           J1          A53          D1

0  วัน

8 วัน
        B1(1)        W/O       CU-A1       G531          B1           B5           J1          A53          D1

Rf

Rf
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รูปที่ 4.23 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายสารมัธยันต B1(1) 
หรือ อะซีแนพธีนควิโนนในวันที่ 0 และวันที่ 8 โดยสายพันธุกลาย G531, H1, B1, B5, A53 และ
D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีสารมัธยันต B1(1) หรืออะซีแนพธีนควิโนนความเขมขน 300 
มก.ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 (Rt 2.61 คืออะซีแนพธีนควิโนน)

0 วัน
WT
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  A53

8 วัน
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4.5.3 สารมัธยันต B5(1) หรือกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกเปนแหลงคารบอน

จากการทดลองตามวิธีการในขอ 3.5 โดยมีสารมัธยันต B5(1) หรือกรดแนพธาลีน-1,8-ได
คารบอกซิลิกความเขมขน 300 มก.ตอลิตรเปนแหลงคารบอนพบวาแตละสายพันธุกลายมีรูปแบบ
การเจริญและความสามารถในการออกซิไดซกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกไปเปนสารมัธ
ยันตอ่ืนๆ แตกตางกันไปเมื่อเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 ดังผลการทดลองในรูปที่ 4.24, 
4.25 และ 4.26 โดย G531, B1 และ J1 มรูีปแบบในการลดปริมาณของสารมัธยันตนี้คลายคลึงกับ
Rhizobium sp. CU-A1 โดยสามารถใชกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกจนเหลือปริมาณต่ํา
กวา 40 เปอรเซ็นตของปริมาณเริ่มตนภายในวันที่ 4 ของการเลี้ยงเชื้อ และมีการเจริญของเชื้อเพิ่ม
ข้ึนตามปริมาณสารที่ลดลง สวนผลการวิเคราะหสารมัธยันตชนิดตางๆ ที่เกิดขึ้นก็มีรูปแบบเชน
เดียวกับ Rhizobium sp. CU-A1

สวน A53 และ D1 สามารถออกซิไดซกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกจนเหลือปริมาณ
ต่ํากวา 50 เปอรเซ็นตของปริมาณเริ่มตนภายในวันที่ 8 แตมีการเจริญเพิ่มจํานวนเพียงเล็กนอย 
และผลการวิเคราะหสารมัธยันตดวยวิธี TLC ดังแสดงในรูปที่ 4.25 พบวา A53 มีการสะสมของ
สารมัธยันตชนิดหนึ่งเชนเดียวกับที่พบจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน ในขณะที่เชื้อสายพันธุ
กลาย D1 ก็มีรูปแบบของสารมัธยันตที่สะสมคลายคลึงกับที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน
ดังที่แสดงผลการทดลองไวในรูปที่ 4.2 ก.

สําหรับ B5 ไมสามารถยอยสลายกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกไดเมื่อเปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุมและผลการวิเคราะหดวย TLC และ HPLC ไมปรากฏสารมัธยันตอ่ืนๆ แสดงวา B5 มี
ความบกพรองในการยอยสลายกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกซึ่งยืนยันวาเปนสารมัธยันตที่
สะสมจากการยอยสลายของอะซีแนพธิลีนโดยสายพันธุกลายนี้จริง
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รูปที่ 4.24 การเจริญของเชื้อสายพันธุกลาย G531, B1, B5, J1, A53 และ D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว CFMM ที่มีสารมัธยันต B5(1) หรือกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกความเขมขน 300 มก.
ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1

เปอรเซ็นตกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกคงเหลือในชุดควบคุมที่ไมเติมเช้ือ
เปอรเซ็นตกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกคงเหลือในชุดควบคุมที่เติม Rhizobium sp. CU-A1
จํานวนแบคทีเรียในชุดควบคุมที่เติม Rhizobium sp. CU-A1
เปอรเซ็นตกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกคงเหลือในชุดทดลองที่เติม Rhizobium sp. สายพันธุกลาย
จํานวนแบคทีเรียในชุดทดลองที่เติมสายพันธุกลายตางๆ ตามที่ระบุ
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รูปที่ 4.25 TLC โครมาโตแกรมสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายสารมัธยันต B5(1) หรือกรด
แนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกในวันที่ 0 และวันที่ 8 โดยสายพันธุกลาย G531, H1, B1, B5, A53 
และ D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีสารมัธยันต B5(1) หรือกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิ
ลิกความเขมขน 300 มก.ตอลิตร (W/O คืออาหารเหลวที่ไมมีการเติมเชื้อ, Rf 0.58 คือกรดแนพธา 
ลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก)

        B5(1)        W/O       CU-A1       G531          B1           B5           J1          A53          D1

0  วัน

8 วัน
        B5(1)        W/O       CU-A1       G531          B1           B5           J1          A53          D1

Rf

Rf
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รูปที่ 4.26 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายสารมัธยันตกรดแนพ
ธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกตในวันที่ 0 และวันที่ 8 โดยสายพันธุกลาย G531, H1, B1, B5, A53 
และ D1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มีกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกความเขมขน 300 มก.
ตอลิตร เปรียบเทียบกับ Rhizobium sp. CU-A1 (Rt 2.61 คือกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก)

0 วัน
WT

G531

 B1

 B5

 J1

  A53

8 วัน

0
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0
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0
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0
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0
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0
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0
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0
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0
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0
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0
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0
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0
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0
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   D1
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บทที่ 5

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง

Rhizobium sp. CU-A1 เปนจุลินทรียที่พบวาสามารถเจริญโดยใชอะซีแนพธิลีนเปนแหลง
คารบอนได (ศรัลยา แพงไตร, 2543) แตจากการสืบคนเอกสารจนถึงปจจุบัน ยังไมมีรายงานใด
กลาวถึงการยอยสลายสาร PAHs โดยเฉพาะอะซีแนพธิลีนในจุลินทรียกลุม Rhizobium ดังนั้นงาน
วิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาเพื่อหาวิถีเมตาบอลิสมของอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1

จากงานวิจัยของธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน (2544) ที่ไดทําการกลายพันธุ Rhizobium sp. 
CU-A1 จนไดสายพันธุกลายหลายสายพันธุที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนให
สมบูรณ งานวิจัยนี้ไดคัดเลือกสายพันธุกลายมา 3 สายพันธุ คือ A53, B1 และ B5 ซึ่งพบวามีการ
สะสมสารมัธยันตที่แตกตางจากสายพันธุดั้งเดิม CU-A1 เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอะซีแนพธิ
ลีนเปนแหลงคารบอน และสารมัธยันตที่สะสมมีปริมาณสูง จึงทําใหงายตอการสกัดแยกและทําให
บริสุทธิ์

ผลการทําสารมัธยันตใหบริสุทธิ์และวิเคราะหโครงสรางทางเคมี พบวาสายพันธุ A53 
สะสมกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก), สายพันธุ B1 สะสมอะซีแนพธีนควิโนน และ
สายพันธุ B5 สะสม กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก จากผลการวิเคราะหสารมัธยันตสามารถ
อธิบายถึงความสัมพันธของการเจริญของเชื้อ A53, B1 และ B5 กับการสะสมสารมัธยันตที่
วิเคราะหไดในแตละเชื้อ โดย A53 เจริญไดในอาหารที่มีอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอน (รูปที่4.1 
ก.) เนื่องจากสลายวงเบนซีนของอะซีแนพธิลีนจนถึงกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ในขณะที่ B1 
และ B5  เจริญไมได (รูปที่ 4.1 ข.) เนื่องจากเปลี่ยนอะซีแนพธิลีนไปถึงเพียง อะซีแนพธีนควิโนน 
และ กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก เทานั้น ไมมีการแตกของวงเบนซีน จึงไมสามารถใชเปน
แหลงคารบอนและพลังงานได

จากรายงานการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Pseudomonas aeruginosa PAO1
(Selifenov และคณะ, 1996) พบวาอะซีแนพธิลีนจะถกูออกซิไดซไปเปน ซิส-1,2-อะซีแนพธีนได
ออล, อะซีแนพธีนควิโนน และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก ตามลําดับ ซึ่งอะซีแนพธีนควิ
โนน และกรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิก เปนสารมัธยันตที่พบสะสมจากสายพันธุกลายของ 
Rhizobium sp. CU-A1 เชนเดียวกันแสดงวา Rhizobium sp. CU-A1 มีวิถีการยอยสลายอะซี
แนพธิลีนมาเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกเชนเดียวกันกับใน Pseudomonas 
aeruginosa PAO1 ดังแสดงในรูปที่ 5.1 แตงานวิจัยนี้ยังไมพบสายพันธุกลายที่มีการสะสมอะซี
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แนพธีนไดออลซึ่งถาพบสายพันธุกลายดังกลาวก็สามารถระบุวิถีการยอยสลายของอะซีแนพธิลีน
มาเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกไดอยางชัดเจน

รูปที่ 5.1 วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนมาเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกโดย 
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Selifenov และคณะ, 1996) (ก.) และไดอะแกรมเสนอวิถี
การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium sp. CU-A1
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ปจจุบันยังไมมีรายงานถึงจุลินทรียที่สามารถยอยสลายกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิ
ลิกได แตงานวิจัยนี้ตรวจพบสายพันธุกลายที่สะสม กรด-2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก หรือกรดเจนทิ
สิก ซึ่งพบวาเปนสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายสาร PAHs หลายชนิด (Starovoitov, 1975 
และ Grifoll และคณะ, 1995) ซึ่งแสดงวา Rhizobium sp. CU-A1 สามารถยอยสลายกรดแนพธา
ลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกมาเปนกรดเจนทิสิกได

กรดฟแนนทรีน-4,5-ไดคารบอกซิลิกซึ่งเปนสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายไพรีนโดย 
Mycobacterium sp. AP1 (Vila และคณะ, 2001) และ Mycobacterium sp. PYR-1 (Young 
และคณะ, 1995) มีโครงสรางที่มีหมูคารบอกซิลบนวงอะโรมาติกเบนซีน 2 หมู คลายคลึงกับกรด
แนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก โดยจุลินทรียทั้ง 2 ชนิดจะออกซิไดซกรดฟแนนทรีน-4,5-ไดคาร
บอกซิลิกไปเปนกรดฟแนนทรีน-4-คารบอกซิลิกโดยดึงหมูคารบอกซิลบนวงเบนซีนออก 1 หมู และ
หลังจากนั้นจะเกิดการเติมออกซิเจนบนวงเบนซีนที่มีหมูคารบอกซิลอยูเพื่อแตกวงตอไป ในทํานอง
เดียวกันกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกอาจจะถูกดึงหมูคารบอกซิลบนวงเบนซีนออก 1 หมู 
ทําใหเกิดเปน กรดแนพโธอิก และเกิดการเติมออกซิเจน 2 อะตอมบนวงเบนซีนที่มีหมูคารบอกซิล
ของกรดแนพโธอิกเพื่อแตกวงตอไป เชนเดียวกับวิถีการยอยสลายไพรีน ดังแสดงในรูปที่ 5.2 หรือ
กรดแนพโธอิกจะถูกเติมออกซิเจน 2 อะตอมบนวงเบนซีนที่ไมมีหมูคารบอกซิลเกิดเปน 1,2-ไดไฮ 
ดรอกซี-8-คารบอกซีแนพธาลีน เหมือนเชนวิถีการยอยสลายกรดแนพโธอิกของ Pseudomonas 
maltophilia CSV89 (Phale และคณะ, 1995) ดังแสดงในรูปที่ 5.3 ซึ่งทั้ง 2 วิถีจะเปลี่ยนกรดแนพ
โธอิกไปเปนกรดซาลิไซลิกเชนเดียวกัน
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รูปที่ 5.2 วิถีการยอยสลายไพรีนโดย Mycobacterium sp. AP1 (Vila และคณะ, 2001) (ก.) และ
ไดอะแกรมเสนอวิถีการยอยสลายกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกโดย Rhizobium sp. CU-
A1 (ข.)
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รูปที่ 5.3 วิถีการยอยสลายกรดแนพโธอิกโดย Pseudomonas maltophilia CSV89 (Phale และ
คณะ, 1995) (ก.) และไดอะแกรมเสนอวิถีการยอยสลายกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกโดย 
Rhizobium sp. CU-A1 (ข.)

หลังจากนั้นกรดซาลิไซลิกจะเปลี่ยนเปนกรดเจนทิสิก ( Fuenmayor และคณะ, 1998) 
และเปลี่ยนเปน มาริลไพรูเวท, ฟูมาริลไพรูเวท และไพรูเวทกับฟูมาเรท ตามลําดับ (Ning และ
คณะ, 2001) ดังแสดงในรูปที่ 5.4 เพื่อเขาสูวัฏจักรเครบสตอไป
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รูปที่ 5.4 วิถีการยอยสลายกรดซาลิไซลิก ( Fuenmayor และคณะ, 1998) และกรดเจนทิสิก (Ning 
และคณะ, 2001) (ก.) และไดอะแกรมเสนอวิถีการยอยสลายกรดซาลิไซลิกโดย Rhizobium sp. 
CU-A1 (ข.)

จากงานวิจัยนี้พบสารมัธยันตที่เกิดจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 3 ชนิดคือ อะซีแนพ  
ธีนควิโนน, กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก และกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ซึ่งสามารถ
ทํานายวิถีเมตาบอลิสมเบ้ืองตนของอะซีแนะธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1  ได ดังนี้คือ อะซีแนพ
ธิลีนจะถูกเมตาบอไลทไปเปน อะซีแนพธีนควิโนน, กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก และกรด 
2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 5.5 ซึ่งสารมัธยันตในวงเล็บเปนสารมัธยันต
ที่ยังไมสามารถสกัดแยกและทําใหบริสุทธิ์เพื่อพิสูจนเอกลักษณและโครงสรางทางเคมีที่แนนอนได
ในงานวิจัยนี้  ซึ่งจะตองหาสายพันธุกลายที่สะสมสารมัธยันตตางๆ เพิ่มข้ึน รวมทั้งสารมธัยันตบาง
ชนิด เชน มาริลไพรูเวทและฟูมาริลไพรูเวท ซึ่งเปนสารมัธยันตที่มีโครงสรางขนาดเล็กถูกยอยสลาย
ไดงายและรวดเร็วจึงยากตอการสกัดแยกและทําใหบริสุทธิ์ จึงอาจตองนําเทคนิคทางดานอื่นมา
ชวยในการศึกษา เชน เอนไซมและยีนที่เกี่ยวของในวิถีการยอยสลายเพื่อยืนยันวิถีการยอยสลาย 
อะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium sp. CU-A1 ที่ถูกตองตอไป
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อยสลาย อะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium sp. CU-A1 ที่ถูกตองตอไป

รูปที่ 5.5 ไดอะแกรมเสนอวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium sp. CU-A1
รูปเขม คือ สารมัธยันตที่พิสูจนเอกลักษณไดในงานวิจัยนี้
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บทที่ 6

ขอเสนอแนะในการวิจัย

6.1 อาหาร CFMM ที่มีกรดโปรโตคาทีคูอิกเปนแหลงคารบอนซึ่งใชในการเตรียมหัว
เชื้อของสายพันธุกลายมีสีมวงอมน้ําเงิน ควรเตรียมใหมทุกครั้งกอนใชเนื่องจากกรดโปรโตคาทีคู
อิกจะเกิดออโตออกซิเดชันเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลซึ่งแบคทีเรียไมสามารถใชเปนแหลงคารบอนในการ
เจริญได (D’Argenio และคณะ, 1999)

6.2 ในการเตรียมหัวเชื้อเพื่อใชในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนควรใชหัวเชื้อที่เจริญ
เต็มที่ คือ เปลี่ยนกรดโปรโตคาทีคูอิกในอาหารเลี้ยงเชื้อจากสีมวงน้ําเงินเปนสีขาวขุน เพราะเนื่อง
จากถาอาหารเลี้ยงเชื้อยังมีสีมวงอยูอาจยังมีกรดโปรโตคาทีคูอิกและสารมัธยันตตางๆ เหลืออยูซึ่ง
เปนพิษตอเซลลและสงผลใหการวิเคราะหในขั้นตอนตอไปผิดพลาดได

6.3 การวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนดวยวิธี TLC 
สายพันธุกลายแตละชนิดจะพบสารมัธยันตสะสมอยูหลายชนิด ทําใหยากตอการวิเคราะหวาสาร
มัธยันตชนิดใดนาจะเปนสารมัธยันตสุดทายที่สะสมเนื่องจากการบกพรองของยีนที่ถูกแทรกสอด
ดวยทรานสโปซอน รวมทั้งในขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์จะทําใหมีความยุงยากมากขึ้นซึ่งอาจจะไม
สามารถแยกสารมัธยันตใหบริสุทธิ์ได เพราะฉะนั้นอาจมีการเติมแหลงพลังงานอื่นเพื่อชวยในการ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีนไปเปนสารมัธยันตตัวสุดทาย เชน กรดซักซินิก (Hartnett และคณะ, 1990) 
และน้ําตาลแมนนิทอล (พัชรวิภา ใจจักรคํา, 2542)

6.4 การวิเคราะหสารมัธยันตดวยวิธี TLC และวิธี HPLC พบวาสารมัธยันตหลายชนิด
ที่เกิดขึ้นมีคา Rf และ คา Rt ใกลเคียงกันมากซึ่งยากตอการจําแนกวาเปนสารชนิดใด อาจทําการ
ปรับเปลี่ยนระบบตัวทําละลายที่ใชในการชะใหเหมาะสม

6.5 ในขั้นตอนการทําสารมัธยันตใหบริสุทธิ์ดวยวิธี preparative TLC และซิลิกาเจล
คอลัมนโครมาโตกราฟควรใชปริมาณสารสกัดที่จะผานการทําใหบริสุทธิ์ใหเหมาะสมเนื่องจากถา
ใชสารสกัดมากเกินไปจะทําใหไมสามารถแยกสารมัธยันตแตละชนิดออกจากกันได

6.6 การทดลองนี้สามารถพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่เกิดขึ้นจากการยอย  
สลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium sp. CU-A1 ได 3 ชนิด คืออะซีแนพธีนควิโนน, กรดแนพธา
ลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก และ กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก ซึ่งเปนขอมูลเบื้องตนที่จะใชในการ
ทํานายวิถีการยอยสลาย ควรจะทําการสกัดแยกและพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตชนิดอื่นๆ ที่
สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในสายพันธุกลายอื่น ๆ เพิ่มเติม โดยเฉพาะเพื่อพิสจูนวา 



81

กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกที่พบสะสมนั้นเกิดจากการยอยสลายมาจากกรดแนพธาลีน-1,8-ได
คารบอกซิลิกผานทางวิถีใด

6.7 ควรทําการศึกษาในระดับเอนไซมตางๆ และยีนที่เกี่ยวของในกระบวนการยอย
สลายอะซีแนพธิลีนรวมดวย ซึ่งจะทําใหไดขอมูลที่สามารถระบุวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. CU-A1 ที่สมบูรณ
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สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Carbon Free Mineral Salt Medium (CFMM)

แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) 3.0       กรัม
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเดคะไฮเดรต (Na2HPO4•12H2O) 5.5       กรัม
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.8       กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4•7H2O) 0.01     กรัม
เฟอริกคลอไรดเฮกซะไฮเดรต (FeCl3•6H2O) 0.005   กรัม
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O) 0.005   กรัม

ละลายสารสามชนิดแรกในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที ในสวนของสารละลายสามชนิดหลังทํา
การเตรียมแยกแตละชนิดแลวทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานชุดกรองสําเร็จรูปเซลลูโลสอะซีเตต
ขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร แลวจึงเติมลงในอาหารที่ทําการนึ่งฆาเชื้อแลว

2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM (CFMM agar)

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

3. 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-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล ใหเปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที

4. 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

1. สารละลายอะซีแนพธิลีนในไดเมทธิลซัลฟอกไซด (acenaphthylene in DMSO 
solution)

ชั่งอะซีแนพธิลีน 0.1 กรัม ละลายในไดเมทธิลซัลฟอกไซดปริมาตร 3.0 มล. ผสมดวย
เครื่องปนผสมจนอะซีแนพธิลีนละลายหมด ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด
PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20
°ซ เติมลงในอาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว

2. สารละลายกรดโปรโตคาทีคูอิกในเอธานอล

ชั่งกรดโปรโตคาทีคูอิก 1.0 กรัม ละลายในเอธานอลปริมาตร 4.0 มล. ผสมดวยเครื่องปน
ผสมจนกรดโปรโตคาทีคูอิกละลายหมด ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองดวยชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE 
ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ 
เติมลงในอาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลว

3. สารละลายมาตรฐานของ PAHs และอนุพันธชนิดตางๆ ในเมธานอล

ชั่งสารดังนี้ อะซีแนพธิลีน   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 เพื่อใชเปนสารมาตรฐานในการวิเคราะหสารมัธยันตดวยวิธี TLC และ HPLC

4. สารละลายสารมัธยันตจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนที่ผานการทําให
บริสุทธิ์แลวในได     เมทธิลซัลฟอกไซด
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ชั่งสารมัธยันต 1 กรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก สารมัธยันต 2 อะซีแนพธีนควิโนน และ
สารมัธยันต 3 กรดแนพธาลีน 1,8-ไดคารบอกซิลิกอยางละ 25.0 มก. ละลายในไดเมทธิลซัลฟอก
ไซดปริมาตร 1.5 มล. ผสมดวยเครื่องปนผสมจนละลายหมด ทําใหปลอดเชื้อโดยกรองดวยชุด
กรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที่มีขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอใหมิดชิด
เก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ เติมลงในอาหารเหลว CFMM ที่ผานการฆาเชื้อและเย็นลงที่อุณหภูมิหอง
แลว

5. สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85%

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

6. กลีเซอรอล

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

7. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล

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

8. สารปฏิชีวนะกานามัยซิน

ชั่งกานามัยซิน 30 มก. ละลายในน้ํากลั่น 1.0 มล. ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานชุด
กรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตตขนาดรูกวาง 0.20 ไมโครเมตร เก็บรักษาในขวดสีชาหรือหอให
มิดชิดเก็บที่อุณหภูมิ –20 °ซ เมื่อนาํมาใชแลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 °ซ ไดนาน 1 เดือน

9. สารละลายเมธานอลเขมขน 80% ในน้ํา (ปริมาตรตอปริมาตร)
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กรองเมธานอล 100% ผานเยื่อกรองชนิด FH ที่มีขนาดรูกวาง 0.5 ไมโครเมตร กําจัด
อากาศออกดวยเครื่องกําเนิดเสียงความถี่สูง จากนั้นผสมเมธานอล 100% ปริมาตร 80 มล. กับน้ํา
กลั่นที่กรองและกําจัดอากาศออกแลวปริมาตร 20 มล. นําไปกําจัดอากาศดวยเครื่องกําเนิดเสียง
ความถี่สูงอีกครั้งจนไมเหลือฟองอากาศ

10. สารละลายเอทธิลอะซีเตตที่อ่ิมตัวดวยน้ํา

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

กราฟมาตรฐานของอะซีแนพธิลีน

รูปที่ ค. 1 กราฟมาตรฐานระหวางปริมาณอะซีแนพธิลีนกับพื้นที่ใตกราฟ ที่ไดจากการวิเคราะห
โดยวิธี HPLC

ความเขมขนของอะซีแนพธิลีนหาไดจากนําพื้นที่ใตกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี 
HPLC มาแทนคาในสมการเสนตรงดังนี้

พื้นที่ใตกราฟ  =       (ความชันของกราฟมาตรฐาน × ปริมาณอะซีแนพธิลีน) + จุดตัดแกนวาย
โดยที่ ความชันของกราฟมาตรฐาน = 136.98

จุดตัดแกนวาย = -14535
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ภาคผนวก ง

ขอมูลผลการทดลอง

1. วิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยสายพันธุกลายของ 
Rhizobium sp. CU-A1

รูปที่ ง. 1 TLCโครมาโตแกรมของชุดควบคุมซ่ึงไมไดมีการเติมเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM ที่มี
อะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 มก.ตอลิตร เพื่อติดตามการยอยสลายของอะซีแนพธิลีนโดยปจจัย
ทางกายภาพ ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

รูปที่ ง. 2 TLC โครโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 
มก.ตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

 AE       0       1       2       3       4     5     6     7     8     9    10    11      12      13      14    วัน

AE 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 วัน
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รูปที่ ง. 3 TLC โครโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ 
Rhizobium sp. A8, A18 และ A35 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 
600 มก.ตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

 A8

 A18

 A35
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รูปที่ ง. 4 TLC โครโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ 
Rhizobium sp. A49, A53 และ B1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 
600 มก.ตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

 A49

 A53

 B1



98

รูปที่ ง. 5 TLC โครโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ 
Rhizobium sp. B5, D1 และ D2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 600 
มก.ตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

 B5

 D1

 D2



99

รูปที่ ง. 6 TLC โครโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ 
Rhizobium sp. E11, E32 และ G12 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 
600 มก.ตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

 E11

 E32

 G12
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รูปที่ ง. 7 TLC โครโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ 
Rhizobium sp. G39, G62 และ G101 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 
600 มก.ตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

 G39

 G62

 G101
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รูปที่ ง. 8 TLC โครโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ 
Rhizobium sp. G531, H1 และ J1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ CFMM  ที่มีอะซีแนพธิลีนความเขมขน 
600 มก.ตอลิตร ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (AE คืออะซีแนพธิลีน)

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

AE  0 1   2  3 4 5  6  7  8  9 10 11  12 13 14 วัน

 G531

 H1

 J1



102

รูปที่ ง. 9 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. A8 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 10 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. A18 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 11 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. A35 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)

0 วัน

1 วัน

2 วัน

3 วัน

4 วัน

5 วัน

6 วัน

7 วัน

8 วัน

9 วัน

10 วัน

11 วัน

12 วัน

13 วัน

14 วัน

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15

0

15



105

รูปที่ ง. 12 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. A49 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 13 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. A53 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 14 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. B1 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 15 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. B5 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 16 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. D1 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 17 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. D2 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 18 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. E11 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 19 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. E32 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 20 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. G12 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 21 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. G39 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 22 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. G62 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 23 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. G101 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 24 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. G531 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 25 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. H1 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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รูปที่ ง. 26 HPLC โครมาโตแกรมของสารมัธยันตที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย
Rhizobium sp. J1 ที่ระยะเวลาตางๆ กัน (Rt 7.38 คืออะซีแนพธิลีน)
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2. การพิสูจนเอกลักษณของสารมัธยันตที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยแกสโครมาโตกราฟ-
แมสสเปกโตรเมตรีและนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนท

รูปที่ ง. 27 แมสสเปกตรัมของสารมัธยันต A53(1) ที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ
สายพันธุกลาย A53 (ก.) เปรียบเทียบกับแมสสเปกตรัมของสารมาตรฐานกรด 2,5-ไดไฮดรอกซี
เบนโซอิก (ข.)

  ก.

ข.
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รูปที่ ง. 28 แมสสเปกตรัมของสารมัธยันต B1(1) ที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ
สายพันธุกลาย B1 (ก.) เปรียบเทียบกับแมสสเปกตรัมของสารมาตรฐานอะซีแนพธีนควิโนน (ข.)

  ก.

ข.
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รูปที่ ง. 29 แมสสเปกตรัมของสารมัธยันต B5(1) ที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเชื้อ
สายพันธุกลาย B5 (ก.) เปรียบเทียบกับแมสสเปกตรัมของสารมาตรฐาน 1,8-แนพธาลิกแอนไฮ
ไดรด (ข.)

  ก.

ข.
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รูปที่ ง. 30 1H NMR สเปกตรัม ของสารมัธยันต A53(1) ที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน
โดยเชื้อสายพันธุกลาย A53
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รูปที่ ง. 31 C13 NMR สเปกตรัม ของสารมัธยันต A53(1) ที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน
โดยเชื้อสายพันธุกลาย A53
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รูปที่ ง. 32 1H NMR สเปกตรัม ของสารมัธยันต B5(1) ที่สะสมจากการยอยสลายอะซีแนพธิลีน
โดยเชื้อสายพันธุกลาย B5
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นายศิริวัตร ปุณฑริกพันธ เกิดเมื่อวันที่ 28 กันยายน พ.ศ. 2521 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยา
ศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี ในปการศึกษา 2541 และเขารับการศึกษาตอ
ในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยา
ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2542
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